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RESUMO

PESSOA, Marcos José Gomes. Atributos estruturais e histoquimicos de ductos
secretores e cavidades: uma abordagem funcional, ecoldgica e taxondmica em savanas
amazonicas. 2022. 112 f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2022.

Savanas amazonicas sdo fitofisionomias tropicais abertas, sujeitas a elevados indices
de radiacdo solar, de precipitacdo, a solos arenosos com baixa disponibilidade de nutrientes
e a um periodo prolongado de estiagem. Os atributos anatdbmicos de suas plantas tém sido
estudados, no entanto, informacgdes sobre o sistema secretor destas plantas sdo escassos.
Neste sentido, foi realizada uma intensa investigacdo da ocorréncia de possiveis estruturas
secretoras em 76 espécies lenhosas, pertencentes a 29 familias botanicas em duas savanas
amazonicas no extremo norte do estado de Mato Grosso. Em seguida foram selecionadas
duas familias como objeto de estudo, sendo Calophyllaceae e Anacardiaceae.
Calophyllaceae e Anacardiaceae sdo representantes importantes de diferentes
fitofisionomias da Amazénia e do Cerrado. As duas familias sdo conhecidas pela producéo
de substancias bioativas. Em Calophyllaceae, essas substancias podem ser produzidas em
estruturas especializadas denominadas de ductos secretores e com menos frequéncia por
cavidades, enquanto em Anacardiaceae podem ser produzidas principalmente por ductos.
Este trabalho teve como objetivo caracterizar aspectos anatdmicos, histoquimicos e
ultraestruturais de ductos secretores e cavidades em folhas de quatro espécies de
Calophyllaceae, Kielmeyera rubriflora Cambess, Kielmeyera coriacea Mart. e Zucc,
Calophyllum brasiliense Cambess e Caraipa densifolia Mart. e de ductos secretores em trés
espécies de Anacardiaceae, Anacardium occidentale L., Anacardium giganteum W.
Hancock ex Engl., e Tapirira obtusa (Benth.) J. D. Mitch. em duas savanas amazonicas, a
fim de analisar aspectos funcionais, ecologicos e taxondmicos. Amostras do material
botanico foram processadas de acordo com técnicas usuais para anatomia e ultraestrutura
vegetal. Os resultados mostram que o tipo de estrutura secretora, o padrdo de distribuicéo, a
quantidade, o tamanho e o formato do Iumen sdo distintos, podendo estes atributos serem
usados como caracteres diagnosticos para delimitar as espécies. Na maioria das espécies, 0s
metabdlitos da secrecdo sdo semelhantes e consistem de substancias fendlicas, lipidios,
oleorresina, mucilagem, polissacarideos, proteinas, alcaloides, exceto em K. coriacea que
ndo contém oleorresina. A producdo destes metabdlitos pelas duas estruturas secretoras
revela possiveis interacdes planta-microbio, planta-inseto, planta-planta e planta animal. A
saida dos produtos da atividade secretora para o espaco periplasmatico é mediada pelo
mecanismo écrino, granuldcrino e holdcrino. Associamos que as propriedades do solo, 0s
elevados indices de radiacdo solar, temperatura, a proliferacdo de micro-organismos,
herbivoros e o préprio histdrico evolutivo das savanas sdo indicativos de filtros ambientais
que mais contribuiram para que as espécies investissem em defesa fisica e quimica. Em
Anacardiaceae, A. occidentale investiu mais na organizacdo anatdmica dos ductos. Este
estudo fornece informagdes inéditas e Uteis para compreender a anatomia, o funcionamento
e 0 papel ecoldgico e taxondmico de ductos e cavidades em espécies de savanas amazonicas
e representa o primeiro trabalho com estruturas secretoras em savanas amazonicas.

Palavras-chaves: Atividade secretora. Estruturas secretoras. Filtros ambientais. Interacdo
planta-ambiente. Mecanismo de secre¢do. Metabdlitos.



ABSTRACT

PESSOA, Marcos José Gomes. Structural and histochemical attributes of secretory
ducts and cavities: a functional, ecological and taxonomic approach in Amazonian
savannas. 2022. 112 f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2022,

Amazonian savannas are open tropical phytophysiognomies, subject to high levels
of solar radiation, precipitation, sandy soils with low availability of nutrients, and a
prolonged period of drought. The anatomical attributes of its plants have been studied,;
however, information about the secretory system of these plants is scarce. In this sense, an
intense investigation was carried out into the occurrence of possible secretory structures in
76 woody species belonging to 29 botanical families in two Amazonian savannas in the
extreme north of the state of Mato Grosso. Then two families were selected as objects of
study, being Calophyllaceae and Anacardiaceae. Calophyllaceae and Anacardiaceae are
essential representatives of different phytophysiognomies of the Amazon and Cerrado. Both
families are known for producing bioactive substances. In Calophyllaceae, these substances
can be produced in specialized structures called secretory ducts and less frequently by
cavities, while in Anacardiaceae, they can be produced mainly by ducts. This work aimed to
characterize anatomical, histochemical, and ultrastructural aspects of secretory ducts and
cavities in leaves of four species of Calophyllaceae, Kielmeyera rubriflora Cambess,
Kielmeyera coriacea Mart. and Zucc, Calophyllum brasiliense Cambess and Caraipa
densifolia Mart. and secretory ducts in three species of Anacardiaceae, Anacardium
occidentale L., Anacardium giganteum W. Hancock ex Engl., and Tapirira obtusa (Benth.)
J. D. Mitch. in two Amazonian savannas, to analyze functional, ecological, and taxonomic
aspects. Samples of the botanical material were processed according to usual techniques for
plant anatomy and ultrastructure. The results show that the type of secretory structure,
distribution pattern, quantity, size, and shape of the lumen are different. These attributes can
be used as diagnostic characters to delimit the species. In most species, secretion metabolites
are similar and consist of phenolic substances, lipids, oleoresin, mucilage, polysaccharides,
proteins, alkaloids, except in K. coriacea, which does not contain oleoresin. The production
of these metabolites by the two secretory structures reveals possible plant-microbe, plant-
insect, plant-plant, and plant-animal interactions. The exit of secretory activity products to
the periplasmic space is mediated by the eccrine, granulocrine, and holocrine mechanisms.
We associate that the soil properties, the high levels of solar radiation, temperature, the
proliferation of microorganisms, herbivores, and the evolutionary history of the savannas are
indicative of environmental filters that contributed the most for the species to invest in
physical and chemical defense. In Anacardiaceae, A. occidentale invested more in the
anatomical organization of the ducts. This study provides new and helpful information to
understand the anatomy, functioning, and ecological and taxonomic role of ducts and
cavities in Amazonian savanna species and represents the first work with secretory structures
in Amazonian savannas.

Keywords: Secretory activity. Secretory structures. Environmental filters. Plant-
environment interaction. Secretion mechanism. Metabolites.
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INTRODUCAO GERAL

Os enclaves de Cerrado na Amazonia sdo conhecidos como savanas amazonicas
(DEVECCHI et al., 2020), ocupando uma area de 112.961 km? e correspondendo 42,3%
da Amazonia (CARVALHO; MUSTIN, 2017). Esses ecossistemas séo fitofisionomias
abertas, com um estrato herbaceo sempre presente e estratos arbustivos e/ou arboreos
mais ou menos desenvolvidos (MAGNUSSON et al., 2008). Suas plantas estdo sujeitas a
altos indices de radiacdo solar, fortes incéndios, forte restricdo hidrica em um
determinado periodo e a uma estagdo mais Umida, tipica da Amazonia (FERREIRA et al.,
2015; FLORES; HOLMGREN, 2021). Os solos s&o predominantemente arenosos, muito
lixiviados, com baixa retencdo de nutrientes e acidos devido ao alto teor de aluminio
(RATTER et al., 2003; PESSOA et al., 2021).

Em relacdo a floristica desta rea, a riqueza e a diversidade de plantas sdo menores
quando comparadas com as fitofisionomias savanicas do Planalto Central do Brasil
(Cerrado) e de outras regides da América do Sul (RATTER et al., 2003; DEVECCHI et
al., 2020; PESSOA et al., 2021). Flutuacdes climaticas e geomorfoldgicas ocorridas no
Pleistoceno e Holoceno (AB' SABER, 2003), propriedades do solo (PESSOA et al.,
2021), distancia geografica (MARACAHIPES-SANTOS et al., 2017), influéncias
floristicas de florestas adjacentes (RATTER et al., 2003), ocorréncia de fogo (FLORES;
HOLMGREN, 2021), acbes antrépicas (CARVALHO; MUSTIN, 2017) e o aumento
frequente de eventos de seca (BRANDO et al., 2014) sdo fatores que determinam a
composicdo, distribuicdo e a diversidade de espécies das savanas amazonicas.

Apesar da peculiaridade, da dimensdo das areas, e da existéncia de inimeros
trabalhos publicados que servem de referéncia para explicar a composicéo, a riqueza e a
diversidade floristica das savanas amazonicas (RATTER et al., 2003; MAGNUSSON et
al., 2008; ROCHA et al., 2019; DEVECCHI et al., 2020), sdo poucos os estudos que
explicam como plantas de fitofisionomias tdo remotas respondem anatomicamente a essa
variedade de ambientes e microambientes (ARIANO et al., 2022). Neste sentido, o estudo
das caracteristicas morfoldgicas, anatbmicas e fisiologicas pode definir um conjunto de
parametros Uteis para entender estratégias de sobrevivéncia das plantas em diversos
ambientes (PESSOA et al., 2019; PIREDA et al., 2019; 2020).
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Dentre essas estratégias, a defesa quimica das plantas mediada pela presenca de
metabolitos em estruturas secretoras, como ductos e cavidades, se destaca como atributo
eficaz para esses estudos (PRADO; DEMARCO, 2018). Estas estruturas sdo constituidas
por um lumen, delimitadas por uma ou mais camadas de células secretoras, denominadas
de epitélio secretor, que sintetizam e acumulam secrecdo (FAHN, 1979). As substancias
que compdem a secrec¢do produzida pelo epitélio podem desempenhar diferentes fungdes
nas plantas, entre elas, a protecdo de estruturas e 6rgaos jovens e adultos, protecédo contra
o0 ataque de herbivoros, patogenos, lesdes fisicas, excesso de radiacdo solar, dessecacao e
déficit hidrico (CASTRO; DEMARCO, 2008; MACHADO et al., 2016; GALLOWAY
et al., 2020). Algumas substancias podem ainda atrair polinizadores, participar do
processo de polinizacdo e permitir a colonizacdo e o estabelecimento das plantas em
diversas fitofisionomias tropicais. Em alguns casos, estas substancias podem ser toxicas
(FAHN, 1988; LANGENHEIM, 2003).

Estudos tém mostrado que a secrecdo produzida pelos ductos e cavidades
apresenta uma grande variedade de atividades bioldgicas e farmacologicas que lhes
conferem um status importante no que se refere a procura de substancias bioativas
(VASCONCELOS et al., 2016; SILVA et al., 2017; VARELA-RODRIGUEZ et al.,
2019). Muitas aplicagGes tém sido relatadas, incluindo atividades antibacterianas,
antifangicas, antioxidantes, anti-inflamatorias, anticancerigenas e a industrializacdo de
medicamentos fitoterapicos e de fragrancias por meio da extracdo de 6leos essenciais a
partir de diferentes partes da planta (GOODGER et al., 2010; BUDEL et al., 2012;
IRSHAD et al., 2019).

Ductos e cavidades variam quanto a morfologia, funcdo, posicdo e tipo de
substancias que sintetizam e acumulam (CASTRO et al., 1997; BOMBO et al., 2012;
PALERMOetal., 2017; PRADO; DEMARCO, 2018). Essas estruturas podem ter origens
distintas, sendo necessario o estudo da ontogénese da espécie (RODRIGUES et al.,
2011a, b; FRANCO; ALBIERO, 2018; BEZERRA et al., 2018). Os produtos da atividade
secretora saem do protoplasto e sdo acumulados no limen por meio de transportadores,
fusdo de vesiculas, desintegracdo da célula ou pela agdo mecénica de ciclos sucessivos de
contracdo e expansdo do protoplasto (FAHN, 1979; PAIVA, 2016).

Contudo, apesar dos avancos obtidos em estudos anatdmicos, histoquimicos e
ultraestruturais de ductos e cavidades (BARTOLI et al., 2011; RODRIGUES;
MACHADO, 2012; FRANCO; ALBIERO, 2018; FERNANDES et al., 2018; LUNA et

al., 2018), ainda existem varias lacunas que necessitam ser compreendidas,
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principalmente, nas savanas amazonicas. Estas areas sdo pouco exploradas, de dificil
acesso e importantes para a conservagdo uma vez gque garantem servigos ecossistémicos
importantes, como a conservacao de recursos hidricos, a disponibilidade de polinizadores,
0 provimento de recursos farmacéuticos e genéticos (BONINI; PESSOA; SEABRA-
JUNIOR, 2013; CARVALHO; MUSTIN, 2017). Atualmente, sua &rea de ocorréncia esta
em franco declinio devido a substituicdo da vegetacdo original em sistemas agricolas,
revelando a urgéncia em se conhecer melhor sua vegetacéo.

Levando em consideracdo que os ductos e as cavidades ocorrem em diferentes
tdxons de forma independente; que muitas divergéncias evolutivas deram origem a
diferentes mecanismos de sintese e liberacdo de varias substancias; que a secre¢do é um
processo que envolve mudancas importantes em nivel subcelular; que o estudo detalhado
das células secretoras permite avaliar tanto a dindmica do processo secretor, como fazer
correlag@es entre a estrutura e o funcionamento de determinadas organelas envolvidas na
secrecdo; o papel ecoldgico dos ductos e das cavidades com o ambiente circundante, a
necessidade de identificar atributos de valor diagndstico nestas estruturas; a falta de
estudos que relacionam aspectos anatdmicos e histoquimicos com as células secretoras e
o fato das savanas amazobnicas serem pouco exploradas cientificamente, este estudo
investiga pela primeira vez aspectos anatdmicos, histoquimicos e ultraestruturais de
ductos e cavidades em folhas adultas de quatro espécies de Calophyllaceae, Kielmeyera
rubriflora Cambess, Kielmeyera coriacea Mart. e Zucc, Calophyllum brasiliense
Cambess e Caraipa densifolia Mart., e de ductos secretores em trés espécies de
Anacardiaceae, Anacardium occidentale L., Anacardium giganteum W. Hancock ex
Engl., e Tapirira obtusa (Benth.) J. D. Mitch. em duas savanas amazoénicas, a fim de
responder os seguintes questionamentos: (i) Entre os ductos e as cavidades das espécies
de Calophyllaceae, existem diferencas estruturais?; E entre os ductos das espécies de
Anacardiaceae?; (ii) Entre as espécies de Calophyllaceae e Anacardiaceae, 0s
metabolitos da secrecdo dos ductos e das cavidades sdo semelhantes ou distintos?; (iii) O
padrdo de distribuicdo dessas estruturas € semelhante?; (iv) Os ductos e as cavidades
possuem atributos estruturais de valor dignostico para as espécies estudadas?; (v) Como
a secrecdo € sintetizada e liberada do protoplasto das células secretoras?; (vi)
Considerando a funcdo dos metabolitos, é possivel identificar quais filtros ambientais
mais contribuiram para que as espécies investissem em defesa fisica e quimica? Nossa
hipotese é que existem diferencas estruturais e histoquimicas entre espécies; que existem

atributos anatdmicos de valor diagnostico para as espécies; que 0s principais ajustes
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anatdmicos sdo moldados por respostas especificas de cada espécie; e que é possivel
determinar quais filtros ambientais mais contribuiram para que as espécies investissem

em defesa fisica e quimica. Para isso, 0s resultados serdo apresentados em dois capitulos:

Capitulo 1 — Atributos estruturais e histoquimicos de ductos secretores e cavidades em
folhas de quatro espécies de Calophyllaceae J. Agardh em savanas amazonicas (Publicado
Plant Biology, v. 23, n. 6, p.1128-1140, 2021. doi: 10.1111/plb.13321)

Capitulo 2 — Ductos secretores em folhas de trés espécies de Anacardiaceae e as
interagdes planta-ambiente em savanas amazonicas (sera submetido a revista PLANTS)
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1 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

1.1 Savanas amazonicas

Manchas ou enclaves de Cerrado inseridos em florestas tropicais Umidas da
Amazonia sdo regionalmente conhecidos como “savanas amazoénicas” (DEVECCHI et
al., 2020). Na América do Sul, as savanas amazonicas ocupam uma &rea total de 267.164
km? (CARVALHO; MUSTIN, 2017). Desta area, quase 90% da éarea total ocorre na
Bolivia (~127,096 km?) e Brasil (112,961 km?), com areas menores na Venezuela (13,085
km?), Guiana (13,447 km?) e Suriname (575 km?) (CARVALHO; MUSTIN, 2017). No
Brasil, as savanas amazonicas ocorrem em areas descontinuas nos estados do Amapa,
Amazonas, Para, Roraima, Rondbnia e no extremo norte do estado de Mato Grosso
(SANAIOTTI, 2002; RATTER et al., 2003; MIRANDA et al., 2006; ROCHA et al.,
2019; PESSOA et al., 2021).

Historicamente, estas areas sdo marcadas por condi¢des climéticas que no passado
constituiam regiGes mais secas e favoraveis a vegetacdo de Cerrado (CARDOSO DA
SILVA; BATES, 2002; AB' SABER, 2003) e estdo sujeitas a ciclos mais intensos de
escassez hidrica (MARIMON et al., 2020; SULIVAN et al., 2020). Sendo assim, as
fitofisionomias florestais e savanicas destas areas apresentam-se mais adequadas para
investigar muitas interacdes ecoldgicas entre plantas e 0 ambiente, em particular, estudos
que associem aspectos estruturais e histoquimicos de ductos secretores e cavidades e as
interacdes planta-ambiente.

As savanas sdo formacgdes vegetais abertas com um estrato herbaceo sempre
presente, estratos arbustivos e, ou arbdreos mais ou menos desenvolvidos, sujeitos a altos
indices de radiacdo solar, a sazonalidade local e a fortes incéndios (MAGNUSSON et al.,
2008; FERRERIA et al., 2015; FLORES; HOLMGREN, 2021). Na Amazdnia brasileira,
dependendo do estado, estes enclaves de savanas sdo localmente denominados “campos
do Rio Branco” ou “lavrado” em Roraima (BARBOSA et al., 2007). No Para “savana
arenosa” (AUBREVILLE, 1961), “savana amazonica” (BEARD, 1953, EITEN, 1977,
1978), “floresta seca semidecidua” (AUBREVILLE, 1961), “campos” (HUECK, 1972) e
“cerrados amazoénicos” (CARNEIRO FILHO, 1993) e no extremo norte do estado de

Mato Grosso “savana amazonica rochosa” (PESSOA et al., 2021). Outros termos como,
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“cerrado tipico, “cerrado rupestre”, “campo sujo” e “cerraddo” t€m sido utilizados para
denominar diferentes fitofisionomias savanicas em um enclave de Cerrado no extremo
norte do estado de Mato Grosso (ZORTEA, 2018; ZORTEA et al., 2020). No entanto, foi
relatado que esses termos pertencem as fitofisionomias do Cerrado (RIBEIRO;
WALTER, 2008) e ndo devem ser usados como sindnimos. Ao serem usados,
indiscriminadamente ou sem critério deixam a entender que as savanas amazOlnicas
pertencem ao dominio do Cerrado (RATTER et al., 2003; DEVECCHI et al., 2020;
PESSOA et al., 2021).

O Cerrado é o segundo maior dominio fitogeografico da América do Sul, apds a
Amazobnia, ¢ um dos “hotspots” mundiais de biodiversidade devido a sua riqueza, ao
elevado nivel de endemismo e a eminente ameaca (STRASSBURG et al., 2017). A
terminologia Cerrado tem uma conotacdo regional do Brasil, enquanto o termo savana, é
mais genérico e amplamente aplicado a diversos tipos de vegetacdo savanica no mundo
(BATALHA, 2011). O Cerrado apresenta formacdes florestais, savanicas e campestres
(RIBEIRO; WALTER, 2008) (Fig. 1). Nas formacdes florestais predominam espécies
arboreas de grande porte, cujas copas formam um dossel continuo e cujos principais
padrdes de crescimento estdo associados as estacfes Umidas e secas alternantes
(RIBEIRO; WALTER, 2008).

Figura 1 - Fitofisionomias do Cerrado brasileiro segundo a classificacdo de Ribeiro e
Walter (2008).

FITOFISIONOMIAS po BiomaACERRADO =

FORMACOES FLORESTAIS FORMAGOES SAVANICAS FORMAGOES CAMPESTRES

Mata Clilar Mata de Mata Seca Cerradao o arque o Campo | Campo  Campo
Ralo Cerrado Rupestre | Rupestre  Sujo  Limpo

O Cerrado apresenta distribui¢do continua nos estados de Goias, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Ronddnia, Parana,
Sdo Paulo e Distrito Federal (RIBEIRO; WALTER, 2008). Na Amaz6nia, ocorre na
forma de enclaves vegetacionais sob substratos distintos, como latossolos, gleissolos,

plintossolos e neossolos fluviais, quartziticos e litélicos, e sdo geralmente pobres em
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nutrientes, acidos e distréficos (MAGNUSSON et al., 2008; ZAPPI et al., 2011; ROCHA
etal., 2019; PESSOA et al., 2021). A origem e a manutencao destes enclaves tém distintas
explicacbes, como: adaptacdo ao fogo, influéncia humana, oligotrofismo, deficiéncia
hidrica, propriedades do solo, influéncia floristica de florestas adjacentes da Amazonia,
distancia geogréfica e alteracGes climaticas e geomorfoldgicas ocasionadas no periodo
Pleistoceno e Holoceno (AB' SABER, 2003; RATTER et al., 2003; BRANDO et al.,
2014; MARACAHIPES-SANTOS et al., 2017). Geralmente, apresentam diferencas
quanto a estrutura e a composicdo floristica do componente lenhoso, quando comparadas
as formacg0es savanicas do Planalto Central do Brasil e de outras regiGes, em termos de
composicdo de espécies, em propriedades do solo e diversidade (RATTER et al., 2003;
PESSOA et al., 2021).

Alguns autores ressaltam que apesar da composicdo floristica dos enclaves de
Cerrado da Amazonia ser similar as &reas de Cerrado, sentido restrito do Brasil, estas
areas ndo podem ser inclusas como parte do Cerrado brasileiro, devido a forte afinidade
floristica e ecoldgica com florestas adjacentes da Amazénia (RATTER et al., 2003;
PESSOA et al., 2021). Se estas areas fossem inclusas como parte do Cerrado,
consequentemente, todas as savanas das Guianas, dos Llanos da VVenezuela e da Coldmbia
e quase todos 0s campos e savanas naturais de baixa altitude no norte da América do Sul,
na América Central, Sul do México e nas indias Ocidentais também deveriam ser
incluidas, pois estas areas também compartilnam espécies caracteristicas do dominio
Cerrado (MIRANDA,; ABSY, 2000; VIEIRA et al., 2002; BARBOSA et al., 2005;
PINHEIRO, 2010).

Grande parte dos estudos realizados com savanas amazoénicas é de cunho floristico
e fitossociologico (CARNEIRO-FILHO, 1993; MIRANDA; ABSY, 2000; RATTER et al.,
2003; BARBOSA; FEARNSIDE, 2005; BARBOSA et al., 2005; 2007; MIRANDA et al.,
2006; MAGNUSSON et al., 2008; DEVECCHI et al., 2020; ROCHA; NETO, 2019;
PESSOA et al., 2021) e mais recentemente aumentam os de cunho anatémico (FERREIRA
etal., 2015; ARIANO; SILVA, 2016; SIMIONI et al., 2017; 2018; 2020; ARIANO et al.,
2022). Destes, um descreve a lamina foliar de onze espécies dominantes, com énfase na
identificacdo de atributos adaptativos (FERREIRA et al., 2015), quatro investigam
estratégias adaptativas da lamina foliar de diversas espécies lenhosas (ARIANO; SILVA,
2016; SIMIONI et al., 2017; 2018; ARIANO et al., 2022) e um investiga ajustes na
arquitetura hidraulica do lenho de espécies dominantes (SIMIONI et al., 2020). Neste

sentido, estudos com esta abordagem oferecem a oportunidade de entender como as
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plantas respondem ao clima local, representando em cenarios futuros, uma ferramenta
poderosa para entender estratégias estruturais, ecofuncionais e de protecdo que garantem
a sobrevivéncia das plantas em diversos ambientes, em especial, estratégias mediadas

pela presenca de ductos secretores e cavidades.

1.2 Estrutura, desenvolvimento e mecanismos de secre¢do de ductos e cavidades

Ductos e cavidades sdo estruturas secretoras internas que consistem em um Iimen
delimitado por células secretoras especializadas, denominadas de epitélio, que sintetizam
e acumulam secrecdo (FAHN, 1979). Geralmente, o epitélio secretor é constituido por
uma ou mais camadas de células (RODRIGUES et al., 2011a; BEZERRA et al., 2018;
FERNANDES et al., 2018; COSTA et al., 2020; RIBEIRO; SILVA, 2021). No entanto,
esta configuracdo ndo é padréo e dependendo da espécie e da localiza¢do do ducto e da
cavidade, o epitélio secretor pode conter uma ou mais camadas de células secretoras
(SOUZA et al., 2015; MACHADO et al., 2017; BEZERRA et al., 2018; FRANCO;
ALBIERO, 2018). Essas células sdo circundadas por uma bainha parenquimatica que
pode ser unisseriada ou multisseriada (RODRIGUES et al., 2011a; b; RODRIGUES;
MACHADO, 2012; PALERMO et al., 2018).

Em seccBes paradérmicas, os ductos secretores apresentam lumen alongado,
enquanto cavidades tém limen curto (FERNANDES et al., 2018). Essas estruturas podem
se desenvolver a partir da protoderme, meristema fundamental, procambio e/ou cadmbio
(PAIVA; MACHADO, 2007; SA-HAIAD et al., 2015; FRANCO; ALBIERO, 2018;
PALERMO et al., 2018; LUNA et al., 2019; COSTA et al., 2020; COSTA et al., 2021;
RIBEIRO; SILVA, 2021; TOLKE et al., 2021). Estdo amplamente distribuidas em érgéos
vegetativos e reprodutivos de diversas familias de plantas vasculares e séo responsaveis
pela producdo de diversas substancias que conferem protecdo as plantas. Entre essas
substancias estdo os carboidratos, os 6leos essenciais, os lipidios, as substancias fenolicas,
os alcaloides e proteinas (CICARRELLI et al., 2001; LANGENHEIM, 2003; SOUZA et
al., 2015; ALENCAR et al., 2020; HARATYM et al., 2020).

Trés padrbes de desenvolvimento de espacos intercelulares de ductos e cavidades

sdo reconhecidos: esquizogeno, lisigeno e esquizolisigeno (CICARRELLI et al., 2001;
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PAIVA; MACHADO, 2007; BEZERRA et al., 2018; RIBEIRO; SILVA, 2021). Ductos
e cavidades esquizégenos sdo formados pela separacdo de células, resultando em um
limen delimitado por células secretoras que constituem o epitélio (BEZERRA et al.,
2018; LUNA et al., 2019; SILVA et al., 2019; COSTA et al., 2021). No desenvolvimento
lisigeno, ductos e cavidades sdo originados pela dissolucéo de células (autolise), enquanto
no desenvolvimento esquizolisigeno sdo inicialmente originados de forma esquizdgena,
mas em estagios mais tardios ocorre o processo lisigeno, desintegrando células e
ampliando o limen (MACHADO; CARMELLO-GUERRERIO, 2001; LACCHIA;
CARMELLO-GUERREIRO, 2009; PAIVA; MACHADO, 2007; KROMER et al., 2016;
FRANCO; ALBIERO, 2018).

Apesar de existir uma predisposicao genética para o desenvolvimento de ductos e
cavidades em diferentes partes das plantas (METCALFE; CHALK, 1950), essas
estruturas também podem surgir no corpo da planta sob influéncia de fatores bi6ticos e
abidticos (LANGENHEIM, 2003). Como exemplo é relatado na literatura as lesdes
fisicas, o ataque de insetos ou micro-organismos, a intensidade luminosa, a
disponibilidade hidrica e propriedades do solo. Esses fatores podem afetar o tamanho da
estrutura secretora, a quantidade, o padrdo de distribui¢do e os metabolitos que compdem
a secrecdo (FAHN, 1979; PHILLIPS; CROTEAU, 1999; LANGENHEIM, 2003;
MUMM; HILKER 2006; MEDRI et al., 2007; MOREIRA et al., 2008; RODRIGUES et
al., 2014; COSTA et al., 2020).

Estudos que descrevem o mecanismo de sintese da secre¢do de ductos e cavidades,
bem como o conjunto de células e de organelas envolvidas nesse processo 80 escassos.
A maioria destes estudos relata aos estagios iniciais do desenvolvimento (PAIVA;
MACHADO, 2007; BARTOLI et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011a, b; MILANI et
al., 2012; FERNANDES et al., 2017; FRANCO; ALBIERO, 2018; LEITE et al., 2019;
HARATYM et al., 2020) e poucos investigam como é a ultraestrutura das celulas
secretoras no estagio secretor e pos-secretor (PENG et al., 2012; TURNER; LANGE,
2015). Os autores relatam que nos estagios iniciais as células secretoras apresentam
protoplasto denso, rico em mitocondrias, plastidios, reticulo endoplasmatico liso e
rugoso, dictiossomos e ribossomos (MILANI et al., 2012; FERNANDES et al., 2017,
FRANCO; ALBIERO, 2018; LEITE et al., 2019; HARATYM et al., 2020), enquanto no
estagio pos-secretor € comum observar células secretoras com poucas organelas (PENG
etal., 2012; TURNER; LANGE, 2015).
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Outro aspecto relevante e pouco investigado é como 0s produtos da atividade
secretora atravessam a parede celular e ficam acumulados no Ilimen. Normalmente, estes
podem ser transportados via (i) secrecdo transplasmatica, molécula por molécula (écrina);
(if) exocitose vesicular (granulocrina); ou (iii) ambos os mecanismos (secrecdo
merocrina) (FAHN, 1988; KROMER et al., 2016). Ocasionalmente, esta secrecdo pode
prosseguir por (iv) lise das células epiteliais com liberacdo direta da secre¢cdo no limen
(holdcrina), como mostrado por Nair (1995). No entanto, € importante ressaltar que
nenhum destes processos explica a passagem dos produtos da atividade secretora pela
parede celular, limitando-se em explicar apenas a saida do protoplasto para o espaco
periplasmético da célula secretora (PAIVA, 2016). Neste sentido, muitas formas da
passagem da secre¢do para o lumen podem ser observadas, inclusive, mediadas por aces
ciclicas do protoplasto das células secretoras (PAIVA, 2016). Ademais, o estudo
comparativo em diferentes estruturas secretoras, como de sintese, transporte e
externalizacdo de moléculas poderdo revelar particularidades de cada estrutura secretora

em diferentes taxons.

1.3 Substancias comumente produzidas por ductos secretores e cavidades

Embora as substancias produzidas pelos ductos e cavidades tenham composicao
variavel entre as espécies, estas estruturas sao comumente conhecidas pela produc¢éo de
6leos essenciais, oleorresinas, substancias fendlicas, mucilagens, alcaloides e proteinas
(FANH, 1979; LANGENHEIM, 2003; PRADO; DEMARCO, 2018). Os dleos essenciais
e oleorresinas sdo produtos vegetais que pertencem a maior classe de metabolitos
secundarios, os terpenos. Os terpenos sdo formados por unidades de isoprenos (C5) e
podem ser classificados com base no numero de carbonos presentes na molécula,
incluindo monoterpernos (C10 - 2 moléculas de isopreno), sesquiterpenos (C15 - 3
moléculas de isopreno), diterpenos (C20 - 4 moléculas de isopreno), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30 - 6 moléculas de isopreno) e terpenos superiores (> C30) (TAIZ et al.,
2017).

Os 0leos essenciais sdo usualmente constituidos de monoterpenos, sesquiterpenos

e/ou lignoides como alil- e propenilfenois e cumarinas, enquanto a oleorresina é
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constituida principalmente de sesquiterpenos e diterpernos (GOTTLIEB; SALATINO,
1987; GREGORIO; BASS, 1989; MAIA et al., 2015). Os 6leos essenciais s30 substancias
aromaticas com baixo peso molecular, volateis, lipofilicas, geralmente liquidas, soltveis
em alcool, éter e em outros compostos graxos, podendo ser incolores ou apresentar tons
claros, fortes e opacos. O oleorresina consiste de substancias aromaticas volateis, nao
volateis, menos viscosas, resinosa e dependendo das condi¢bes sazonais e ambientais
podem apresentar-se incolor, amarelo claro, amarelo médio, amarelo dourado e
acastanhado (SAITO; SCRAMIN, 2000; RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004;
MORAIS et al., 2009).

A biossintese de substancias terpénicas provavelmente surgiu nas algas. Ao longo
do processo evolutivo das plantas a diversidade de terpenoides tornou-se uma das
caracteristicas fitoquimicas mais marcantes das hepaticas, enquanto nas pteridofitas, os
terpenoides permaneceram restritos a certos grupos, sendo as samambaias portadoras de
alguns monoterpenos e sesquiterpenos. Nas gimnospermas, as primeiras evidéncias da
ocorréncia de terpenos surgem por meio de analises espectrométricas do &mbar presente
em sedimentos do carbonifero. Estas evidéncias indicam que as oleorresinas foram
sintetizadas pelas gimnospermas, antes mesmo do surgimento das coniferas e a presenca
dos o6leos lignoidicos com a funcdo de afastar herbivoros e inibir a germinacdo de
competidores vegetais. No entanto, o éxito evolutivo das angiospermas se prende a
interacdo mutualistica com insetos. Neste caso, ndo basta mais repeli-los, como nas
gimnospermas, € preciso também os atrair. Esta condi¢do imp6s uma grande
diversificagdo estrutural as substancias de comunicacdo com o ambiente, entre elas a
marcante biossintese de Oleos essenciais e oleorresinas. Ao longo da evolucdo,
independente de sua composicdo quimica, os 6leos terpénicos evoluiram de células
oleiferas, cavidades, ductos secretores a tricomas glandulares (GOTTLIEB; SALATINO,
1987; LANGE, 2015).

Os 06leos essenciais e seus constituintes estdo envolvidos em todos os aspectos de
interacdo planta-micrdbio, planta-planta e planta- animal. Planta-micrébio: infestada por
microrganismo, ou seja, induzida pelo estimulo de um influxo de um arsenal quimico
estranho, a planta produz substancias toxicas, fitoalexinas, na tentativa de conter o
patogeno. Planta-planta: constituintes vegetais podem exercer efeitos alelopaticos. Planta
inseto: a acdo inseticida ou antifingica de monoterpenos. Além disso, promove outras
interacdes, como por exemplo, a atracdo de polinizadores, atragcdo de formigas e outros

insetos. Um caso importante refere-se a interacdo conifera (espécies de pinus,
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Pseudotsuga) e o besouro da casca (Curculionidae: Scolytinae) que envolve a secrecéo
de oleorresina, uma mistura complexa de monoterpenos, sesquiterpenos e &cidos
diterpenoides que para deter os besouros e outros patdgenos. Planta-mamifero: os
monoterpenos também oferecem protecédo contra animais de grande porte. Por exemplo,
um abeto (Pseudotsuga membiessi) produz quantidade grandes de monoterpenos ao ser
ingerido por um cervo (Odocoileus hemionus) os terpenos volateis inibem a atividade
bacteriana no ramen do animal resultando na reducdo do consumo alimentar
(GOTTLIEB; SALATINO, 1987; PHILLIPS; CROTEAU, 1999; MIRANDA et al.,
2015; GONCALVES-SOUZA et al., 2018; VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2020).

O efeito dos 6leos essenciais nas plantas esta relacionado com sua volatilidade
que atuam como sinalizadores quimicos com o reino Plantae e como arma de defesa
contra o reino animal. LesGes fisicas abertas por insetos ou outros fatores em folhas
possibilitam a liberacdo de substancias volateis que penetram as folhas via ceras
cuticulares que estimula a intensificacdo da sintese de substancias defensivas como fenois
e taninos. Como consequéncia, diminui gradativamente a intensidade do ataque das folhas
do préprio espécime emissor do estimulo, quanto de outros espécimes. Os produtos
vegetais volatizados podem ainda penetrar em insetos e desencadear desiquilibrios
hormonais (GOTTLIEB; SALATINO, 1987; KNAAK; FIUZA, 2010).

As substancias fenolicas € outro constituinte comumente encontrado na secre¢édo
dos ductos e cavidades (CASTRO; DEMARCO, 2008; PRADO; DEMARCO, 2018).
Essas substancias recebem este nome, por apresentar em sua estrutura uma ou mais
hidroxilas (-OH), em um ou mais benzenos aromaticos. Estas substancias compdem um
grupo heterogéneo, alguns sdo hidrofilicos, lipofilicos e outros polimeros insolUveis que
podem ser classificados de acordo com o arranjo do esqueleto do carbono (GREGORIO;
BASS, 1989; TAIZ et al., 2017). Devido a sua diversidade estrutural, essas substancias
podem ser classificadas em diversas classes, entre elas, fenois, acidos hidroxibenzoicos,
naftoquinonas, xantonas, flavonoides, biflavonoides e taninos (TAIZ et al., 2017).

Nas plantas, suas classes exercem diferentes funcdes, por exemplo, os fendis
fornecem defesa quimica contra patdgenos, e possuem atividade antimicrobiana,
enquanto os taninos sdo impalataveis diminuindo a taxa de herbivoria. Varios animais
evitam comer Orgéos vegetais em desenvolvimento devido aos altos niveis de tanino. Suas
propriedades de defesa estdo relacionadas com a sua capacidade de se ligar a proteinas.
Os taninos também podem desativar enzimas digestivas dos herbivoros e formar

agregados complexos de taninos e proteinas que sdo dificeis de serem digeridos
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(CASTRO; DEMARCO, 2008; TAIZ et al., 2017). Os flavonoides s&o substancias que
se acumulam em vacuolos e protege os 6rgdos das plantas contra a radia¢do solar. Como
funcbes adicionais, sdo consideradas antioxidantes e alelopaticos (fitoalexinas)
protegendo as plantas de patdgenos. Em érgéos reprodutivos atuam como guias ajudando
insetos a localizar polen, néctar e éleos e podem atuar como fatores indutores de polen,
germinacdo e alongamento do tubo polinico (HOSHITAMA, 2000; CASTRO;
DEMARCO, 2008).

A mucilagem é uma solucéo coloidal que em contato com a agua torna-se viscosa
e € constituida principalmente de polissacarideos acidos e/ou neutros e proteinas.
Desempenha um papel importante de protecdo de estruturas ou de 6rgédos jovens e adultos,
retencdo de A&gua, reserva de carboidratos, reducdo da transpiracdo, protecdo contra
radiacdo dispersando ou refletindo a luz incidente, protecdo contra dessecacdo e
herbivoria, lubrificante do &pice das raizes, captura de insetos em plantas insetivoras,
como adesivo na dispersdo de sementes e na regulacdo da germinagdo de sementes
(SAWIDIS, 1998; ROCHA et al., 2011; GALLOWAY et al., 2020).

Os alcaloides sdo definidos como pequenas moléculas que possuem um anel
heterociclico que protege as plantas do ataque de herbivoros e com propriedades
antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e alelopaticas (GREGORIO; BASS,
1989; THEN et al., 2003). Dentre as substancias relacionadas a defesa quimica das
plantas, as proteinas de defesas exercem respostas importantes contra a infeccdo de
fungos, bactérias, virus e de outros microrganismos (PASCHOLATI; LEITE, 1995;
STANGARLIN et al., 2011).

1.4 Calophyllaceae J. Agardh: um representante importante do Cerrado brasileiro

Calophyllaceae € composta por 14 géneros e cerca de 460 espécies, distribuidas
em duas tribos: Calophylleae, com distribuicdo pantropical, e Endodesmieae, restrita a
Africa (STEVENS, 2001; RUHFEL et al., 2011). Ao longo do tempo foi incluida em
Clusiaceae como subfamilia de Kielmeyeroideae, porém, atualmente é uma familia
independente (APG 1V, 2016). Amplamente distribuida no Cerrado brasileiro, a familia

é representada por sete géneros e 96 espécies, das quais 64 sdo endémicas e estdo
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distribuidas em fitofisionomias da Amaz6nia, Caatinga, Cerrado e da Mata Atlantica
(CABRAL et al., 2020). Além disso, suas espécies tém sido objeto de estudos em
diferentes areas do conhecimento, incluindo a prospeccdo de produtos quimicos,
farmacéuticos (MELO et al., 2014) e investigacOes anatdmicas, ecologicas e taxondmicas
(CADDAH et al., 2012; DiAZ, 2013).

Calophyllaceae pertence ao clado Clusidide, juntamente com Bonnetiaceae,
Clusiaceae, Hypericaceae e Podostemaceae (STEVENS, 2001). A familia é constituida
de arvores, subarbustos, arbustos e algumas lianas que produzem e armazenam
substancias em ductos esquizdégenos e com menos frequéncia por cavidades
(METCALFE; CHALK, 1950; CABRAL et al., 2021). Estas estruturas podem estar
distribuidas em diferentes partes da planta, principalmente associadas aos feixes
vasculares (METCALFE; CHALK, 1950), mas também podem ocorrer no parénquima,
conforme descrito em folhas de Calophyllum brasiliense Cambess., e Kielmeyera
grandiflora (Wawra) Saddi (CADDAH et al., 2012; DIAZ, 2013).

Os ductos de Calophyllaceae tém sido mencionados como produtores de resinas e
gomas (CRONQUIST, 1981; COSTA et al., 2021). Estas estruturas tém sido
erroneamente mencionadas como produtoras de latex (SANTOS et al., 2015). No entanto,
o0 latex é uma secrecdo produzida por laticiferos e nenhuma espécie de Calophyllaceae
possui laticiferos (PRADO; DEMARCO, 2018; ALENCAR et al., 2020). Recentemente
foi evidenciado que os ductos secretores de Kielmeyera appariciana Saddi podem
produzir secre¢des distintas (COSTA et al., 2021). Costa et al., (2021) citam ductos
primarios que produzem resinas misturadas com substancias fendlicas e terpenos que
provavelmente protegem as plantas contra o ataque de herbivoros, e ductos com
crescimento secundario que produzem gomas ricas em polissacarideos que talvez estejam
envolvidas com a aquisicdo e distribuicdo de dgua em diferentes partes da planta. Essa
relacdo entre metabolismo da planta e origem dos ductos secretores sdo implicacfes
funcionais novas para Calophyllaceae, que merecem ser mais exploradas, bem como a
realizacdo de novos estudos anatdmicos e histoquimicos. Outras estruturas secretoras,
como coléteres, idioblastos e/ou tricomas podem ser encontradas em Calophyllaceae e
sdo responsaveis pela producéo de diversas substancias (METCALFE; CHALK. 1950;
STEVENS, 2001; CABRAL et al., 2021).

A familia Calophyllaceae é conhecida por apresentar espécies importantes do
ponto de vista etnobotanico e econémico, como o guanandi (Calophyllum brasiliense
Cambess.), que oferece madeira de boa qualidade (SOUZA; LORENZI, 2012) e o
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camagari (Caraipa densifolia Mart.), que é uma fonte rica de substancias bioativas com
potencial anti-inflamatorio, antioxidante e antitumorais e tém sido utilizadas no
tratamento de diversas doencgas, como dermatoses, esquistossomose, leishmaniose,
maldria, infeccdo por bactérias e fungos, entre outras (SILVEIRA et al., 2010; ZAILAN
et al., 2021). Algumas espécies, como o pau-santo (Kielmeyera coriacea Mart. e Zucc) e
0 pau-santo-rosa (Kielmeyera rubriflora Cambess.) fornecem cortica em funcdo da
abundante producdo de stber (MOREIRA et al., 2017), sdo meliferas (BRANDAO;
FERREIRA, 1991), ornamentais (SOUZA; LORENZI, 2012) e tém sido promissoras na
producdo de madeira, celulose, taninos, carvao e de substancias biologicamente ativas
(SOUZA, 1974; PINHEIRO et al., 2003; SOUZA; LORENZI, 2012).

1.5 Anacardiaceae R. Br: uma familia rica em substancias bioativas

Anacardiaceae é um representante importante de diferentes fitofisionomias da
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e do Pantanal (SILVA-LUZ et al.,
2020). Suas espécies apresentam distribuicdo pantropical com 82 géneros e 800 espécies
(PELL et al., 2011). No Brasil, ocorrem 64 espécies distribuidas em 15 géneros, sendo o0s
mais diversos Anacardium L. e Schinus L. (SOUZA; LORENZI, 2012; SILVA-LUZ et
al., 2020). Suas plantas sdo conhecidas pela producdo de frutos ou pseudofrutos
comestiveis, como o cajueiro (Anacardium occidentale L.) e o cajuacu (Anacardium
giganteum W. Hancock ex Engl.), cujo fruto produz a castanha- de- caju, mundialmente
conhecida e comercializada in natura (PAIVA et al., 2000; SOARES et al., 2013). Outras
frutas, como a manga (Mangifera indica L.), os cajas (Spondias spp.), 0 umbu (Spondias
tuberosa Arruda) e a seringuela (Spondias purpurea L.) (REIS et al., 2019;
PAODJUENAS et al., 2019). Pertencem, ainda, a Anacardiaceae, o pistache (Pistacia
vera L.) e diversas espécies que produzem madeira de boa qualidade, incluindo o goncalo-
alves (Astronium graveolens Jacq.), a aroeira (Astronium urundeuva (M. Alleméo) Engl.),
a aroeira-branca (Lithraea molleoides (Vell.) Engl.) e a braina (Schinopsis brasiliensis
Engl.) (QUEIROZ et al., 2002; AL-SAGHIR; PORTER, 2012; SOUZA; LORENZI,
2012). Algumas especies séo utilizadas na ornamentagao de ruas e pragas, Como a aroeira-

vermelha (Schinus terebinthifolia Raddi), o char@o (Rhus succedanea Vietna e Taiwan) e
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a aroeira-salsa (Schinus molle L.) (SOUZA; LORENZI, 2012; SAUERESSING, 2014).
O peito-de-pombo (Tapirira guianenses Aubl.) ocorre em quase todas as formacoes
florestais do Brasil e, ¢ comumente utilizada na recuperacao de areas degradas e de matas
ciliares (SANTANA et al., 2009; SOUZA; LORENZI, 2012).

Anacardiaceae, pertence a ordem Sapindales, é monofilética e inclui duas
subfamilias, Spondioideae e Anacardioideae (PELL et al., 2011). Esta familia é
constituida de plantas arboreas, arbustos e algumas lianas, que produzem e armazenam
resinas, goma, taninos a partir de estruturas especializadas denominadas de ductos
secretores ou canais (METCALFE; CHALK, 1950; SOUZA; LORENZI, 2012; TOLKE
et al., 2021). Além dos ductos secretores, a familia é rica em outras estruturas secretoras
que produzem uma diversidade de substancias como, os osmaforos, coléteres, nectarios
florais, extraflorais e tricomas (LACCHIA et al., 2016; TOLKE et al., 2018a, b; 2021).
As resinas produzidas pelos ductos, os odores dos osmoforos, as substancias
mucilaginosas dos coléteres e os agucares dos nectarios sao substancias documentadas
em Orgdos vegetativos e reprodutivos e de grande potencial para a taxonomia e sistematica
de Spondioideae e Anacardioideae (AGUILAR-ORTIGOZA; SOSA, 2004; LACCHIA;
CARMELLO-GUERREIRO, 2009; PELL et al., 2011; TOLKE et al., 2021).

InformagOes anatémicas, histoquimicas e ultraestruturais de ductos secretores em
Orgdos vegetativos e reprodutivos de Anacardiaceae ja foram relatados ha décadas
(VENNING, 1948; VENKAIAH, 1992; SAWIDIS et al., 2000; VASSILYEV, 2000;
MACHADO; CARMELLO-GUERREIRO, 2001; SANT’ ANNA-SANTOS et al., 2006;
LACCHIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2009). No entanto, recentemente foi publicado
um estudo com novas descobertas estruturais e histoquimicas (TOLKE et al., 2021).
Neste estudo, os autores relataram pela primeira vez, que dependendo da localizacéo e da
substancia sintetizada e armazenada, 0s ductos secretores podem ser classificados em:
ductos de resina sensu stricto, sintetizando apenas resinas de natureza terpénica; ductos
de resina sensu latu, sintetizando resinas terpénicas misturadas a outras substancias, como
polissacarideos e substancias fendlicas; e os ductos de goma que sdo estruturas
especializadas em sintetizar apenas substincias de natureza hidrofilica (TOLKE et al.,
2021).

A resina produzida pelos ductos de Anacardiaceae € uma mistura lipossoltvel de
terpenos volateis e ndo volateis e/ou substancias fendlicas, usadas pelas plantas como
defesa (LANGENHEIM, 2003). Tém sido utilizadas pelas plantas, com um importante

recurso floral e como matéria prima para construcéo de ninhos de abelhas da superfamilia
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Apoideae. Por vez, estas abelhas podem estar coletando alimento e, desta forma,
realizando a polinizacdo em outras espécies que dependem da polinizacdo cruzada
(ARMBRUSTER, 1984; LANGENHEIM, 2003). Além da funcdo estrutural, a resina
utilizada pelas abelhas, protege os ninhos contra invasores e da acdo antimicrobiana
(ARMBRUSTER, 1984).

Certas espécies de Anacardiaceae sdo conhecidas pelas reacoes alérgicas, as vezes
extremamente violentas, provocada pela acdo de substancias fendlicas e catéquicos ou
pela mistura de ambos, tendo importancia farmacéutica pelas propriedades toxicas e
alergénicas (CORREIA et al., 2006). Outras substancias importantes na familia s&o os
biflavonoides, substancias fenodlicas comumente encontradas na maioria das espécies
(AGUILAR-ORTIGOSA; SOSA, 2004) e sdo importantes na defesa da planta contra
fungos patogénicos, insetos e herbivoros (AGUILAR-ORTIGOSA; SOSA, 2004).
Muitos géneros tém uso medicinal como Anacardium, Schinus, Tapirira, Mangifera,
Rhus, Spondias, Lannea, Semecarpus, Pistacia, Lithraea e Melanorrhoea e por isso, tém
sido objeto de estudos em diferentes areas do conhecimento, incluindo a prospeccao de
produtos quimicos, farmacéuticos e investigacdes ecoldgicas (CORREIA et al., 2006;
SOUZA; LORENZI, 2012). Muitas espécies sdo ricas em flavonoides, terpenos,
esteroides, xantonas e derivados que podem ser utilizados para fins medicinais,
farmacoldgicos, industriais e com atividade antioxidante, antifingica, antibacteriana,
antiviral e cancerigena (CORREIA et al., 2006; ROYO et al., 2015; VASCONCELOS et
al., 2016; SILVA et al., 2017; VARELA-RODRIGUEZ et al., 2019).

Apesar de existir uma quantidade consideravel de estudos que relatam a
diversidade de substancias que compdem a secrecdo dos ductos secretores de
Anacardiaceae, sdo poucos os estudos que relacionam os metabdlitos da secrecdo com
aspectos anatbmicos e ultraestruturais do epitélio (MACHADO; CARMELLO-
GUERREIRO, 2001) e das células que circundam estas estruturas, bem como seu papel
funcional com o ambiente. Um atributo anatémico, peculiar e marcante dos
representantes de Anacardiaceae € a presenca de ductos secretores associados ao floema
priméario, secundario ou a medula (METCALFE; CHALK, 1950). Dependendo da
localizagdo, da quantidade, do padrdo de distribuicdo e da substancia sintetizada e
armazenada, estes ductos podem ser utilizados para esclarecer relagdes filogenéticas e
desvendar padrdes evolutivos de diversificacgo (MACHADO; CARMELLO
GUERREIRO, 2001; LACCHIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2009; TIPMONTIANE
et al., 2018; TOLKE et al., 2021). Com relagdo a formagdo do limen dos ductos, o
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processo mais frequente de formacdo dos espacos intercelulares é o lisigeno, o
esquizogeno e o esquizolisigeno (PAULA; ALVES, 1973; FAHN, 1979; CARMELLO-
GUERREIRO, 2001; LACCHIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar aspectos anatdmicos, histoquimicos e ultraestruturais de ductos
secretores e cavidades em folhas adultas de quatro espécies de Calophyllaceae,
Kielmeyera rubriflora Cambess, Kielmeyera coriacea Mart. e Zucc, Calophyllum
brasiliense Cambess e Caraipa densifolia Mart., e de ductos secretores em trés espécies
de Anacardiaceae, Anacardium occidentale L., Anacardium giganteum W. Hancock ex
Engl., e Tapirira obtusa (Benth.) J. D. Mitch. em duas savanas amazonicas, a fim de

interpretar e discutir aspectos funcionais, ecologicos e taxonémicos.

2.2 Objetivos especificos

(i) Caracterizar a anatomia dos ductos e das cavidades, o padrdo de distribuicdo, as
principais classes de metabdlitos da secrecdo e identificar atributos com valor diagnéstico

para as espécies estudadas;

(ii) Identificar os sitios de sintese de secre¢do e 0s mecanismos envolvidos na liberacédo

de secrecdo do protoplasto para o espaco periplasmatico da célula secretora;

(iii) Relacionar os atributos anatdmicos e histoquimicos dos ductos e das cavidades com
0 ambiente circundante a fim de identificar os filtros ambientais que mais contribuiram

para que as espécies estudadas investissem em defesa fisica e quimica.
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3 ATRIBUTOS ESTRUTURAIS E HISTOQUIMICOS DE DUCTOS
SECRETORES E CAVIDADES EM FOLHAS DE QUATRO ESPECIES DE
CALOPHYLLACEAE J. AGARDH EM SAVANAS AMAZONICAS

Resquicios histéricos de transgressdes de Cerrado dispersos e com distintas
extensdes em florestas tropicais Umidas da Amazoénia sdo denominados de savanas
amazonicas (CARVALHO; MUSTIN, 2017). As plantas desta fitofisionomia possuem
particularidades estruturais peculiares das savanas do Planalto Central do Brasil,
provavelmente determinadas pelas propriedades do solo, distancia geogréfica, influéncias
floristicas de comunidades adjacentes, recorrentes incéndios, altos indices de irradiancias
e secas sazonais (SIMIONI et al., 2017; 2020; DEVECCHI et al., 2020; PESSOA et al.,
2021).

Entender como atributos funcionais explicam a ocorréncia de plantas em
paisagens com tipos de vegetacdo distintas, como florestas e savanas co-ocorrendo lado
a lado entre os limites de transicdo Cerrado-Amazonia (MARACAHIPES et al., 2018;
PESSOA et al., 2019), bem como a ocorréncia de enclaves de Cerrado na Amazoénia é um
desafio para botanicos e ecélogos (CARVALHO; MUSTIN, 2017; DEVECCHI et al.,
2020). Estudos que investiguem a ocorréncia de estruturas secretoras sao ideais para
compreender mecanismos de aclimatacdo, adaptacdo e resisténcia das plantas em
diferentes ambientes (BEZERRA et al., 2020). No entanto, informacdes que expliqguem o
papel bioldgico e ecoldgico das estruturas secretoras como mecanismo de defesa das
plantas em funcdo do ambiente s&o insuficientes (MIGUEL et al., 2017; TRESMONDI
et al., 2017), principalmente, ductos e cavidades (BEZERRA et al., 2018). Em especial,
estudos estruturais que distinguem ductos de cavidades de forma precisa e que
investiguem sua ocorréncia, distribuicdo, os principais metabdlitos da secrecdo, sitios de
producdo e de armazenamento de substdncias que podem ser utilizadas para fins
medicinais, farmacologicos e industriais, permanecem pouco compreendidos.

Ductos e cavidades s@o estruturas secretoras internas constituidas por um lumen
delimitado por um epitélio secretor que é responsavel pela produgdo, acumulo e
externalizacdo da secre¢do (FAHN, 1979; PRADO; DEMARCO, 2018). Estas estruturas
produzem e acumulam substancias que podem desempenhar diferentes funcdes, entre
estas, a protecdo de estruturas e 6rgaos jovens e adultos, retencédo de 4gua, protecdo contra

fungos, insetos, herbivoros, alta irradiancia, além de permitirem a colonizacdo e o
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estabelecimento de espécies em diferentes ecossistemas (FAHN, 1979; SOUZA et al.,
2015; MACHADO et al., 2016; BEZERRA et al., 2020).

Atributos estruturais e quimicos destas estruturas tém sido estudados em especies
de diferentes grupos taxondémicos, como por exemplo, Myrtaceae (BEZERRA et al.,
2020), Anacardiaceae (TOLKE et al., 2021), Fabaceae (PALERMO et al., 2017),
Asteraceae (BEZERRA et al., 2018), Burseraceae (SOUZA et al., 2015), Clusiaceae
(ALENCAR et al., 2020), Rutaceae (MACHADO et al., 2016), Primulaceae (LUNA et
al., 2018) e Salicaceae (FERNANDES et al., 2018). No entanto, em Calophyllaceae ¢é
encontrado apenas estudos descritivos e histoquimicos que ndo levam em consideracao
aspectos ultraestruturais (CADDAH et al., 2012; DIAZ 2013). Neste sentido, este
trabalho fornece informacdes novas e interessantes sobre a distribuicdo, forma, tamanho,
estrutura, histoguimica e ultraestrutura de ductos secretores e cavidades em folhas adultas
de quatro espécies de Calophyllaceae. Essas espécies ocorrem em savanas amazonicas, e
este estudo visa associar as duas estruturas secretoras com as condi¢fes xéricas do
ambiente ao qual estdo inseridas. Essa associacdo € crucial para entender como as plantas
respondem ao clima local e pode representar, em cenarios futuros, uma poderosa
ferramenta para entender o papel bioldgico das estruturas secretoras no ambiente.

Calophyllaceae (Malpighiales) € uma familia neotropical e tem sido objeto de
estudos em diferentes areas, incluindo a prospeccao de produtos quimicos, farmacéuticos
(MELO et al., 2014) e investigacdes ecoldgicas (CADDAH et al., 2012). Esta familia
compreende 14 géneros e 460 espécies e é caracterizada por arbustos, arvores, ou
raramente lianas com exsudato creme, branco ou translicido (STEVENS, 2001). Suas
espécies sdo caracterizadas por estruturas secretoras geralmente representadas por ductos
e, menos frequentemente, por cavidades, idioblastos, laticiferos e/ou tricomas tectores e
glandulares (METCALFE; CHALK, 1950; STEVENS, 2001). No Brasil, esta familia
possui oito géneros e 81 espécies amplamente distribuidas no dominio Amazénico,
Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga, das quais 70% sdo endémicas, 13 raras e quatro
ameacadas de extin¢do (BITTRICH et al., 2015). Ao longo do tempo foi incluida em
Clusiaceae como subfamilia de Kielmeyeroideae, mas atualmente é uma familia
independente (APG 1V, 2016).

Levando em consideracao que as savanas amazonicas sao altamente ameacadas e
pouco conhecidas (CARVALHO; MUSTIN, 2017) e que ndo existem estudos pontuais
de estruturas secretoras em plantas destes ecossistemas, este estudo caracteriza a

anatomia, distribuicéo, os principais grupos de metabdlitos, e os mecanismo de producéo
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e externalizacdo da secrecdo de ductos e cavidades em folhas adultas de quatro espécies
de Calophyllaceae, a fim de interpretar e discutir aspectos ecoldgicos e taxonémicos. Para
isso, fundamentais perguntas nos nortearam: (i) Existem diferencas estruturais de ductos
e cavidades entre as especies de Calophyllaceae? (ii) Os metabolitos da secrecdo dessas
estruturas sdo semelhantes ou distintos? (iii) O padrédo de distribuicdo dos ductos e
cavidades € semelhante ou distinto? (iv) Os ductos e cavidades possuem atributos
anatdmicos que conferem valor diagnostico as espécies? (v) Como a secre¢édo é produzida
e externalizada? (vi) Qual a relacdo das estruturas secretoras com 0 ambiente em que as

espécies estdo inseridas?

3.1 Material e métodos

Area de estudo

O estudo foi conduzido em duas areas de savanas amazonicas situadas no extremo
norte do estado de Mato Grosso. A primeira estd situada na &rea de Preservacao
Permanente do reservatério da Usina Hidrelétrica Colider, entre os municipios de Nova
Canaa do Norte e Colider (10° 53°98.7”°S e 55° 46°68.7°W), as margens do Rio Teles
Pires (PESSOA et al., 2021). A vegetacao esta estabelecida entre fendas de afloramentos
rochosos de origem arenitica, em ilhas de solo raso e circundada por Florestas Ombrdfilas
Submontanas Densas e Abertas, em area de transicdo da Amaz6nia com o Cerrado
(PESSOA et al., 2021). A segunda comunidade estd situada na area de Preservacao
Permanente da Fazenda Hiroshima (10°21°57°’S e 56°49°07.8’*W), no municipio de Alta
Floresta (ZORTEA, 2018). A vegetacio esta estabelecida em solos profundos, e esta
circundada por florestas estacionais, caracterizando areas de tensdo ecoldgica (ZORTEA,
2018).

O clima de ambas as comunidades é do tipo equatorial quente e umido (Am),
segundo a classificacdo de Kdppen com temperaturas médias anuais extremas oscilando
entre 20 °C a 29 °C e média anual superior a 27 °C (ALVARES et al., 2013). As

precipitacbes anuais estdo entre 2.800 a 3.100 mm e apresentam sazonalidade bem
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definida, com a ocorréncia de um periodo chuvoso de setembro a maio e de estiagem
entre junho e agosto (ALVARES et al., 2013). Os solos s&o distroficos, alicos, acidos,
arenosos, com baixa disponibilidade de nutrientes (PESSOA et al., 2021). O relevo varia
de plano a suavemente ondulado, montanhoso a fortemente ondulado com altitudes que
variam de 350 a 437 m (ZORTEA, 2018; PESSOA et al., 2021).

Selecdo das espécies

Com base em levantamentos floristicos, foram selecionadas quatro espécies de
Calophyllaceae (ZORTEA, 2018; PESSOA et al., 2021). A vegetacdo das duas areas de
estudos ocorre em diferentes fitofisionomias e substratos (ver ZORTEA, 2018; PESSOA
et al., 2021). Amostras foliares de Kielmeyera rubriflora Cambess (Fig. 2a) foram
coletadas em uma savana amazonica sobre afloramentos rochosos volumosos e altos em
Nova Canda do Norte - MT (Fig. 2e-f). Na regido de transicdo Cerrado-Amaz6nia no
municipio de Alta Floresta - MT, as amostras de Caraipa densifolia Mart. (Fig. 2b) foram
coletadas em um cerrado tipico (Fig. 2g), Calophyllum brasiliense Cambess (Fig. 2¢c) em
um cerraddo (Fig. 2h), ambas em solos profundos e Kielmeyera coriacea Mart. (Fig. 2d)
em um cerrado rupestre (Fig. 2i), fitofisionomias denominadas por Zortéa (2018).

As espécies foram identificadas no campo e as amostras foram comparadas com
vouchers preexistentes no Herbario da Amazbnia Meridional (HERBAM), da
Universidade do Estado do Mato Grosso (UNEMAT), Campus de Alta Floresta - MT,
sob os numeros 9563 (Kielmeyera rubriflora), 19433 (Kielmeyera coriacea), 19584
(Caraipa densifolia) e 9356 (Calophyllum brasiliense). Estas espécies apresentam ampla
distribuicdo no dominio do Cerrado, podem ser encontradas em savanas amazoénicas e sdo
comumente conhecidas pela presenca de ductos e cavidades resiniferas que desempenham
um papel importante no mecanismo de defesa das plantas contra herbivoria, fungos e
bactérias (BITTRICH et al., 2015; CABRITA, 2019). Além disto, sdo importantes do
ponto de vista econdmico, por fornecer propriedades anti-flamatorias, antioxidantes,
antitumorais e no tratamento de doencas de pele, como o pau-santo-rosa (Kielmeyera
rubriflora), o pau-santo (Kielmeyera coriacea), o camagcari (Caraipa densifolia) e o
guanandi (Calophyllum brasiliense) que é utilizado na recuperacao de areas perturbadas

e oferece madeira de boa qualidade para a construcdo civil (SOUZA; LORENZI 2012;
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MELO et al., 2014; MORANDI et al., 2017; SILVA et al., 2020). Com relagéo ao estado
de conservacao das espeécies, até 0 momento ndo foram avaliadas (CNC FLORA, 2021).
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Figura 2 - Aspecto geral das folhas adultas de Kielmeyera rubriflora, Caraipa densifolia,
Calophyllum brasiliense e Kielmeyera coriacea em suas respectivas fitofisionomias de

ocorréncia.

Legenda: Aspecto geral das folhas adultas de Kielmeyera rubriflora (a), Caraipa densifolia (b),
Calophyllum brasiliense (c) e Kielmeyera coriacea (d). e-f - aspecto geral da savana amazdnica
de Nova Canad do Norte - MT. g - aspecto geral do cerrado tipico de Alta Floresta - MT, h -
cerraddo e i - cerrado rupestre.
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Coleta do material e preparo de amostras para microscopia optica

Cinco folhas adultas sem sinais de herbivoria foram coletadas aleatoriamente do
quarto/quinto né de cinco individuos de cada espécie (totalizando 100 folhas) no periodo
chuvoso entre janeiro e fevereiro, meses de alta pluviosidade amazénica mato-grossense.
Amostras do terco mediano das folhas foram fixadas em solucdo aquosa contendo
glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4% e tampdao Cacodilato de sédio 0,05M em pH 7,2, em
temperatura ambiente (KARNOVSKY, 1965 modificado por DA CUNHA et al., 2000).
Parte das amostras passou pelo processo de pos-fixacgdo, lavada no mesmo tampéo e pos-
fixada em tetroxido de Osmio 1% e tampdo Cacodilato de Sodio 0,05M pH 7,2. As
amostras foram desidratadas em uma série crescente de acetona, embebidas e emblocadas
em resina epoxi (Epon® Leica). Secles transversais semifinas (0.7 um) foram obtidas
usando um ultramicrétomo (Reichert Ultracuts Leica Instruments ®) e reveladas com azul
de Toluidina O 1% em tampé&o de Borax 1% (JOHANSEN, 1940). Laminas permanentes
foram montadas em Entellan® (Merck, EUA).

Outra parte das amostras fixadas foi desidratada em série alco6lica de 70% a 95%
(Etanol) e embutida em resina plastica (HistoResin, Leica, Alemanha) (GERRITS, 1991)
sem ser pos-fixada. Em seguida, seccOes transversais e longitudinais, com cerca de 4 um
de espessura, foram obtidas usando um micrétomo rotatério (SM 2235R, Leica,
Alemanha). Laminas permanentes foram montadas com Entellan® (Merck KGaA) e
reveladas com azul de Toluidina O 1% e de tampdo de Bérax 1% (JOHANSEN, 1940).
Além disso, as seccdes transversais e longitudinais a mao livre foram corados com azul
de Astra (revelando a celulose) e Fucsina basica (revelando a lignina) e laminas
semipermanentes foram montadas em glicerina 50% (JOHANSEN, 1940; KRAUS et al.,
1998). Para identificar os metabolitos da secrecdo, sec¢Ges a mao livre foram submetidas
aos testes histoquimicos expostos na Tabela 1. Seccdes a méo-livre, ndo expostas a
reagentes especificos, foram utilizadas como branco. Todos os testes histoquimicos foram
realizados mais de cinco vezes para confirmar a veracidade do teste. Todas as imagens
foram obtidas em microscopio optico de campo claro (Axioplan, ZEISS, Alemanha),
acoplado a um sistema de captura de imagens (Moticam Pro 282B, Hong Kong).
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Tabela 1 - Reagentes utilizados para identificar as principais classes de metabdlitos presentes

na secre¢do dos ductos e cavidades das quatro espécies de Calophyllaceae.

Reagentes Metabdlitos

Autores

Sudan IV Lipidios totais

Oleos essenciais e

Reagente de Nadi .
oleorresinas

Teste de Hoephner-Vorsatz Substancias fenolicas
Vermelho de Ruténio Mucilagem
Reagente de Schiff/Acido periddico . .
Polissacarideos neutros
- PAS
Azul Brilhante de Coomassie Proteinas

Reagente de Dragendorff Alcaloides

(PEARSE, 1980)
(DAVID; CARDE 1964)
(REEVE, 1951)
(JOHANSEN, 1940)
(O’BRIEN; MCCULLY, 1981)
(FISHER, 1968)

(SVENDSEN; VERPOORTE, 1983)
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Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar a micromorfologia das estruturas secretoras, fragmentos do terco
mediano da lamina foliar foram fixados em solu¢do aquosa de glutaraldeido 2,5%,
formaldeido 4% e tampéo Cacodilato de S6dio 0,05 M em pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965
modificado por DA CUNHA et al., 2000) e, em seguida, pos-fixados em 1% de tetroxido
de 6smio e 0,05 M de tampédo Cacodilato de Sodio por 2 h em temperatura ambiente.
Apos a fixagdo, as amostras foram submetidas a desidratacdo com acetona, seguida de
secagem em ponto critico de CO2 (CPD 030, Baltec). As amostras foram entdo fixadas
em suportes metalicos com fita de carbono e cobertas com camada de ouro de
aproximadamente 20 nm (SCD 050, Baltec, Suica). As imagens foram obtidas em
microscopio eletrénico de varredura ZEISS EVO 40 (Alemanha) com voltagem de 15
kV.

Microscopia eletronica de transmissao

As amostras foram fixadas, pés-fixadas e desidratadas para a analise
ultraestrutural das estruturas secretoras, conforme descrito anteriormente para
microscopia eletronica de varredura. A seguir, 0 material foi embebido e emblocado em
resina epoxi (Epon® Leica). Cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos com ultramicrétomo
(Reichert Ultracuts Leica Instruments®, Alemanha), os quais foram coletados em grades
de cobre (300 mesh) e contrastados com citrato de chumbo 5% e acetato de uranila 1% e
observados em microscépio eletrénico de transmissdo (JEOL 1400 Plus, USA) a uma
voltagem 80 kV.
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3.2 Resultados

Atributos estruturais, metabolitos e distribuicao de ductos e cavidades

Em secg¢des paradérmicas da nervura central e mesofilo, o formato do limen dos
ductos é alongado (Fig. 3a) e curto nas cavidades, com formato que varia entre eliptico
(Fig. 3b) e circular em todas as espeécies (Fig. 3c). Em seccdes transversais, o formato do
limen dos ductos e cavidades varia entre eliptico (Fig. 3h) e circular (Fig. 3i), revestidos
por uma camada de células epiteliais e uma bainha parenquimatica (Fig. 3d). As células
epiteliais apresentam paredes delgadas com formas, tamanhos e graus de turgidez
distintos (Fig. 3d-r). Dependendo do grau de turgidez, o formato das células epiteliais
varia entre colapsada (Fig. 3b, e, g, q), achatada (Fig. 3c), papiliforme (Fig. 3f, o, ),
retangular (Fig. 3p) e eliptica (Fig. 3n). As células da bainha apresentam paredes espessas,
tangencialmente alongadas com formas e tamanhos distintos, vactolos grandes ricos em
substancias fenolicas, com nucleo conspicuo em algumas células (Fig. 3b, d, j). Em todas
as espécies, foi observado uma quantidade reduzida de ductos e cavidades na fase
secretora (Fig. 3f, 0, p, r). Em contraposi¢do, na maioria das amostras, foi observada uma
quantidade maior de ductos e cavidades na fase pos-secretora com células epiteliais
colapsadas (Fig. 3b, e, g, ). A natureza da secre¢do produzida pelas duas estruturas
secretoras € lipofilica (Fig. 3k-m) e hidrofilica (Fig. 3n-0). Os metabdlitos produzidos
pelos ductos e cavidades sdo semelhantes entre Kielmeyera rubriflora, Calophyllum
brasiliense e Caraipa densifolia (ver Tab. 2). Kielmeyera coriacea € a Unica espécie em
que ndo foi observado oleorresina (Fig. 3m, Tab. 2). Os metabdlitos produzidos pelos
ductos e cavidades consistem em substancias fendlicas (Fig. 3b, j), lipidios (Fig. 3k),
6leos essenciais com oleorresinas (Fig. 3l), 6leos essenciais (observados apenas em
Kielmeyra coriacea, Fig. 3m), polissacarideos neutros (Fig. 3n), mucilagens (Fig. 30),
proteinas (Fig. 3p) e alcaloides (Fig. 3r). Nos ductos em que havia muita secre¢do

acumulada no lumen, a presenca de proteinas foi pouco observada (Fig. 3q).



46

Figura 3 - SeccBes paradérmicas (a-c) e transversais (d-r) de ductos e cavidades na
nervura central e mesofilo de Kielmeyera rubriflora (a, b, d, g, q), Kielmeyera coriacea

(h, j, m), Calophyllum brasiliense (i, k, 1) e Caraipa densifolia (c, e, f, n, o, p, r).
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Legenda: a - ocorréncia de ductos e cavidades no mesofilo. b - cavidade com epitélio colapsado, com
secrecdo (asterisco) e bainha fenolica no mesofilo. ¢ - cavidade com epitélio achatado (seta preta)
e ltmen circular no mesofilo. d - ducto no mesofilo com bainha fendlica e nucleo (circulo
tracejado). e - cavidade no mesofilo com epitélio colapsado e secrecdo (asterisco). f, g, h, i —
controle histoquimico. j - reagdo positiva para substancias fenolicas na nervura central (teste de
Hoephner-Vorsatz). k - reacdo positiva para substancias lipofilicas no mesofilo (Sudéo 1V). | -
reacdo positiva para 6leos essenciais e oleorresinas na nervura central (reagente NADI). m -
reacdo positiva para 6leos essenciais na nervura central (reagente NADI). n - reacdo positiva para
polissacarideos neutros na nervura central (Reagente de Schiff/ Acido Periédico - PAS). o -
reacdo positiva para mucilagens na nervura central (Vermelho de Ruténio). p - reagdo positiva
para proteinas na nervura central (Azul Brilhante de Coomassie). q - reacdo negativa para
proteinas na secre¢do armazenada no limen do ducto na nervura central (Azul Brilhante de
Coomassie). r - reagdo positiva para alcaloides na nervura central (reagente de Dragendorff).
Abreviaturas: Id - ldmen do ducto, Ic - limen da cavidade, ep - epitélio, ba - bainha
parenquimatica, vf - vactolo fendlico.
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Tabela 2 - Resultados dos testes histoquimicos realizados em ductos secretores e cavidades em folhas de quatro espécies de Calophyllaceae.

- Espécies
R nt Metabolit r Estrutur - - — ——
eagentes etabolitos Cores struturas K. rubriflora K. coriacea C. brasiliense C. densifolia
A . ( + + + +
Teste de Hoephner- Substancias laranja-marrom, E;iT:I?O N N + N
Vorsatz fenolicas marrom ou escuro Bainha parenquimtica + N + N
Lamen + + + +
Sudan IV Lipidios ve\r/ri:arlr;ﬁ)lplgr(;lrjra Epitélio + + + +
| Bainha parenquimatica + + + +
) Ldmen + - + +
Reagente de NADI Oleos essencials Violeta para roxo Epitélio + - + +
e oleorresinas
Bainha parenquimatica + - + +
Ldmen - + - -
Reagente de NADI Oleos essenciais Azul Epitélio - + - -
Bainha parenquimatica - + - -
Ldmen + + + +
Vermelho de Ruténio Mucilagem Magenta ou vermelho  Epitélio + + + +
Bainha parenquimética + + + +
Lamen + + + +
Reagente de Schiff/Acido  Polissacarideos -
S + + + +
periddico - PAS neutros Magenta Epitelio
Bainha parenquimética + + + +
Lamen + + + +
Azul Bnlhan}e de Proteinas Azul Epitélio + + + +
Coomassie
Bainha parenquimatica + + + +
Laranja, marrom, Lamen - - T n
Reagente de Dragendorff Alcaloides dourado ou marrom-  Epitélio + + + +
avermelhado Bainha parenquimética + + + +
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Na nervura central, os ductos ocorrem com exclusividade, ocupando posi¢éo
subepidérmica, cortical e central (Fig. 4a-d). O tamanho e a quantidade de ductos variam
em funcéo da posi¢do em que ocupam no parénquima cortical (Fig. 4e) e central (Fig. 4f).
Quando ocorrem no colénquima, séo pequenos e abundantes em Kielmeyera rubriflora e
Kielmeyera coriacea (Fig. 4g) e pequenos e raros em Calophyllum brasiliense (Fig. 4h)
e Caraipa densifolia (Fig. 4i). No parénquima cortical, os ductos sdo grandes e
abundantes em Kielmeyera rubriflora e Kielmeyera coriacea (Fig. 4e), e raros e de
tamanhos variados em Calophyllum brasiliense e Caraipa densifolia (Fig. 4i). Em todas
as espécies, os ductos estdo distribuidos no parénquima cortical préximo ao floema
primario (Fig. 4e). No parénquima central, sdo pequenos em Kielmeyera rubriflora,
Calophyllum brasiliense e Caraipa densifolia (Fig. 4a, b, c) e variam em tamanho em
Kielmeyera coriacea (Fig. 4d). Os ductos sdo encontrados solitarios no parénquima
central de Kielmeyera rubriflora, Calophyllum brasiliense e Caraipa densifolia (Fig. 4a,
b, ¢), ou em grupos de dois a cinco em Kielmeyera coriacea (Fig. 4d).

No mesofilo, ductos e cavidades ocorrem de forma conjunta ou exclusiva (Fig. 3a,
4j, ver detalhes na Tab. 3). Ductos e cavidades ocorrem em Kielmeyera rubriflora e
Kielmeyera coriacea, sendo as cavidades observadas com menos frequéncia (Fig. 3a).
Apenas ductos ocorrem em Calophyllum brasiliense (Fig. 4j), enquanto em Caraipa
densifolia ocorrem apenas cavidades (Fig. 3c). No mesofilo, o padrao de distribuicdo dos
ductos e das cavidades varia: (i) em Kielmeyera coriacea, os ductos estao distribuidos no
parénquima palicadico (Fig. 4k); (ii) em Kielmeyera rubriflora e Kielmeyera coriacea,
os ductos estdo distribuidos no parénquima esponjoso (Fig. 41), solitarios na bainha
parenquimatosa dos feixes de menor calibre na superficie abaxial (Fig. 4m) ou em dupla
nos feixes de maior calibre, um na superficie adaxial e o outro na superficie abaxial (Fig.
4n); (iii) independente do tipo de estrutura secretora que ocorre entre as espécies, 0S
ductos e cavidades estdo distribuidos de forma semelhante entre o parénquima pali¢adico
e esponjoso (Fig. 40, ver detalhes na Tab. 3).
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Figura 4 - SecgBes transversais (a-i, k-0) e paradérmicas (j) do padréo de distribuigdo de
ductos na nervura central e mesofilo de Kielmeyera rubriflora (a, e, f, g, m, n),
Calophyllum brasiliense (b, h, j), Caraipa densifolia (c, i, 0) e Kielmeyera coriacea (d,
K, I).
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Legenda: a-c - aspecto geral da nervura central com ductos ocupando posi¢do subepidérmica, cortical e
central (asteriscos vermelhos). d - clusters de ductos no parénquima central da nervura. e - ducto
grande no parénquima cortical proximo ao floema. f - ducto pequeno no parénquima cortical
préximo ao floema. g - ductos grandes na regido cortical e pequeno ocupando posicao
subepidérmica (asterisco vermelho) na nervura central. h — ductos pequenos no colénquima da
nervura central. i — ductos pequenos no parénquima cortical da nervura. j - ducto no mesofilo
com depésitos de substancias fenolicas na bainha (circulo branco tracejado). k — ducto no
parénquima paligadico. | — ducto no parénquima esponjoso. m — ducto no feixe de menor calibre.
n — ductos em pares no feixe de maior calibre. o — cavidade entre o parénquima palicadico e
esponjoso. Abreviacgdes: pc — parénquima central, Id - [limen do ducto, ep - epitélio, ba — bainha
parenquimatica, fl — floema, rc — regido cortical, cl — colénquima, x- xilema, pp — parénquima
palicadico, ps — parénquima esponjoso, Ic - limen da cavidade.



Tabela 3 - Distribuicdo dos ductos e cavidades

Calophyllaceae.
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em folhas de quatro espécies de

Espécies
Estruturas  Tecidos K K C C
rubriflora coriacea  brasiliense  densifolia
Colénquima DT DT DT DT
Nervura Parénquima cortical DT DT DT DT
central
Parénquima central DT DT DT DT
Parénquima palicadico - DT - -
Parénquima esponjoso DT DT - -
Entrep palicadico e DT: CV DT: CV DT cv
) €sponjoso
Mesofilo Perto dos feixes vasculares DT; CV DT; CV DT Ccv
Sqlltarlos na bainha dos DT DT i i
feixes
Er_n pares na bainha dos DT DT i i
feixes

Legenda: (-) ausente; DT = ducto secretor; CV = cavidade secretora.
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Sitios de producéo e liberacéo de secrecdo nos ductos da nervura central

Na fase adulta, as células epiteliais dos ductos de Calophyllum brasiliense,
Kielmeyera coriacea e Caraipa densifolia atuam como sitios de producdo de secrecdo
(Fig. 5a-c). O acimulo de material fibrilar ou pequenos granulos de material osmofilico
na membrana plasmatica, parede celular e no limen indica secrecdo écrina (Fig. 5e-f).
Em Kielmeyera rubriflora, foi observado ductos inativos (Fig. 59). As células epiteliais
de Calophyllum brasiliense, Kielmeyera coriacea e Caraipa densifolia possuem paredes
finas (Fig. 5a, h), uma membrana plasmatica sinuosa (Fig. 5e), um alto grau de
vacuolizacdo (Fig. 5a, h), citoplasma com baixa densidade e poucas organelas distribuidas
em por¢des minimas (Fig. 5i), nucleo com nucléolos em poucas células epiteliais (Fig.
5h-i), poucas mitocondrias (Fig. 5i), ribossomos (Fig. 5i), gotas de dleo (Fig. 5a, b, h, i),
material osmiofilico (Fig. 5a), vesiculas que se desprendem da parede celular em direcao
ao lumen (Fig. 53, ¢, d, €) e 0 acimulo de material fibrilar na parede celular e no limen
(Fig. 5e). Dictiossomos foram observados apenas nas células epiteliais e na bainha
parenquimatosa de Kielmeyera coriacea (Fig. 5i). Em Calophyllum brasiliense e
Kielmeyera coriacea foram observadas gotas de 6leo associadas a plastidios (Fig. 5j),
mitocondrias proximas a plastidios (Fig. 5k) e reticulo endoplasmatico rugoso préximo a
mitocondrias e plastidios (Fig. 51). Os plastideos sdo elipticos; com a presenca de grana
(Fig. 5j-1). Em Calophyllum brasiliense, Kielmeyera coriacea e Caraipa densifolia, a
bainha parenquimaética dos ductos atua como reservatérios de substancias fenolicas (Fig.
5a,d, h, j, k, I).
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Figura 5 - Ultraestrutura (a, b, d-1) e microscopia electronica de varredura (c) de ductos
na nervura central de Calophyllum brasiliense (a, b, d, e, k, 1), Kielmeyera coriacea (c, f,

h, i, J) e Kielmeyera rubriflora (g).

-

Legenda: a — ducto constituido de um limen delimitado por uma camada de células epiteliais e bainha. b —
célula epitelial com gotas de 6leo. ¢ — célula epitelial com numerosas vesiculas (circulo branco).
d — vesiculas se soltando em direcdo ao limen. e -vesiculas em dire¢cdo ao limen, aderidas a
membrana sinuosa e material fibrilar na parede celular e no limen. f — externalizagdo da secrecao
pela parede celular. g — ducto inativo. h — célula epitelial com citoplasma periférico e alto grau
de vacuolizagdo. i — célula epitelial com poucas organelas. j — plastidio externalizando gotas de
6leo na bainha. k - plastidio com gotas de dleo e mitocdndrias na bainha. | - plastidio com gotas
de 6leo e reticulo endoplasmatico rugoso na bainha. Abreviag6es: Id - [limen do ducto, pc- parede
celular, go — gotas de 6leo, ep - epitélio, seta branca com preto — material osmiofilico. circulo
tracejado - vesiculas. asterisco branco — depositos de substancias fendlicas nas células da bainha.
vs - vesiculas, mp — membrana plasmatica, seta preta - granulos de material osmiofilico na parede
desorganizada. s - secrecéo, v - vactolo, nu — nucleo, di - dictiossomo, mi - mitocéndria, seta
preta com branco - ribossomos, pt - plastidio, re — reticulo endoplasmatico rugoso.
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3.3 Discussao

O formato alongado do Iumen dos ductos e curto das cavidades € um atributo
estrutural importante que distingue uma estrutura secretora da outra. Vale estabelecer essa
diferenca porque a presenca e o padréo de distribuicdo destas estruturas conferem valor
taxondmico as espécies em diferentes familias botéanicas (CASTRO et al., 1997; BOMBO
et al., 2012; FERNANDES et al., 2018; LUNA et al., 2018). Ductos e cavidades
constituidos de uma camada de células epiteliais € um atributo comumente encontrado
em folhas de Calophyllaceae (CADDAH et al., 2012), Asteraceae (BEZERRA et al.,
2018), Myrtaceae (BEZERRA et al., 2020) e Salicaceae (FERNANDES et al., 2018). No
entanto, esta configuracdo nao é padrdo de todas as familias botanicas e dependendo de
sua localizacdo podem variar entre os orgaos das plantas. Neste sentido, sdo relatados
epitélios de ductos e cavidades com uma ou mais camadas desta estrutura em
Anacardiaceae (REIS et al., 2014) e Burseraceae (SOUZA et al., 2015).

Células epiteliais de paredes delgadas, com formas, tamanhos e grau de turgidez
diferenciado neste estudo podem estar relacionadas com a capacidade destas células de
produzir, armazenar e externalizar secrecdo em diferentes estagios do processo secretor
(RODRIGUES; MACHADO, 2012). O grau de turgidez diferenciado das células
epiteliais podem ser um indicativo de que o0s vacuolos estejam funcionando
majoritariamente como reservatorios de secrecdo antes que a secrecdo seja externalizada
para o limen (BARTOLI et al., 2011). Nossos achados mostram, que 0s ductos e as
cavidades foram amostrados em diferentes estagios do seu processo secretor. Portanto,
células epiteliais “(targidas)” densas como ilustrado nos ductos de Caraipa densifolia,
mas raramente vistas nas demais espécies indicam ductos e cavidades na fase secretora,
enguanto vacuoladas, células colapsadas ou menos turgidas como ilustrado na maioria
das espécies, por exemplo, Kielmeyera rubriflora indicam células no estagio pés-secretor.

A presenca de uma bainha parenquimatica circundando as células epiteliais dos
ductos e das cavidades desempenham um papel importante na manutencdo e substituicéo
de células ndo funcionais do epitélio, devido ao potencial meristematico destas células
(RODRIGUES etal., 2011a, b; LEITE et al., 2014; PALERMO et al., 2018). E importante
ressaltar que observamos nos testes histoquimicos a presenca de ductos e cavidades com
células epiteliais colapsadas e revestidas por uma bainha parenquimatica potencialmente

ativa e rica em secrecdo. Neste sentido, nossos resultados sugerem que a bainha
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parenquimatica seja um atributo estrutural importante que garante a continua atividade
secretora dos ductos e cavidades durante a fase adulta das folhas aqui estudadas.

A ocorréncia de ductos e cavidades como atributos estruturais de folhas em plantas
do Cerrado fornece um importante mecanismo de protecdo, adaptacéo e resisténcia as
condicBes xéricas (BIERAS; SAJO, 2009), protecdo contra a acdo de herbivoros,
microrganismos patogénicos e outras pragas (BIERAS; SAJO, 2009). FRANCO;
ALBIERO 2018; HARATYM et al., 2020) e retencdo hidrica (GALLOWAY et al.,
2020). Até o0 momento ndo existem estudos que facam essa associacdo em plantas de
savanas amazonicas. Assim, assumimos que a ocorréncia de ductos e cavidades nas
espécies estudadas € um mecanismo de adaptacdo, uma vez que a histdria evolutiva dessas
areas é marcada por condicdes climaticas que, no passado, eram mais secas e mais
favoraveis a vegetacdo do Cerrado (AB' SABER, 2003) e que atualmente sofrem ciclos
mais intensos de escassez de dgua (ver SULLIVAN et al., 2020; MARIMON et al., 2020).
Além disso, outros fatores (por exemplo, eventos biogeograficos, filogenéticos, lesbes
externas, exposicdo a patdgenos, ataque de insetos e temperaturas extremas) poderiam
explicar a existéncia de ductos e cavidades em diferentes grupos de plantas, além daqueles
que ja sao formados de forma constitutiva (FAHN, 1979; LANGE, 2015).

Os metabdlitos da secrecdo dos ductos e cavidades sdo semelhantes entre as
espécies estudadas; entretanto, a presenca de 6leos essenciais sem oleorresinas diferencia
Kielmeyera coriacea das demais espécies e pode indicar seu valor diagndstico
(STOJANOVIC et al., 2015). Outra possivel explicacdo para a auséncia de oleorresina
em Kielmeyera coriacea pode ser resultado da variacdo sazonal da secre¢éo, conforme
relatado por Costa et al. (2020a) em Myrcia splendes (Sw.) DC. (Myrtaceae) ou uma
resposta especifica de Kielmeyera coriacea a diferentes condicGes da fitofisionomia a
qual esta inserida (WINK, 2003). No entanto, as espécies produzem secrecdo de natureza
mista (hidrofilica e lipofilica), atributos que merecem destaque e que provavelmente
podem estar relacionados com as condigdes ambientais da savana amazonica. De fato, as
savanas amazonicas sao fitofisionomias abertas, Umidas, isoladas das formagdes
savanicas do Cerrado central do Brasil, com solos altamente arenosos, pobres em
nutrientes, altos indices de irradidncias e secas sazonais (PESSOA et al., 2021;
FERREIRA et al., 2015; SIMIONI et al., 2017; 2020). Além disso, essas condi¢des sao
ideais para a proliferacdo de microrganismos.

Os principais grupos de metabdlitos produzidos pelas estruturas secretoras de

plantas que ocorrem nas savanas amazoOnicas e 0s papéis ecologicos ainda sao
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desconhecidos. Nossos resultados sugerem que a associa¢ao dos metabolitos produzidos
pelos ductos e cavidades apresentados pelas espécies estudadas cria condicfes locais
favoraveis para garantir a sobrevivéncia da espécie em condicGes xéricas das savanas
amazonicas, sendo um grande avanc¢o entender como ocorre a producdo de metabolitos
protetores. Substancias fendlicas, lipidios, 6leos essenciais, oleorresinas, mucilagens,
polissacarideos neutros, proteinas e alcaloides sdo metabolitos relacionados a defesa das
plantas contra herbivoros e/ou patogenos (FAHN, 1979; LANGENHEIM, 2003,
MUMM; HILKER, 2006; LEITE et. al., 2019).

Segundo Tuner (1986), 6leos essenciais e substancias fenolicas afastam insetos
mastigadores e infectam patdgenos microbianos. Secrecdes resiniferas sdo conhecidas por
ter efeitos prejudicais diretos sobre herbivoros quanto indiretos, atraindo seus predadores
naturais (MUMM; HILKER, 2006). Nas estruturas secretoras endogenas, a secrecao
resinifera atigem o ambiente externo apds danos mecanicos (PHILLIPS; CROTEAU,
1999). Apds a exposicdo atmosférica, a secrecdo resinifera se polimeriza oxidativamente
para formar uma barreira que sela lesdes, evitando a entrada de patégenos. Muitas vezes,
este tipo de secrecdo pode até prender insetos invasores e patdgenos microbianos
(PHILLIPS; CROTEAU, 1999; LANGENHEIM, 2003). Os terpendides (lipideos) sdo os
principais componentes da oleoresina contida nos ductos e cavidades de resina
(LANGENHEIM, 2003; BEZERRA et al., 2018). Estas substancias sao tdxicas para uma
variedade de microorgansimos devido a sua alta capacidade de interagir com membranas
celulares, o que pode levar ao vazamento celular descontrolado, resultando na morte
celular e uma maior resisténcia a herbivoria (WINK; SCHIMMER, 1999; MUMM;
HILKER, 2006; SEKI et al., 2019).

As mucilagens atuam nos mecanismos de retencéo de dgua no protoplasma celular
que previnem a dessecacdo das folhas e garantem a manutencdo dos processos vitais
(SAWIDIS, 1998; GALLOWAY et al., 2019). Costa et al. (2020) ao correlacionar 0s
principais grupos de metabdlitos encontrados na secregdo de coléteres em Myrcia
splendens (Sw.) DC. (Myrtaceae) com a variacdo sazonal, constatou a presenca de
mucilagem e de polissacarideos neutros na estagdo de estiagem, enquanto na estagdo
chuvosa os coléteres ndo secretavam mucilagem e polissacarideos neutros. Assim,
associamos que a sintese deste metabolito pelas células secretoras dos ductos e das
cavidades pode estar relacionada com a necessidade de suprir a falta de agua, visto que
as espécies destas fitofisionomias passam por longos periodos de estiagem e estdo

submetidas a solos arenosos com baixa capacidade de retencdo de agua (observagéo
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pessoal dos autores). A presenca de proteina na secrecao pode estar relacionada a defesa
contra fungos (MIGUEL et al., 2006) e ao ataque de patégenos (KLEIN et al., 2004). A
presenca de alcaloides na secrecao também confere as plantas protecdo contra herbivoria,
pois sdo substancias pouco palataveis (FRANCO; ALBIERO, 2018).

A principal diferenca no padrdo de distribuicdo é a ocorréncia exclusiva de ductos
na nervura central, enquanto no mesofilo, ductos e cavidades podem ocorrer de forma
conjunta ou exclusiva. A exclusividade de ductos na nervura central das espécies, a
ocorréncia de ductos e cavidades no mesofilo de Kielmeyera rubriflora e Kielmeyera
coriacea, de ductos apenas em Calophyllum brasiliense e cavidades apenas no mesofilo
de Caraipa densifolia conferem valor diagndstico para as espécies. Estas informacdes
corroboram com outros estudos com espécies de Asteraceae do Cerrado (CASTRO et al.,
1997; HARATYM et al., 2020) e Fabaceae (PALERMO et al., 2017) que relatam valor
diagnostico para o tipo e ocorréncia dessas estruturas.

A notavel abundancia de ductos na nervura central de Kielmeyera rubriflora e
Kielmeyera coriacea em relacdo a Calophyllum brasiliense e Caraipa densifolia é outro
atributo distintivo entre as espécies. Resultado semelhante foi obtido por Bombo et al.
(2012) ao distinguir Aldama filifolia (Sch.Bip. ex Baker) E.E.Schill. & Panero
(Asteraceae) de Aldama trichophylla (Dusén) Magenta (Asteraceae) utilizando como
atributo diagnostico a quantidade de ductos na nervura central. Além da quantidade, do
ponto de vista ecoldgico, o tamanho dos ductos na nervura central de Kielmeyera
rubriflora e Kielmeyera coriacea pode indicar uma maior producdo de substancias
biologicamente ativas, conforme sugerido por Palermo et al., (2017) ao detectar muitos
ductos e cavidades no cortex do caule de Taralea oppositifolia. Consequentemente,
presumimos que a quantidade e o tamanho dos ductos de Kielmeyera rubriflora e
Kielmeyera coriacea devem favorecer para estas duas espécies tipicas do Cerrado,
condigOes para permanecerem colonizando e se desenvolvendo em enclaves de Cerrado
na Amazonia.

A distribuicdo dos ductos préximos ao sistema vascular da nervura central, mas
especificamente ao floema, associados a bainha parenquimatosa dos feixes vasculares no
mesofilo ou proximos, séo atributos importantes e podem ser estratégias para facilitar a
chegada de percussores da secrecdo aos sitios de producédo de secre¢do. No entanto, séo
poucos os estudos que investigam a relacdo de ductos e cavidades com o sistema vascular
das plantas. Por exemplo, no estudo conduzido por Bezerra et al., (2018) em Verbesina

macrophylla (Cass.) F. S. Blake (Asteraceae) foi identificado um tecido composto de
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células de transferéncia na regido do floema, cuja paredes celulares possuem invaginagoes
que aumentam a eficiéncia de trocas de substancias que podem ficar armazenadas em
vacuolos ou transferida para a células epiteliais do ducto. Em Grindelia pulchella Dunal
(Asteraceae), a secrecdo e produzida nas células de transferéncia e transferida para as
células epiteliais do ducto, onde sdo acumuladas em vactolos (BARTOLI et al., 2011).
Este tipo de tecido ndo foi observado nas espécies estudadas.

As analises histoquimicas e de microscopia eletronica de transmissao mostram
que o epitélio e a bainha parenquimatica dos ductos e cavidades atuam como sitios de
producdo de secrecdo hidrofilica e lipofilica. Estudos anteriores j& haviam relatado que o
epitélio e a bainha parenquimatica atuam como sitios de producdo de secrecdo
(RODRIGUES et al. 2011a, b; LEITE et al., 2014; PALERMO et al., 2018). A
ultraestrutura das células epiteliais mostra que a secrecdo é externalizada para o lUmen
pelo mecanismo écrino, corroborando com Leite et al. (2019). A presenca de numerosas
vesiculas evidenciando o caminho da secre¢do em direcdo ao lumen, fusdo de vesiculas e
0 acumulo de secrecdo no espaco periplasmatico das células epiteliais € um forte indicio
de um processo secretor granulocrino (FRANCO; ALBIERO, 2018; ALMEIDA; PAIVA,
2019).

Células epiteliais com paredes finas, desorganizadas e com acimulo de material
fibrilar, membrana plasmatica sinuosa, auto grau de vacuolizacao, citoplasma periférico
com baixa densidade e com pouco material osmiofilico, poucas organelas distribuidas em
porcBes bem limitadas, poucas mitocondrias e numerosas vesiculas aderidas a membrana
sdo evidéncias que as células secretoras ndo apresentam um processo secretor intenso,
como geralmente visto em células epiteliais secretoras de ductos e cavidades registradas
na literatura (FRANCO; ALBIERO, 2018; PALERMO et al., 2018; LEITE et al., 2019;
HARATYM et al., 2020). No entanto, nossos achados corroboram com Peng et al. (2012)
e Turner e Lange (2015) ao descrever caracteristicas ultraestruturais de cavidades na fase
adulta e em parte com os resultados obtidos por Lacchia e Carmello Guerreiro (2009), ao
caracterizar células epiteliais de ductos secretores de Anacardiaceae em estagio
senescente.

Nos ductos de Centaurea cyanus L., (Asteraceae), as células epiteliais em estagio
pos-secretor apresentavam citoplasma periférico, grande vacuolo central, protoplasto
celular amplamente degradado e numerosas vesiculas com diferentes graus de
osmofilicidade na parede celular. As vesiculas transportavam varias substancias no

citoplasma e se fundiam com a membrana via endocitose (HARATYM et al., 2020). Estas
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caracteristicas ultraestruturais corroboram com nossos resultados e indicam que os ductos
analisados neste estudo estavam em senescéncia, ou seja, no estagio pos-secretor.

A presenca de poucas mitocéndrias é outro indicativo de que os ductos estavam
no estagio poés-secretor, visto que € comum encontrar uma grande quantidade de
mitocOndrias em células secretoras com intensa atividade celular (FRANCO; ALBIERO,
2018; LEITE et al., 2019). Gotas de 6leo observadas dispersas no citoplasma das células
epiteliais e proxima a membrana plasmaatica, sugere a fusdo dessas gotas com a
membrana e posteriormente a externalizacdo de seu conteudo para o limen do ducto,
semelhante aos processos observados nas cavidades secretoras que sintetizam resinas
(PAIVA; MACHADO, 2006). A presenca de reticulo endoplasmatico associado aos
plastidios em células secretoras de resina pode estar relacionada com a funcdo de
transportar precursores da resina para o exterior da célula, além de seu papel na sintese
de substancias (BENAYOUN; FAHN, 1979). E provavel que a presenca do reticulo
endoplasmatico rugoso, proximo aos plastidios, das células da bainha estejam exercendo
estas funcbes e envolvidos na sintese de terpendides, visto que estas organelas sdo
conhecidas por produzirem estas substancias (LICHTENTHALER et al., 1997). Essas
caracteristicas ultraestruturais sugerem sintese de polissacarideos e proteinas, como
evidenciadas nos testes histoquimicos (ALMEIDA; PAIVA, 2019). A presenca de
nacleos com nucléolos e ribossomos proeminentes em células secretoras € uma
caracteristica importante em células que demandam alta sintese proteica, uma vez que 0
nucléolo é o principal sitio de transcricdo e processamento de RNA e montagem de
estruturas percussivas de ribossomos (STAEHELIN, 2015).
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3.4 Concluséao

O sistema secretor das espécies estudadas é constituido de ductos e cavidades. A
natureza quimica da secrecdo é semelhante (mista), composta por substancias lipofilicas
e hidrofilicas. Kielmeyera coreacea é a Unica espécie com apenas 6leos essenciais em sua
secrecdo. Em outras espécies, detectamos 6leos essenciais como a oleorresina. O padréo
de distribuicdo dos ductos é semelhante na nervura central. No mesofilo, o padrdo de
distribuicdo dos ductos e cavidades € semelhante quando estdo entre o parénquima
paligadico e esponjoso e proximos aos feixes vasculares e este padrédo é distinto quando
os ductos ocorrem no parénquima pali¢cadico, esponjoso, solitarios nos feixes ou em
pares. A ocorréncia, abundancia, tamanho, presenca de 6leos essenciais sem oleorresinas
e 0 padrdo de distribuicdo das duas estruturas secretoras sdo atributos de valor diagnostico
para as espécies estudadas. As analises histoquimicas e ultraestruturais revelaram que o
epitélio e a bainha parenquimatica séo sitios de sintese de secre¢do. Na ultraestrutura, as
células epiteliais dos ductos apresentaram pouca ou nenhuma atividade celular, como
observado em Kielmeyera rubriflora. A secre¢do provavelmente é sintetizada pelo
reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos e dictiossomos e liberada do protoplasto para
0 espaco periplasmatico pelo processo granulécrino e écrino. A presenca de substancias
fenolicas, lipidios, 6leos essenciais, oleorresinas, mucilagens, polissacarideos neutros,
proteinas e alcaloides na secrecdo das estruturas secretoras estudadas revelam uma
capacidade de adaptacdo, resisténcia e protecdo das espécies as condi¢cdes adversas do
ambiente, em particular, a acdo de herbivoros, patdgenos, lesdes e retencdo de agua. Este
estudo fornece informacdes inéditas sobre a biologia da secrecdo de ductos e cavidades
em plantas de savanas amazonicas. Em perspectivas futuras, esperamos gque Nnossos
resultados despertem o interesse de outros pesquisadores para a realizacdo de novos

estudos com estruturas secretoras nestas fitofisionomias pouco estudadas na Amazonia.
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4. DUCTOS SECRETORES EM FOLHAS DE TRES ESPECIES DE
ANACARDIACEAE R. BR. E AS INTERACOES PLANTA-AMBIENTE EM
SAVANAS AMAZONICAS

Atributos estruturais e funcionais de plantas tém sido estudados em enclaves de
Cerrado inseridos em florestas tropicais Umidas da Amazonia (SIMIONI et al., 2017;
2020; ARIANO et al., 2022). Estes enclaves sdo regionalmente conhecidos como
“savanas amazonicas” (DEVECCHI et al, 2020). Suas plantas apresentam
particularidades estruturais distintas das savanas do Planalto Central do Brasil (Cerrado)
moldadas pelos niveis de precipitacdo, propriedades do solo, grau de exposi¢do das
plantas a radiacdo solar e a sazonalidade local (SIMIONI et al., 2017; 2020; ARIANO et
al., 2022; PESSOA et al., 2021). Nestas condi¢Ges ambientais, as plantas desenvolvem
uma série de mecanismos de defesa para se protegerem, dentre esses, a presenca
constitutiva de ductos secretores em diferentes partes da planta (PRADO; DEMARCO,
2018).

Ductos secretores sdo estruturas internas que consistem de um epitélio que
sintetiza, acumula e transporta uma diversidade de substancias para um espaco
intercelular alongado denominado de lumen (FAHN, 1979). Estes ductos ocorrem em
mais de 50 familias botanicas, sendo a maioria constituida de ductos resiniferos e algumas
por ductos mucilaginosos (COSTA et al., 2021; PRADO; DEMARCO, 2018). Estas
estruturas representam um importante mecanismo de defesa das plantas frente aos filtros
ambientais e sdo comumente encontradas em Anacardiaceae, Asteraceae, Burseraceae,
Calophyllaceae, Clusiaceae, Salicaceae, Fabaceae e Malvaceae (SOUZA et al., 2015;
FERNANDES et al., 2018; BEZERRA et al., 2018; PRADO; DEMARCO, 2018;
ALENCAR et al., 2020).

Em Anacardiaceae, 0s ductos ocorrem principalmente associados ao floema ou na
medula e dependendo de sua localizacéo, do padréo de distribuicdo e das substancias que
sdo sintetizadas e armazenadas, podem ser utilizados para elucidar relagdes filogenéticas
e desvendar padrdes evolutivos de diversificagdo (TOLKE et al., 2021). Esta familia esta
inserida em Sapindales, compreendendo aproximadamente 800 espécies e 82 géneros,
distribuidos em regides tropicais e subtropicais (SILVA-LUZ et al., 2020). No Brasil, a
familia é representada por 15 géneros e 64 espécies, das quais 19 sdo endémicas, com

maior numero de espécies distribuidas na Mata Atlantica (32 espécies), seguido da
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Amazodnia (26 espécies) (SILVA-LUZ et al., 2020; PERREIRA et al., 2021). Suas
espécies sdo conhecidas pela producdo de frutos, pseudofrutos e por oferecer madeira de
boa qualidade (SOUZA; LORENZI, 2012). Destas espécies, muitas sao ricas em
substancias bioativas que sdao amplamente utilizadas para fins medicinais,
farmacoldgicos, industriais, cancerigenos, antioxidantes, antifungicas, antibacterianos,
antivirais e alergénicos (ROYO et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2016; SILVA et al.,
2017; VARELA-RODRIGUEZ et al., 2019).

Levando em consideracdo a importancia dada neste estudo aos ductos secretores;
o fato de existir poucos estudos ultraestruturais que relacionam as células secretoras com
0 mecanismo de secrecdo; o papel ecoldgico dos ductos secretores com o ambiente
circundante; a necessidade de identificar atributos de valor diagnéstico nestas estruturas
e o fato das savanas amazodnicas serem pouco exploradas do ponto de vista cientifico,
investigou-se pela primeira vez aspectos estruturais e histoquimicos de ductos secretores
em folhas adultas de trés espécies de Anacardiaceae, a fim de responder os seguintes
questionamentos: (i) Entre as espécies estudadas, os ductos secretores apresentam
atributos estruturais distintos?; (ii) Os metabolitos da secrecdo sdo semelhantes ou
distintos nestas espécies?; (iii) O padrdo de distribuicdo dos ductos é semelhante nestas
espécies; (iv) Os ductos possuem atributos estruturais de valor diagnostico?; (v) Como é
a ultraestrutura das células secretoras nestas espécies?; (vi) Considerando a funcéo dos
metabolitos sintetizados pelos ductos, é possivel identificar quais filtros ambientais mais

contribuiram para que as espécies investissem em defesa fisica e quimica?

4.1 Material e Métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado em duas savanas amazonicas situadas na regido de transicdo
entre a Amazonia e o Cerrado, no extremo norte do estado de Mato Grosso. Em linha reta
as duas savanas estdo distantes uma da outra, cerca de 128 km (Fig. 6a-b). A primeira

esta situada na area de Preservacdo Permanente do reservatorio da Usina Hidrelétrica
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Colider, entre os municipios de Nova Canda do Norte e Colider (10° 53'98,7” S ¢ 55°
46'68,7” W) no Mato Grosso, Brasil, cuja vegetacdo esté estabelecida sobre afloramentos
volumosos e densos e circundada por habitats florestais. Esta savana foi denominada por
Pessoa et al. (2021) como ‘Savana Amazonica Rochosa’, a fim de diferencia-la de outras
fitofisionomias savanicas que ocorrem na Amazonia sobre solos profundos. A segunda
esta situada na &rea de preservacdo permanente da Fazenda Hiroshima em Alta Floresta
(10°21'57 " S, 56° 49'07,8 " W), Mato Grosso, Brasil, cuja vegetacdo se estabelece em
solos rasos, pedregosos e profundos com fitofisionomias que variam de florestais,
savanicas a campestres (ZORTEA, 2018). Estas fitofisionomias foram classificadas como
‘Mata de Galeria’, ‘Cerradao’, ‘Cerrado Tipico’ ‘Cerrado Rupestre’ ¢ ‘Campo Sujo’
(ZORTEA, 2018; ZORTEA et al., 2020). No entanto, essa classificacdo pertence as
fitofisionomias do Cerrado (RIBEIRO; WALTER, 2008). Neste sentido, como se trata de
vegetacdes de dominios distintos, foi adotado o termo ‘Savana Amazonica Florestada’
como sindénimo de ‘Cerraddo e Savana Amazdnica Tipica para o ‘Cerrado Tipico’. Na
Savana Amazonica Florestada, os individuos de Anacardium giganteum W. Hancock ex
Engl. ocorrem em solos profundos e proximos a uma grota de agua, enquanto na Savana
Amazonica Tipica, os individuos de Tapirira obtusa (Benth.) J. D. Mitch. ocorrem em
solos profundos e pedregosos.

O clima de ambas as areas é do tipo equatorial, quente e tmido (Am), segundo a
classificacdo de Kdppen, com temperaturas extremas médias anuais oscilando entre 20
°C e 29 °C e médias anuais acima de 27 °C (ALVARES et al., 2013). A precipitagdo anual
varia de 2.800 a 3.100 mm com sazonalidade bem definida, com periodo chuvoso de
setembro a maio e estiagem entre junho e agosto (ALVARES et al., 2013). Os solos séo
distroficos, alicos, acidos e com baixa disponibilidade de nutrientes. Na Savana
Amazonica Rochosa o solo é mal drenado e de textura arenosa, enquanto na Savana
Amazonica Florestada e Tipica é bem drenado e argiloso. Nas duas savanas, o relevo
varia de plano a suavemente ondulado a montanhoso a fortemente ondulado com altitudes
que variam de 350 a 437 m (PESSOA et al., 2021; ZORTEA, 2018).
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Figura 6 - Localizacdo da savana amazonica de Alta Floresta — SAF e de Nova Canaa do

Norte — SNC no extremo norte do estado de Mato Grosso.
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Legenda: (a) savana amazonica de Alta Floresta — SAF e de Nova Canad do Norte — SNC (b) no extremo
norte do estado de Mato Grosso.
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Selecdo, importancia e condicdo fitossanitaria das espécies

Com base em levantamentos floristicos, foram selecionadas trés espécies de
Anacardiaceae utilizando como critério a ocorréncia das espécies na area de estudo
(ZORTEA, 2018; PESSOA et al., 2021). Anacardium occidentale L. na Savana
Amazonica Rochosa (Fig. 7a, d), Anacardium giganteum W. Hancock ex Engl. na Savana
Amazonica Florestada (Fig. 7b, e) e Tapirira obtusa (Benth.) J. D. Mitch. na Savana
Amazonica Tipica (Fig. 7c, f). As espécies foram identificadas a campo e as amostras
foram comparadas com exsicatas depositadas no Herbario da Amaz6nia Meridional
(HERBAM) da Universidade do Estado de Mato Grosso — UNEMAT, Campus de Alta
Floresta. O cajueiro-do-cerrado (Anacardium occidentale) e o pau-pombo (Tapirira
obtusa) possui ampla distribuicdo no Cerrado, enquanto o cajueiro (A. giganteum) é uma
espécie de ampla distribuicdo na Amazonia (SILVA-LUZ et al., 2020; PERREIRA et al.,
2021). Estas espécies sdo importantes por serem usadas na fitoterapia popular, como
antidiabético, anti-inflamatdrio, cicatrizante, contra sifilis e por fornecerem frutos
comestiveis, madeiras de boa qualidade, potencial ornamental e serem apropriadas para a
restauracdo de areas degradadas (SOUZA; LORENZI, 2012). Com relacdo ao estado de
conservacao das espécies, ainda ndo foram avaliadas (CNC FLORA, 2022). In situ, a
maioria das folhas das espécies estudadas apresentavam sinais de herbivoria, galhas,

sintomas de antracnose (lesdes com manchas necroticas) ou amareladas.
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Figura 7 - Aspecto geral das folhas de Anacardium occidentale, Anacardium giganteum

e Tapirira obtusa em suas respectivas fitofisionomias de ocorréncia.

Legenda: Aspecto geral das folhas de Anacardium occidentale na savana amazdnica rochosa de Nova
Canaa do Norte - MT (a, d), Anacardium giganteum na savana amazonica florestada (b, €) e de
Tapirira obtusa na savana amazonica tipica (c, f), ambas em Alta Floresta - MT.
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Preparo de amostras para andlises anatémicas e histoquimica

Cinco folhas adultas com condicdo fitossanitaria aparentemente saudavel foram
coletadas do quarto / quinto né de cinco individuos de cada espécie, totalizando 75 folhas,
no periodo chuvoso entre janeiro e fevereiro, meses com alta pluviosidade na Amazoénia
Mato Grosso. Amostras do terco mediano das folhas foram fixadas em solucdo aquosa
contendo glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4% e tampé&o Cacodilato de sddio 0,05 M em
pH 7,2, em temperatura ambiente (KARNOVSKY, 1965 modificado por DA CUNHA et
al., 2000). Parte das amostras passou pelo processo de pos-fixacdo, lavada no mesmo
tamp&o e pds-fixada em tetroxido de Osmio 1% e tamp&o Cacodilato de Sédio 0,05 M
pH 7,2. As amostras foram desidratadas em uma série crescente de acetona, embebidas e
emblocadas em resina epoxi (Epon® Leica). SecBes transversais semifinas (0,7 um)
foram obtidas usando um ultramicr6tomo (Reichert Ultracuts Leica Instruments ®) e
reveladas com azul de Toluidina O 1% em tampdo de Bérax 1% (JOHANSEN, 1940).
Laminas permanentes foram montadas em Entellan® (Merck, EUA).

Outra parte das amostras fixadas foi desidratada em série alco6lica de 70% a 95%
(Etanol) e embebida em resina plastica (HistoResin, Leica, Alemanha) (GERRITS, 1991).
Em seguida, seccBes transversais e longitudinais, com cerca de quatro pum de espessura,
foram obtidos usando um micrétomo rotatério (SM 2235R, Leica, Alemanha). Laminas
permanentes foram montadas com Entellan® (Merck, EUA) e reveladas com azul de
Toluidina O 1% em tampdo de Bérax 1% (JOHANSEN, 1940). Além disso, as sec¢des
transversais e longitudinais a mao livre foram coradas com azul de Astra, revelando a
celulose e Fucsina basica, revelando a lignina. Laminas semipermanentes foram
montadas em glicerina 50% (JOHANSEN, 1940). Para identificar os metabdlitos da
secrecdo, sec¢cdes a mao livre foram submetidas aos testes histoquimicos expostos na
Tabela 4. SeccBGes a mao-livre, ndo expostas a reagentes especificos, foram utilizadas
como branco. Todos os testes histoquimicos foram realizados mais de cinco vezes. Todas
as imagens foram obtidas em microscopio Optico de campo claro (Axioplan, ZEISS,
Alemanha), acoplado a um sistema de captura de imagens (Moticam Pro 282B, Hong
Kong).
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Tabela 4 - Reagentes utilizados para identificar as principais classes de metabolitos

presentes na secrec¢ao dos ductos secretores das trés espécies de Anacardiaceae.

Reagentes Metabdlitos

Autores

Sudan IV Lipidios totais

Oleos essenciais e

Reagente de Nadi oleorresinas

Cloreto Férrico Substancias fendlicas
Vermelho de Ruténio Mucilagem
Reagente de Schiff/Acido periddico Polissacarideos neutros

- PAS
Azul Brilhante de Coomassie Proteinas

Reagente de Dragendorff Alcaloides

(PEARSE, 1980)
(DAVID; CARDE, 1964)
(JOHANSEN, 1940)
(JOHANSEN, 1940)
(O’BRIEN; MCCULLY, 1981)
(FISHER, 1968)
(SVENDSEN; VERPOORTE, 1983)
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Preparo de amostras para andlises micromorfoldgicas

Para avaliar a micromorfologia das estruturas secretoras, fragmentos do terco
mediano da lamina foliar foram fixados em solucdo aquosa de glutaraldeido 2,5%,
formaldeido 4% e tampéo Cacodilato de S6dio 0,05 M em pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965
modificado por DA CUNHA et al., 2000) e, em seguida, pos-fixados em 1% de tetroxido
de 6smio e 0,05 M de tampédo Cacodilato de Sédio por 2 h em temperatura ambiente.
Apos a fixagdo, as amostras foram submetidas & desidratacdo com acetona, seguida de
secagem em ponto critico de CO2 (CPD 030, Baltec). As amostras foram entdo fixadas
em suportes metalicos com fita de carbono e cobertas com camada de ouro de
aproximadamente 20 nm (SCD 050, Baltec, Suica). As imagens foram obtidas em
microscopio eletronico de varredura ZEISS AURIGA 40 (Alemanha) com voltagem de 2
kV.

Preparo de amostras para analises ultraestruturais

As amostras foram fixadas, pés-fixadas e desidratadas para a analise
ultraestrutural das estruturas secretoras, conforme descrito anteriormente para
microscopia eletronica de varredura. A seguir, 0 material foi embebido e emblocado em
resina epdxi (Epon® Leica). Sec¢des ultrafinas (70 nm) foram obtidas com
ultramicrétomo (Reichert Ultracuts Leica Instruments®, Alemanha), as quais foram
coletadas em grades de cobre (300 mesh) e contrastadas com citrato de chumbo 5% e
acetato de uranila 1% e observadas em microscopio eletrénico de transmissao Fei Tecnai

Spirit (Suica) a uma voltagem de 120 kV.
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4.2 Resultados

Atributos estruturais, distribuicdo dos ductos e metabolitos da secrecao

Em seccdes transversais da nervura central e do mesofilo, o formato do limen de
todas as espécies varia entre irregular (Fig. 8a), isodiamétrico (Fig. 8b-d), eliptico (Fig.
8e) e circular (Fig. 8f). Em Anacardium giganteum e Anacardium occidentale, o formato
do limen é mais irregular e eliptico (Fig. 8a-b, €), enquanto Tapirira obtusa é mais
isodiamétrico e circular (Fig. 8c-d, f). Em todas as espécies, o epitélio secretor é
unisseriado com células delgadas, de diferentes formas, tamanhos e graus de turgidez
(Fig. 8a-f). Dependendo do grau de turgidez, o formato das células do epitélio varia entre
irregulares (Fig. 8a-b), retangulares (Fig. 8c), papiliforme (Fig. 8d) e retangulares (Fig.
8e-f). Na nervura central, a bainha parenquimatica que circunda os ductos é unisseriada
(Fig. 8a-c) ou multisseriada (Fig. 8d-f). Em Anacardium occidentale, a maioria dos ductos
apresenta bainha parenquimatica composta por duas, trés ou quatro camadas de células
(Fig. 8d-f). Em Anacardium giganteum, a maioria dos ductos apresenta uma camada de
células na bainha, enquanto Tapirira obtusa sempre apresenta uma Unica camada de
células (Fig. 8a). No mesofilo, todas as espécies apresentam ductos secretores revestidos
por uma bainha parenquimatica unisseriada (Fig. 8c).

Em seccOes paradérmicas, os ductos da nervura central e do mesofilo de todas as
espécies se fundem por coalescéncia lateral (Fig. 8g-h). Em algumas amostras, ductos
solitarios ou adjacentes aumentando de tamanho por anastomose foram detectados na
nervura central de Anacardium occidentale (Fig. 8i). No mesofilo, 0 mesmo processo
acontece, dando origem a um sistema ramificado de ductos em todas as espécies (Fig. 8j-
[). Em Tapirira obtusa foi observado no limen dos ductos de algumas amostras o
armazenamento apenas lipidios (Fig. 8K) ou lipidios e mucilagem (Fig. 8lI).
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Figura 8 - Secgdes transversais de ductos secretores na nervura central (a-f) e

paradérmicas do mesofilo (g, h, j-1) e nervura central (i) de Anacardium giganteum

Legenda: (a-c) ductos do floema com epitélio secretor e bainha unisseriado. (c) ducto do mesofilo com
epitélio e bainha unisseriado. (d) ductos do parénquima central com duas camadas de células na
bainha, (e) trés camadas e (f) quatro camadas. (g-h) fusdo colateral de ductos adjacentes. (i)
estagios iniciais de anastomose dos ductos. (j) sistema ramificado de ductos finos. (k) sistema
ramificado de ductos largos. (1) ductos com lipidios e mucilagem. Abreviagdes: lu — lUmen, ep —
epitélio unisseriado; bu — bainha unisseriada; bm — bainha multisseriada; sr — sistema ramificado
de ductos; li — lipidios; mu — mucilagem.
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Em Anacardium giganteum e Anacardium occidentale os ductos distribuidos
estdo distribuidos no parénquima cortical, floema e no parénquima central da nervura
(Fig. 9a-f). Em Tapiria obtusa estdo distribuidos apenas no floema e no parénquima
central (Fig. 99, h). Tapirira obtusa apresenta uma densidade maior de ductos em
comparacdo a Anacardium giganteum e Anacardium occidentale (Fig. 9b, d, g). No
parénquima cortical, os ductos de Anacardium giganteum séo pequenos e a quantidade
varia de dois a dez (Fig. 9c). Em contraposicdo, em Anacardium occidentale foi
observado apenas um ducto no cortex (Fig. 9f) e Tapirira obtusa nenhum (Fig. 9j). Entre
as espécies, a quantidade e o tamanho dos ductos do floema e do parénquima central varia
de acordo com a posicdo que ocupam (Fig. 9a-h). Em Anacardium giganteum e
Anacardium occidentale, dois grandes ductos laterais se destacam no floema, sendo os de
Anacardium occidentale maiores (Fig. 9a, d, j). Nestas espécies, duas calotas de feixes
acessorios com pequenos ductos se destacam na regido de transicdo entre o cortex e o
mesofilo, sendo uma calota no lado esquerdo e a outra no direito (Fig. 9k). Em
Anacardium giganteum e Anacardium occidentale, os ductos do floema sdo solitarios
(Fig. 9j). Em contraste, em Tapirira obtusa sdo solitarios ou ocorre em grupos de dois a
trés (Fig. 9j, I-m). Em Anacardium giganteum, os ductos do parénquima central ocorrem
com predominancia em grupos de trés a dez (Fig. 9b). Em Anacardium occidentale e
Tapirira obtusa, os ductos do parénquima central sdo predominantemente solitarios e
raramente sao vistos dois ou trés (Fig. 9b, e, h). No mesofilo, os ductos ocorrem
associados ao floema dos feixes vasculares das trés espécies (Fig. 9n-0). No mesofilo, a
principal diferenca é dada pela bainha parenquimatica dos feixes de Tapirira obtusa que
ndo se estende até a epiderme, enquanto Anacardium occidentale e Anacardium

giganteum a bainha é esclerenquimatica e apresenta extensao (Fig. 9m-o).
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Figura 9 - Secgdes transversais do padrdo de distribuicdo dos ductos na nervura
central de Anacardium giganteum (a-c, k), Anacardium occidentale (d-f, j),

Tapirira obtusa (g-i, I, m) e no mesofilo de Tapirira obtusa (n) e Anacardium
giganteum (o).

50 pm

50 pm

Legenda: (a, d, g) aspectos gerais do padrdo de distribuicdo dos ductos (setas verdes indicam ductos
corticais). (b, e, h) ductos do parénquima central (dpc). (c, f) ductos corticais (dc). (i) parénquima
central (pc) da nervura sem ductos. (j) ductos laterais (dl) do floema. (k) ducto acessério (da) na
regido de transicdo do cortex para o mesofilo. () ducto solitario (ds). (m) trés ductos associados
ao floema. (n) ducto inserido em um feixe vascular circundado por uma bainha parenquimatica
(ba) que ndo se estende até a epiderme. (0) ducto inserido em um feixe vascular circundado por
uma bainha esclerenquimatica (ba) que se estende até a epiderme.
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Em todas as espécies, a secre¢do acumulada no lumen dos ductos possui aspecto
fisico e coloracéo distinta em seccOes transversais da nervura central e do mesofilo ndo
submetidas a testes histoquimicos (Fig. 10a-i). Na nervura central, a maioria dos ductos
do floema acumula no limen secrecdo com aspecto heterogéneo (Fig. 10a-f), enquanto o
aspecto homogéneo quase ndo é evidenciado (Fig. 10g). Em todas as espécies, 0 aspecto
fisico da secrecdo acumulada no limen dos ductos do parénquima central é mais
homogéneo (Fig. 10h) do que heterogéneo (Fig. 10a-f). Nos ductos corticais de
Anacardium giganteum esse padrdo se repete (Fig. 10h). A coloracdo da secrecdo
acumulada no limen dos ductos do floema de Anacardium occidentale é a mais diversa,
com varios tons de bege (Fig. 10a), amarelo ambar (Fig. 10b), castanho (Fig. 10c), preto
(Fig. 10d), incolor (Fig. 10e) e amarelo claro (Fig. 10g-h). Em Anacardium giganteum a
coloracdo da secrecdo dos ductos do floema varia entre amarelo ambar (Fig. 10b), preto
(Fig. 10d) e verde (Fig. 10f). Em Tapirira obtusa é predominantemente verde (Fig. 10f)
e em alguns casos, amarelo ambar (Fig. 10b) e castanho (Fig. 10c). Em todas as espécies,
a coloracdo da secrecdo acumulada no Iimen dos ductos do parénquima central varia de
incolor (Fig. 10e) a amarelo claro (Fig. 10h). No mesofilo, a secrecdo é heterogénea e de
coloragdo amarelo &mbar em Anacardium occidentale e Anacardium giganteum (Fig.
10b), enquanto Tapirira obtusa o aspecto é predominantemente homogéneo, de coloragédo
verde (Fig. 10i) e em alguns casos a secrecdo apresenta aspecto heterogéneo e de

coloracdo amarelo @mbar com verde (Fig. 10b, i).
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Figura 10 - Aspecto fisico e coloracdo da secrecdo dos ductos do floema (a-g), do
parénquima central (h) em seccBes transversais da nervura central de Anacardium
occidentale (a-e, g), Anacardium giganteum (f-h) e do mesofilo de Tapirira obtusa (i)

ndo submetidas aos testes histoquimicos (branco).

v : X by 41 k g

Legenda: (a-f) secrecdo com aspecto heterogéneo. (g-i) secre¢do com aspecto homogéneo. (a) secrecao
bege. (b) secre¢do amarela &mbar. (c) secrecdo de coloracdo castanha. (d) secrecdo preta. (e)
secrecdo incolor. (f, i) secre¢do verde. (g-h) secre¢do amarela com tons claros.
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Tanto na nervura, quanto no mesofilo foram observados poucos ductos na fase
secretora com limen completamente preenchido de secre¢do (Fig. 11a) e células epiteliais
com protoplasto denso (Fig. 11e, h). Em contraposi¢do, a maioria dos ductos estavam na
fase pos-secretora com células epiteliais murchas (Fig. 11c) ou colapsadas (11f). Em
todas as espécies, foi detectado a presenca de substancias fendlicas (Fig. 11a), lipidios
totais (Fig. 11b-c), 6leos essenciais (Fig. 11d), mucilagem (Fig. 11e), polissacarideos
neutros (Fig. 11f), proteinas (Fig. 11g) e alcaloides nos ductos da nervura central e do
mesofilo (Fig. 11h-i), independente do aspecto fisico da secrecdo. Na nervura central de
todas as espécies, foi observado que os ductos do floema sdo mais especializados em
sintetizar lipidios (Fig. 11b) e dleos essenciais (Fig. 11d) misturados com substancias
fenolicas (Fig. 11a), mucilagem (Fig. 11e), polissacarideos neutros (Fig. 11f), proteinas
(Fig. 119) e alcaloides (Fig. 11h-i). Enquanto os ductos do parénquima central e do cortex
de Anacardium giganteum s&o mais especializados em sintetizar mucilagem (Fig. 11e) e
polissacarideos (Fig. 11f) misturados com substancias fendlicas (Fig. 11a), proteinas (Fig.
11g), alcaloides (Fig. 11h-i) e com menos frequéncia pequenas fracdes de lipidios e 6leos
essenciais (Fig. 11c-d). Na bainha parenquimatica dos ductos, foi observada a presenca
de substancias fendlicas (Fig. 11a), lipidios (Fig. 11b), mucilagem (Fig. 11e),
polissacarideos (Fig. 11f) e alcaloides (Fig. 11h). Em alguns ductos do floema da nervura
foram detectadas células do epitélio e da bainha com lipidios e nesta mesma regidao

idioblastos com outro tipo de substancia (Fig. 11b).
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Figura 11 - Caracterizacdo histoquimica da secrecdo dos ductos do floema (a-b, d, g-h),
do parénquima central (c, e, f) em secc¢des transversais da nervura central de Anacardium
giganteum (a, h), Tapirira obtusa (c, f-g), Anacardium occidentale (b, €) e do mesofilo
de Tapirira obtusa (i).

QLT

Legenda: (a) reacdo positiva para substancias fendlicas (Cloreto Férrico). (b-c) reacdo positiva para lipidios
totais (Sudan 1V). (g) reacdo positiva para 6leos essenciais (reagente de NADI). (e) reacdo
positiva para mucilagem (Vermelho de Ruténio). (f) reacdo positiva para polissacarideos neutros
(reagente de Schiff/Acido periddico — PAS). (g) reacdo positiva para proteinas (Azul Brilhante
de Coomassie). (h-i) reacdo positiva para alcaloides (reagente de Dragendorff). Abreviagdes: bc
— bainha com substancias fendlicas; bl — bainha com lipidios; epa — epitélio secretor ativo; bm —
bainha com mucilagem; ba — bainha com alcaloides.
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Na nervura central, foram observadas em algumas amostras 6leos essenciais
parcialmente revelados com Nadi (Fig. 12d), mucilagem revelada com vermelho de
Ruténio (Fig. 12e), polissacarideos neutros revelados pelo reagente de Schiff/Acido
periddico — PAS (Fig. 12f) e proteinas reveladas pelo Azul Brilhante de Coomassie (Fig.
12g) nos ductos do floema em Anacardium giganteum. Em Anacardium occidentale, a
secrecdo do limen ndo foi constatada mucilagem, pela testagem com o vermelho de
Ruténio (Fig. 12c). Em alguns casos, a secrecdo do limen de Anacardium occidentale foi
parcialmente revelada com Sudan IV para lipidios (Fig. 12h), com Vermelho de Ruténio
para mucilagem (Fig. 12e) e com Azul Brilhante de Coomassie para proteinas (Fig. 129).
Na bainha parenquimaética dos ductos do floema de Anacardium giganteum foi observada
a presenca de 6leos essenciais revelados com Nadi em uma célula individualizada (Fig.
12i). Em todas as espécies, foi observado em algumas amostras que a secre¢do do lumen
do floema ndo testou positivo para substancias fenolicas (Fig. 12a), 6leos essenciais (Fig.
12b) e mucilagem (Fig. 12c).
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Figura 12 - Seccdes transversais de ductos do floema da nervura central de Anacardium

giganteum (a, c, d, i, f, g), Anacardium occidentale (e, h) e Tapirira obtusa (b).

Legenda: (a) secrecdo do limen ndo corada para substancias fendlicas; (b) Oleos essenciais; () e
mucilagem. (d) secrecdo parcialmente corada para 6leos essenciais (ol); (e) mucilagem (seta
preta); (f) polissacarideos (seta cinza); (g) proteinas (pt) e (h) lipidios (Ip). (i) célula
individualizada da bainha parenquimatica com 6leos essenciais (circulo).
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A micromorfologia da secre¢cdo acumulada no lumen dos ductos de todas as
espécies, varia entre esférica de textura enrugada (Fig. 13a), monolitica facetada (Fig.
13b), fasciculada e granular enrugada (Fig. 13b), cubica facetada (Fig. 13c), trabécula
com emaranhado de granulos e filamentos (Fig. 13d), fasciculada com filamentos finos e
granulares (Fig. 13e), lisa (Fig. 13f), fasciculada com filamentos espessos e granulares
(Fig. 13g) e pastosa com textura levemente estriada (Fig. 13h). Entre as espécies, Tapirira
obtusa foi a espécie em que mais apresentou micromorfologia pastosa (Fig. 13h). Em
contraposi¢cdo, Anacardium giganteum e Anacardium occidentale é mais robusta (Fig.
13a-c, e, g). Nos ductos do parénquima central da nervura de Anacardium giganteum, a
micromorfologia da secrecéo € lisa (Fig. 13f). Em todas as espécies, as células epiteliais
foram observadas com secrecdo de aspecto granular (Fig. 13a), pastoso (Fig. 13g) e

esponjoso (Fig. 13i).
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Figura 13 - Morfologia da secre¢do acumulada no limen dos ductos do floema (a-e,
i), do parénquima central (f) da nervura central de Anacardium giganteum (a-b, f),
Anacardium occidentale (c, e), Tapirira obtusa (d, i) e do mesofilo de Anacardium

occidentale (g) e Tapirira obtusa (h) em Microscopia Eletrénica de Varredura.

N

1 um

Legenda: (a) secrecdo esférica enrugada (se) e secrecdo granular no epitélio (circulo). (b)
monolitica facetada (mf). (b) fasciculada e granular enrugada (seta preta). (c) cubica
facetada (cf). (d) trabécula com emaranhado de granulos e filamentos (tr). (e)
fasciculada com filamentos finos e granulares (fg). (f) liso (). (g) fasciculada com
filamentos espessos e granulares (fe) e epitélio (ep). (h) com textura levemente estriada
(pe). (i) epitélio esponjoso (ee).
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Sitios de sintese e mecanismos de liberacéo de secre¢ao dos ductos

Na fase adulta, a atividade secretora das células epiteliais de todas as espécies é
mais restrita, tanto na nervura central, quanto no mesofilo (Fig. 14a-c, d, f, i, j). Em todas
as espécies, as células epiteliais possuem paredes delgadas retas ou sinuosas (Fig. 14a-b),
uma membrana plasmatica sinuosa (Fig. 14c, h), um alto grau de vacuolizacédo (Fig. 14a-
e), citoplasma periférico (14c), baixa densidade de mitocondrias (Fig. 14c, i), ribossomos
(14c, i), reticulo endoplasmaético rugoso (Fig. 14c, i-j), plastidios (14d-e), dictiossomos
(14j), nucleo (14d) e vacuolos fenolicos com tamanhos que varia de grande a pequeno
(14a-b, d). A fusdo de vesiculas secretoras com a membrana plasmatica (Fig. 14g) e o
acumulo de vesiculas proximas da parede celular indicam uma liberacéo de secrecdo do
protoplasto da célula pelo processo granuldcrino (Fig. 14h). O acimulo de material
fibrilar, pequenos granulos de material osmofilico ou gotas de 6leo na membrana
plasmatica, parede celular e no limen indicam uma liberacao de secrecdo do protoplasto
da célula pelo processo écrino (Fig. 14b-c, g-1). A desintegracdo da parede celular das
células epiteliais dos ductos do floema da nervura e do mesofilo de Tapiria obtusa indica
uma liberacdo de secrecdo do tipo holécrina (14e-f). As células da bainha mostram

grandes reservatorios de substancias fendlicas (Fig. 14a-b, e).
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Figura 14 - Microscopia Eletronica de Transmissdo dos ductos da nervura central (a-e, g-
I) de Anacardium giganteum (a, k), Anacardium occidentale (b-d, I), Tapiria obtusa (e,

g, h-j) e do mesofilo de Tapirira obtusa (f).

Legenda: (a-b) células do epitélio (ep) com parede celular (pc) sinuosa ou reta, vacuolos fendlicos (vf)
grandes e pequenos e gota de 6leo (go). (c) parede celular com granulos osmofilico (seta cinza),
membrana plasmatica (*), reticulo endoplasméatico rugoso (rer), ribossomos (seta preta),
mitocdndrias (mi), vactolo (vc) e vesiculas (v). (d) célula do epitélio perdendo a atividade
secretora com plastidios (pt) e nlcleo (nu). (e-f) parede celular desintegrando (pd). (g) parede
celular com granulos osmofilico (seta cinza) e vesicula. (h) membrana plasmatica rompida e
varias vesiculas secretoras proximas a parede (v). (i) lamen com material fibrilar (Imf) e célula
da bainha (mf). (j) célula do epitélio com dictiossomo (dt). (k) limen com material fibrilar e
oleo. (I) parede celular com material osmofilico (mf).
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4.3 Discussao

A descricdo anatdmica, histoquimica e ultraestrutural dos ductos secretores em
espéecies de enclaves de Cerrado da Amazonia e as interacdes planta-ambiente sdo
novidades deste estudo, visto que ndo h& estudos pontuais que ddo énfase a esses
atributos. Na literatura, existem alguns relatados destas estruturas em Anacardium
occidentale (REIS et al.,, 2014; RAMOS et al., 2016), porém, neste estudo foram
realizadas as primeiras descricdes de ductos em Anacardium giganteum e Tapirira
obtusa. Nas espécies estudadas, os ductos consistem de um epitélio unisseriado e séo
circundados por uma bainha parenquimatica que pode ser unisseriada ou multisseriada.
Em Anacardiaceae, o padrdo comumente encontrado é de ductos com epitélio unisseriado
e uma bainha parenquimatica composta por uma ou duas camadas de células (SANT’
ANNA-SANTOS et al., 2006; TOLKE et al., 2021). No entanto, foi observado um maior
investimento em camadas multiplas na bainha parenquimética nos ductos da nervura
central em Anacardium occidentale, podendo chegar até quatro camadas. Royo et al.
(2015) relataram ductos associados ao floema com células epiteliais circundadas por uma
bainha parenquimatica composta por quatro camadas de células em Anacardium humile
A.St.-Hil. (Anacardiaceae). No entanto, estas informagdes continuam desconhecidas e
negligenciadas nas descri¢cbes dos ductos na maioria dos estudos (ex., REIS et al., 2014;
RAMOS et al., 2016; MACHADO et al., 2019).

Evidéncias estruturais em ductos secretores de Anacardiaceae, Burseraceae e
Fabaceae tém revelado que a bainha parenquimética desempenha um papel importante na
manutencdo e substituicdo de células ndo funcionais do epitélio (MACHADO,;
CARMELLO-GUERREIRO, 2001; RODRIGUES et al., 2011a, b; LEITE et al., 2014;
PALERMO et al., 2018). Nesse sentido, este estudo sugere que a bainha que circunda o
epitélio secretor dos ductos pode estar produzindo novas células epiteliais que atuam na
reposicdo de células epiteliais ndo funcionais durante a fase adulta dos ductos. Ademais,
nameros diferentes de camadas maultiplas foram observados na bainha parenquimatica
armazenando terpenos, substancias fendlicas, mucilagem e alcaloides.

Neste estudo foi identificado um sistema ramificado de ductos oriundos da
coalescéncia lateral de ductos adjacentes e anastomose. Em Anacardium giganteum os
ductos do mesofilo surgem a partir do meristema fundamental e o desenvolvimento do

limen ¢ iniciado por esquizogénese, seguido do processo esquizolisigeno. Todos esses
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dados corroboram com Machado e Carmello-Guerreiro (2001) e Tolke et al., (2021) ao
analisar ductos secretores em 6rgdos vegetativos e reprodutivos de Anacardiaceae.

Na nervura central, o padrdo de distribuicdo, a quantidade, o tamanho e o formato
do Iimen dos ductos sdo atributos diagnosticos das espécies. Em Anacardium giganteum
foi frequente a presenca de ductos corticais e rara a ocorréncia em Anacardium
occidentale. Esses dados adicionais s&o importantes para ampliar o conhecimento para o
género Anacardium L. (Anacardiaceae), com base no padréo de distribuicédo, visto que
apenas um estudo relata a presenca de ductos corticais na espécie Anacardium
spruceanum Benth. ex Engl. (Anacardiaceae) (PAULA; ALVES, 1993). Diferente, em
outros estudos ndo foram observados a presenga de ductos na nervura central (REIS et
al., 2014; RAMOS et al., 2016).

Todas as espécies estudadas compartilham ductos associados ao floema,
corroborando com as descri¢Oes realizadas para a familia (SAMPIETRO et al., 2017;
EMINAGAOGLU; OZCAN, 2018; MACHADO et al., 2019; LEITE et al., 2022). Em
contraposicdo, nas espécies estudadas foram observados ductos localizados no
parénquima central da nervura. No entanto, esse atributo ndo é visto em outras espécies
de Anacardiaceae, como Schinopsis lorentzii (Griseb.) (SAMPIETRO et al., 2017), Rhus
chinensis Mill. (EMINAGAOGLU; OZCAN 2018), Schinus molle L. (MACHADO et
al., 2019) e Astronium fraxinifolium Schott (LEITE et al., 2022). Ademais, foi relatado
apenas em um estudo de ductos localizados no parénquima central da nervura de
Mangifera indica L. (SA et al., 2019).

Na nervura central, também foi observada uma variagdo na quantidade, no
tamanho e no formato do limen dos ductos entre as espécies. Essa variacao pode ter sido
moldada por filtros ambientais, visto que as condi¢cdes do ambiente podem influenciar
nestes atributos (LANGENHEIM, 2003; MOREIRA et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2014). Neste contexto, Rodrigues et al. (2014) testaram o efeito da luz e da temperatura
sob a quantidade de ductos secretores e cavidades em Copaifera langsdorffii Desf.
(Fabaceae) e detectaram um aumentando significativo e consequentemente uma melhor
capacidade de protecdo das plantas a estas condi¢Oes. Medri et al. (2007) constataram
uma reducao de ductos e do formato do limen em ductos secretores localizados no eixo
vegetativo de Lithraea molleoides (Vell.)) Engl. (Anacardiaceae) submetidas ao
alagamento. Outros fatores como, ataque de herbivoros e patdgenos, lesdes mecanicas,
disponibilidade hidrica, de nutrientes e o préprio histdrico evolutivo das duas estruturas

secretoras, tém sido relatados como fatores que podem afetar a quantidade de ductos e
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cavidade e o tamanho do limen (PHILLIPS; CROTEAU, 1999; LANGENHEIM, 2003;
MEDRI et al., 2007; MOREIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2014; LANGE, 2015).
Levando em consideracdo estes fatores, foi observado que a diferenca encontrada
nos ductos secretores das espécies estudadas, com relacdo a quantidade, o tamanho e
formato do Iumen pode ser explicada pelas propriedades edaficas do solo e pelo proprio
historico evolutivo das fitofisionomias estudadas. Zortéa (2018) relata que a savana
amazonica florestada, area de ocorréncia de Anacardium giganteum, a textura do solo é
mais argilosa que a savana amazonica tipica, area de ocorréncia de Tapirira obtusa.
Contudo, quando comparadas, a textura argilosa do solo da savana amazonica florestada
revela uma capacidade maior de retencdo de agua no solo. Em contraposicdo, a area de
ocorréncia de Anacardium occidentale e sobre afloramentos rochosos, em solos rasos e
de textura arenosa, onde a dgua € lixiviada com rapidez. No entanto, no periodo chuvoso,
grande parte do solo fica completamente inundada (PESSOA et al., 2021; observagéo
pessoal dos autores). Neste sentido, foi observado que a maior quantidade de ductos de
Anacardium giganteum e Tapirira obtusa pode estar relacionada com a maior capacidade
do solo da savana amazonica florestada e tipica em reter agua (ZORTEA, 2018) e a menor
quantidade de Anacardium occidentale com baixa capacidade da savana amazonica
rochosa em reter agua (PESSOA et al., 2021). No entanto, é importante considerar que a
diferenca encontrada pode ser também uma predisposi¢do genética de cada espécie.
Importante destacar que as plantas das fitofisionomias estudadas estdo sujeitas a
uma radiacdo solar maior por se tratar de uma vegetacao aberta e a temperaturas extremas,
principalmente, a savana amazbnica rochosa que é mais aberta que as demais
fitofisionomias (ARIANO et al., 2022). Essa diferenca estrutural de quantidade, tamanho
e formato do Iimen dos ductos de todas as espécies pode também ser explicada pela
influéncia da luz e da temperatura conforme relatado por Rodrigues et al. (2014) e pela
influéncia de micro-organismos. Este fato pode ser explicado pelo clima da Amazonia
que é propicio para a proliferacao de insetos e patogenos. Além disso, a maior quantidade
de ductos em Tapirira obtusa e Anacardium giganteum e o maior tamanho dos ductos
laterais do floema de Anacardium giganteum e Anacardium occidentale podem indicar
uma maior produgéo de substancias biologicamente ativas como terpenos, substancias
fenolicas, mucilagem e alcaloides. Estas substancias podem proteger as espécies contra
herbivoros, patdgenos e garantir o estabelecimento das espécies em diversos ambientes
tropicais, conforme sugerido por Palermo et al. (2017) em Taralea oppositifolia Aubl.

(Fabaceae). Estas informacdes corroboram com os dados obtidos em Calophyllaceae
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onde o0s autores sugerem que estes atributos podem estar promovendo o condicionamento
fisico e o estabelecimento das espécies em savanas amazoénicas (Capitulo 1 desta tese).

Lacchia e Carmello-Guerreiro (2009) relataram que a secrecdo heterogénea dos
ductos de Anacardiaceae € composta de substancias lipofilicas e hidrofilicas. Neste
sentido, associamos que 0 aspecto heterogéneo da secrecdo acumulada nos ductos do
floema pode estar relacionado com uma sintese maior de sustancias terpénicas, fenolicas
e de alcaloides, enquanto o aspecto homogéneo dos ductos localizados na regido cortical
e central da nervura pode indicar uma sintese maior de substancias hidrofilicas como
mucilagem. Resultado semelhante foi detectado por Tolke et al. (2021), por este motivo,
classificamos os ductos do floema como ductos de resina sensu latu e os da regiéo cortical
e central como ductos de goma.

Apesar de ndo ter sido realizado o estudo ontogenético dos ductos secretores, foi
possivel associar que os ductos do floema da nervura séo de origem procambial, enquanto
o0s ductos do parénquima central e cortical sdo originados pelo meristema fundamental.
Este fato explica a ocorréncia de ductos de resina sensu latu no floema e de ductos de
goma no parénquima central e cortical (TOLKE et al., 2021). Essa relagdo origem € 0
metabolismo dos ductos secretores também foi inferida por Costa et al. (2021) em
Kielmeyera appariciana Saddi (Calophyllaceae). Estas implicagfes funcionais sdo novas
e merecem serem mais exploradas em Calophyllaceae, Anacardiaceae e em outras
familias boténicas.

Na literatura, a bainha parenquimaética dos ductos sempre é mencionada como um
tecido produtor de substancia fendlica (TOLKE et al., 2021). No entanto, neste estudo foi
identificado que a bainha ndo consiste apenas de substancias fendlicas, mas também de
terpenos, mucilagem e alcaloides. Outro dado importante é que em um mesmo ducto, as
células do epitélio e da bainha ndo sintetizam ao mesmo tempo apenas terpenos, mas pode
sintetizar também outras substancias adicionais (ver Fig. 6b). Resultado semelhante foi
relatado por Fahn (1988).

Levando em consideracdo a funcdo dos terpenos, substancias fendlicas,
mucilagem, alcaloides e das proteinas de defesa, € sugerido que a presenca destas
substancias nos ductos das espécies estudadas atue como mecanismo de defesa quimica
contra o ataque de herbivoros, patdgenos, lesdes fisicas e ao déficit hidrico, corroborando
com varios autores (PHILLIPS; CROTEAU 1999; LANGENHEIM, 2003; MIGUEL et
al., 2006; MUMM; HILKER 2006; BEZERRA et al., 2018; GALLOWAY et al., 2020).

Como as espécies estudadas estdo sujeitas a altos indices de radiacao solar, é sugerido
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que a sintese de substancias fenolicas provavelmente esteja desempenhando um papel
importante de protecdo das plantas contra o excesso luz, corroborando com estudos de
Castro; Demarco (2008) e Silva et al. (2016). A presenca de substancias hidrofilicas,
como polissacarideos e mucilagem, pode estar suprindo a necessidade hidrica das plantas
em periodos prolongados de seca e de temperaturas extremas e, consequentemente,
evitando a dessecacgéo das folhas (SAWIDIS, 1998; SILVA et al., 2016; GALLOWAY
et al., 2020).

Além destas interacdes, é importante destacar que a presenca de terpenos volateis,
como os 0leos essenciais diagnosticados neste estudo pode exercer efeito alelopatico
mediado pela decomposi¢do das folhas no solo e, consequentemente pode afetar a
microbiota do solo. Ademais, ao serem volatilizados por lesdes fisicas pode atuar como
sinalizadores quimicos na polinizacdo, bem como reduzir o consumo alimentar de
mamiferos de grande porte devido a ingestdo destas substancias que inibe a atividade
bacteriana no radmen do animal (GOTTLIEB; SALATINO, 1987, GONCALVES-
SOUZA et al., 2018). De modo geral, as espécies estudadas crescem em solos arenosos,
com baixa retencdo de agua, periodos prolongados de seca e a elevados niveis de
precipitacdo em uma determinada época do ano, o que ajuda na proliferacdo de insetos e
micro-organismos (PESSOA et al., 2021; ARIANO et al., 2022). Neste contexto, os dados
histoquimicos deste estudo indicam possiveis interacdes nos em savanas amazoénicas,
como planta-microbio, planta-inseto, planta-planta e planta animal.

Entre as espécies, Anacardium occidentale foi a espécie que mais investiu em
atributos anatémicos e histoquimicos dos ductos. Anacardium occidentale é uma espécie
nativa que mantem populacdes com altas abundéncias na savana amazo6nica rochosa e em
fitofisionomias do Cerrado (SANTOS et al., 2012; ABADIA et al., 2018; PESSOA et al.,
2021). Neste contexto, a representatividade desta espécie em fitofisionomias savanicas
pode também estar relacionada com capacidade aclimatativa dos ductos de investir em
defesa fisica e quimica e de promover interagdes ecolégicas mediadas por substancias
volatizadas.

Na nervura central, a presenca de ductos corticais, de feixes acessorios, de dois
grandes ductos laterais situados no floema, de um unico ducto associado ao floema, a
maior densidade de ductos no parénquima central, as camadas multiplas da bainha
parenquimatica, o formato do lumen irregular, a diversidade de cores da secrecdo em
amostras do branco e a micromorfologia com predominancia heterogénea da secrecao de

Anacardium giganteum e Anacardium occidentale sdo atributos com valor diagnostico



88

para Anacardium. Enquanto, a auséncia de ductos corticais em Tapirira obtusa, a
presenca frequente de um a trés ductos associados ao floema, a maior densidade de
ductos, a presenca de bainha unisseriada, o formato do limen de isodiamétrico a circular,
a predominancia de secrecdo verde em amostras do branco e a micromorfologia da
secrecdo com a predominancia do aspecto homogéneo sdo atributos diagndsticos de
Tapirira obtusa. No mesofilo, o sistema ramificado de ductos finos nas espécies de
Anacardium e de ductos largos em Tapirira obtusa, a presenca de ductos associados ao
floema circundados por uma bainha esclerenquiméatica com extensdo de bainha em
Anacardium e a presenca de ductos associados ao floema circundados por uma bainha
parenquimatica sem extensdo de bainha em Tapirira obtusa s&o os atributos diagnosticos
destas espécies. Atributos anatdmicos de ductos, como ocorréncia, localizacéo,
quantidade e tamanho tém sido promissores para delimitar espécies e géneros (CASTRO
et al., 1997; BOMBO et al., 2012; PALERMO et al., 2017; HARATYM et al., 2020)
corroborando com este estudo.

Na nervura central, foi observado que a micromorfologia da secre¢do acumulada
no limen dos ductos do floema é mais robusta com formato que variam entre monolitica
facetada, esférica de textura enrugada, granular, clbica facetada, trabécula e fasciculada,
sendo a maior variacdo atribuida a Anacardium occidentale, seguida de Anacardium
giganteum. Em contraposicdo, a micromorfologia da secrecdo dos ductos do parénquima
cortical e central é mais lisa. Embora existam evidéncias que relatem a interferéncia de
solventes utilizados durante o processamento do material botanico em parametros fisicos
e quimicos das amostras (PAIVA, 2005), sugere-se que a micromorfologia robusta
detectata na secrecdo dos ductos do floema pode estar relacionada com o aspecto
heterogéneo e com a capacidade dos ductos em sintetizar mais terpenos, enquanto a
micromorfologia lisa com o aspecto homogéneo e com a capacidade dos ductos do
parénquima cortical e central de sintetizar mais substancias hidrofilicas. Essa relagdo
corrobora com a variagao histoquimica mostrada neste estudo.

Os atributos ultraestruturais das células epiteliais, como citoplasma periférico,
poucas organelas, inimeras vesiculas, fusdo de vesiculas, alto grau de vacuolizacdo e
acumulo de material osmiofilico na membrana plasmatica e na parede celular séo
atributos tipicos de células epiteliais no estagio pos-secretor. Estes dados corroboram com
Peng et al. (2012), Turner e Lange (2015) e com o primeiro capitulo desta tese, e difere

dos dados obtidos em células epiteliais com atividade secretora ativa, onde o citoplasma
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é denso, rico em plastidios, mitocéndrias, reticulo endoplasmatico, dictiossomos e com
nacleo evidente (GOLCAVES-SOUZA et al., 2018).

Neste estudo, os produtos da atividade secretora dos ductos saem do protoplasto
e atravessam a membrana plasmatica por meio de transportadores (mecanismo écrino),
fusdo com vesiculas membranosas (mecanismo granuldcrino) ou pela desintegracdo da
célula (holdcrino). Estes mecanismos corroboram com Lacchia e Carmello-Guerreiro
(2009) e Machado e Carmello-Guerreiro (2001) em ductos secretores de Orgaos
vegetativos e reprodutivos de Anacardiaceae. No entanto, Paiva (2016) relata que esses
mecanismos ndo respondem como essas substancias chegam a superficie externa do corpo
da planta. Neste sentido, Paiva (2016) sugeriu um modelo de ciclo celular desenvolvido
com base em observacdes de diferentes sistemas secretores mostrando processos
envolvidos tanto no processo secretdrio quanto na liberacdo de produtos de secrecdo de
estruturas secretoras externas. Este mecanismo pode ser analisado também em células de
epitélio dos ductos. Nossos dados mostram mudancas no volume e alteracbes de
organelas no protoplasto das células do epitélio observadas na passagem destas células
de processo secretor a pds-secretor. Esta alteracdo esta condicionada a alteracfes em
vacuolos, nas organelas e no ndcleo. O protoplasto parece se degradar a medida que o
processo secretor se acaba. Porém, mais estudos sdo necessarios para desvendar todo o

mecanismo de externalizacdo da secrecdo para o limen dos ductos.

4.4 Conclusotes

Nossas analises revelam pela primeira vez descricdes inéditas de aspectos
anatdmicos, histoquimicos e ultraestruturais de ductos secretores em trés espécies de
Anacardiaceae. Estas informacdes sao uteis para compreender a arquitetura, a vida util e
0 papel ecoldgico de ductos secretores em espécies de savanas amazonicas. A organizagdo
anatdmica dos ductos, a histoquimica e a micromorfologia é distinta entre espécies
estudadas, podendo, estes atributos serem usados como diagnésticos. Os metabdlitos da
secrecdo sdo semelhantes e dependendo da localizacdo dos ductos podem sintetizar mais
terpenos ou substancias hidrofilicas. A secrecdo é sintetizada nas células epiteliais e o

mecanismo de secre¢do écrino, granuldcrino e holdcrino. As substancias sintetizadas
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pelos ductos indicam que as propriedades do solo, a radiagdo solar, temperatura, a
proliferacdo de micro-organismos, herbivoros e o proprio historico evolutivo das savanas
amazonicas sdo possiveis filtros ambientais que podem estar contribuindo para que os
ductos das espécies invistam em defesa fisica e quimica. A. occidentale foi a espéecie que
mais investiu na organizacdo anatdmica do ducto, na coloracdo da secrecdo e na
micromorfologia. Adicionalmente, as substancias sintetizadas pelos ductos sugerem

ainda possiveis interacdes planta-microbio, planta-inseto, planta-planta e planta-animal.
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CONSIDERACOES FINAIS

As savanas amazonicas sao areas desconhecidas, pouco exploradas do ponto de
vista cientifico, de dificil acesso e importantes para conservacdo por garantir servicos
ecossistémicos importantes, como a conservacao de recursos hidricos, a disponibilidade
de polinizadores e por abrigar espécies com potencial biotecnoldgico e para a produgdo
de novos farmacos. No estado de Mato Grosso, o estudo dos atributos estruturais e
funcionais das plantas desta fitofisionomia tém sido motivados a partir do levantamento
floristico realizado por Pessoa et al. (2021) “Floristic composition, diversity and edaphic
effects in two rocky savanna communities in the Amazon and Cerrado, Brazil”. A partir
deste estudo, percebemos a necessidade de estudos que investigasse aspectos anatdmicos,
histoquimicos e ultraestruturais de estruturas secretoras e realizamos uma intensa
investigagdo da ocorréncia de possiveis estruturas secretoras em plantas lenhosas
pertencentes a duas savanas amazoénicas com base no levantamento floristico de Zortéa
(2018) e Pessoa et al. (2021).

Neste sentido, foram investigadas 76 espécies lenhosas, pertencentes a 29
familias, sendo trés objetos de estudo desta tese, Calophyllaceae, Anacardiaceae e
Myrtaceae (Anexo 1). No entanto, devido aos problemas gerados e as restrigoes
provocadas pela pandemia e o virus Covid-19, com o fechamento de laborato6rios e o ndo
acesso aos equipamentos necessarios para a continuidade deste estudo, ndo apresentamos
os resultados anatémicos, histoquimicos e ultraestruturais do terceiro capitulo desta tese
com cinco espécies de Myrtaceae: Eugenia punicifolia (Kunt) DC., Myrcia citrifolia
(Aubl.) Urb., Myrcia guianensis (Aubl.) D., Myrcia splendens (Sw.) DC. e Myrcia
sylvatica (G. Mey.) DC. Nas 29 familias, foi identificado sete tipos de estruturas
secretoras, sendo ductos secretores, cavidades, idioblastos, tricomas, laticiferos e
nectarios (Anexo 1). Os ductos, as cavidades e os idioblastos foram identificados com
base em seccdes transversais e longitudinais realizadas a mao livre do terco médio das
folhas e coradas com azul de Astra, revelando a celulose e Fucsina basica, revelando a
lignina (JOHANSEN, 1940), enquanto as demais estruturas foram identificadas
utilizando de informagdes disponibilizadas na literatura. Estas informagbes sdo
promissoras, e abrem espacos para que futuros trabalhos com estruturas secretoras sejam
realizados, servindo também de subsidio para que outras lacunas do conhecimento sejam

preenchidas.
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O estudo anatébmico, histoquimico e ultraestrutural de ductos e de cavidades
secretores realizado em folhas de Calophyllaceae, Anacardiaceae e Myrtaceae é inédito e
representam importantes contribuicdes estruturais, ecofuncionais e taxondmicas. A
ocorréncia, o tipo de estrutura secretora estudada (ductos e cavidades), a anatomia, o
padrdo de distribuicdo, a quantidade, o tamanho e os metabdlitos da secre¢do sdo
caracteristicas conservadoras de cada familia ou da espécie. A capacidade das espécies
de Calophyllaceae e Anacardiaceae de investir em aspectos anatbmicos e histoquimicos,
em particular Anacardium occidentale mostra um potencial intrinseco de cada estrutura
secretora de promover o condicionamento fisico e o estabelecimento das plantas em
savanas amazonicas expostas a severos filtros ambientais na regido de transicéo entre a
Amazonia e o Cerrado, além de promover novas investigacoes ecoldgicas e anatbmicas.

A variacdo encontrada na localizacao das estruturas secretoras de Calophyllaceae,
Anacardiaceae e Myrtaceae, a quantidade, o tamanho, o formato, o didmetro do limen,
os tipos de metabdlitos e a diversidade de cores da secrecdo podem ser respostas
especificas das espécies mediadas por filtros ambientais como, histérico evolutivo das
areas, propriedades do solo, disponibilidade hidrica, altos niveis de precipitacdo,
temperatura, radiacdo solar e pelo ataque de herbivoros e patégenos. As evidéncias
recentes mostram que as comunidades de plantas lenhosas da regido sul da Amazonia,
local de ocorréncia das espécies de savanas estudadas, estdo expostas a uma elevada
sazonalidade de chuvas e altos niveis de radiacdo solar. Estes fatores adicionados aos
solos pobres caracteristicos desta fitofisionomia tornam-se propicios a ser povoada por
plantas aclimatadas (SIMIONI et al., 2017; 2020; MARIMON et al., 2020; SULLIVAN
et al., 2020; PESSOA et al., 2021; ARIANO et al., 2022).

No presente estudo, a espécies de Anacardiaceae mostram a presenca de poucos
ductos com atividade secretora e a uma quantidade maior de ductos evidenciados no
estagio pds-secretor. Os ductos podem apresentar uma ou mais camadas de células
parenquimaticas na bainha e a presenca de dois ductos localizados na nervura central.
Alguns ductos mostram ainda ser mais especializados em sintetizar terpenos misturados
com outras classes de metabodlitos, enquanto o0s outros ductos sintetizam mais
polissacarideos, podendo estar relacionados com o metabolismo da planta ou
influenciados por filtros ambientais ou pela acdo de ambos. Esta diversidade de
substancias encontradas nos ductos abre espaco para que futuras investigagcdes sejam

feitas relacionando aspectos estruturais e 0 metabolismo da planta e potencializa a
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descobertas de moléculas com potencial biotecnoldogico e a descoberta de novos
farmacos.

Apesar de ndo termos acompanhando os estagios iniciais do desenvolvimento das
duas estruturas secretoras, as caracteristicas ultraestruturais evidenciadas em células
epiteliais no estagio pds-secretor sdo informagBes adicionais para o estudo de ductos e
cavidades, visto que a maioria dos estudos analisam células no estagio secretor e revelam
células com citoplasma denso e rico em organelas. No entanto, nossas analises aventam
sugestdes para que sejam feitas a ontogenia destas estruturas e a analise dos mecanismos
envolvidos na liberagdo da secrecéo.

Nossa investigagdo com as 76 espécies tem subsidiado trabalhos de iniciagdo
cientifica, mostram como nossa flora e principalmente a flora das savanas amazo6nicas
ainda precisam ser desvendas. A realizacdo desta tese com a publicacdo do primeiro
capitulo em uma revista internacional Plant Biology e com fator de impacto muito bom
vislumbra a continuidade do que néo foi respondido nesta pesquisa com o pds-doutorado.
Nossas analises mostram ainda um conjunto de pardmetros que sdo uteis para
compreender estratégias de defesa quimicas das plantas para sobreviver as condicdes
ambientais locais e fazer futuras predi¢des, mediante as mudancas de clima. Além disto,
todos o0s nossos dados podem ser usados para criar politicas pablicas que conservem as
savanas amazonicas e na formacdo de pessoas por meio de publicacGes, livros ou

cartilhas.
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ANEXO - Lista das estruturas secretoras que podem ser detectadas nas espécies da savana de
Alta Floresta e Nova Canaé do Norte - MT.

Familia Espécies Coleta Tipos de Estruturas Secretoras
DT |CV |ID|TC |CO | LA | NC
Kielmeyera rubriflora Cambess SNC + - + + - - -
Kielmeyera coriacea Cambess SAF + - + + - - -
Calophyllaceae —
Calophyllum brasiliense Cambess SAF + - + + - - -
Caraipa densifolia Mart. SAF + + + + - - -
Anacardium giganteum SAF + - + + - R R
W.Hancock ex Engl.
Anacardiaceae Anacaurdium occidentale L. SNC - + + - - B
Tapirira obtusa (Benth.) SAF - + + _ R N
J.D.Mitch.
Simaroubaceae Simarouba versicolor A.St.-Hil. SNC + - + + - - -
Qualea parviflora Mart. SNC + - + | + - - -
Vochysiaceae Vochysia rufa Mart SNC + - + + - - -
Vochysia haenkeana Mart SNC + - + + - - -
Trattinnickia burserifolia Mart. SAF + - + + - - -
Burseraceae Dacryodes microcarpa Cuatrec. SNC + - + + - - -
Protium ovatum Engl. SNC + - + + - - _
Myrcia splendens (Sw.) DC. SNC - + + + - - -
Myrcia guianensis (Aubl.) DC. SAF - + + + - - N
Myrtaceae Myrcia sylvatica (G.Mey.) DC. SAF - + |+ |+ - - -
Myrcia citrifolia (Aul.) Ubr SNC - + + + B - _
Eugenia Punicifolia (Kunth) DC. SAF - + + + - - -
Xylopia sericea A.St.-Hil. SAF - + + + R N N
Xylopia frutescens Aubl. SAF - + + + R N N
Xylopia aromatica (Lam.) Mart. SNC - + + + - - -
Annonaceae - -
Bocageopsis mattogrossensis SAF - + + + - - -
(R.E.Fr)
Guatteria discolor R.E.Fr. SAF - + + + _ - _
Primulaceae Cybianthus fulvopulverulentus SNC - + + + - N
(Mez)
Ladenbergia amazonenses Ducke SAF - - + | + + + -
Pagamea guianensis Aubl. SAF - - + + + - -
Rubiaceae Paga_mea thyrsiflora Spruce ex SNC - - + + + - -
Ferdinandusa chlorantha (Wedd.) | SNC - - + + + - -
Standl.
Ferdinandusa elliptica (Pohl) Pohl | SAF - -+ |+ + - -
Hancornia speciosa Gomes SNC - - + + - + -
Aspidosperma macrocarpon Mart. SNC - - + + - + N
Apocynaceae Aspidosperma sp. SAF - - + + R T N
Himatanthus articulatus (Vahl) | SAF - -+ |+ - + -
Woodson
Inga heterophylla Willd. SAF - - + |+ - - +
Fabaceae Inga alba (SYV.) Willd. SAF - - + | + - - T
Inga vera Willd. SAF - - + + _ N T
Inga acreana Harms SAF - - + + N R T
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Vatairea macrocarpa (Benth.) SNC - - + | + - - -
Ducke
Parkia cachimboensis H.C. SNC - - + | + - - -
Hopkins
Andira cujabensis Benth. SNC - - - - -
Tachigali vulgaris L.G.Silva & SAF - - - - -
H.C.Lima
Tachigali subvelutina (Benth.) SNC - -+ |+ - - -
Chamaecrista dumalis (Hoehne) SNC - - + + + - -
H.S.Irwin
Mouriri guianensis Aubl. SAF - - + | + - - -
Mouriri cf. pusa Gardner SAF - - + | + - - -
Miconia poeppigii Triana SAF - - + | + - - -
Miconia holosericea (L.) DC. SAF - - + | + - - -
Miconia cuspidata Naudin SAF - - + | + - - -
Melastomataceae —— - -
Miconia albicans (Sw) Triana SAF - - + | + - - -
Micconia rubiginosa (Sw) (Bonpl) | SAF - -+ |+ - - -
Miconia lepidota Shrank & Mart. | SAF - - + + - - -
ex DC
Macairea radula (Bonpl.) DC SNC - - + + B _ -
Byrsonima chrysophylla Kunth SNC - - + + - - -
Malpighyaceae | Byrsonima verbascifolia (L.) DC. SAF - - + | + - - -
Byrsonima crassifélia (L.) Kunth SAF - - + + - - _
Ixonanthaceae Ochthocosmus barrae Hallier f. SAF - - + | + - + -
Aracaceae Oenocarpus distichus Mart. SAF - - + | + - - -
Maprounea guianensis Aubl SNC - - + + - - _
Euphorbiaceae | Alchornea discolor Poepp SNC - -+ |+ - - -
Manihot caerulescens Pohl SNC - - + | + - - -
Humiria balsamifera (Aubl.) A.St.- | SNC - - + + - + -
Humiriaceae Hil.
Sacoglottis mattogrossensis Malme | SAF - - + | + - + -
Licania egleri Prance SNC - - + + R N N
Chrysobalanaceae | Licania cf. apetala (E.Mey.) SAF - - + | + - - -
Fritsch
Pentaphylacaceae | Ternstroemia dentata (Aubl.) Sw. SAF - - + + - - -
Loganiaceae Bonyunia antoniifolia Progel SAF - - + + - + -
Moraceae Ficus cf. mathewsii (Miq) Miq. SNC - -+ |+ - + -
Proteaceae Roupala montana Aubl. SAF - - + + - - -
Marcgraviaceae | Norantea guianensis Aubl. SNC - - + + i - _
Erythroxylaceae | Erythroxylum anguifugum Mart. SNC - - + + - - N
Bignoniaceae Fridericia cinnamonea (DC.) L.G. SNC - - + + - - N
Lohmann
Pentaphylacaceae | Ternstroemia dentata (Aubl.) Sw. SAF - - + + - - -
Icacinaceae Emmotum nitens (Benth.) Miers SNC - - + + - - -
Sapotaceae Chrysophyllum sp. SNC - - + + - + -
Polygalaceae Bredemeyera sp. SNC - - + + - - -

Legenda: (SAF) - Savana Amazodnica de Alta Floresta; (SNC) Savana Amazénica de Nova Canda do Norte; DT —
Ducto secretor; CV — Cavidade secretora; ID — Idioblastos; TC — Tricomas; CO — Coléter; LA —
Laticiferos; NC — Nectarios.



