Resumo

Philodendron adamantinum é uma espécie rupicola de distribuicdo restrita, polinizada pelo
besouro Erioscelis emarginata. Essa espécie apresenta diversas caracteristicas que favorecem
a cantarofilia, como liberacdo de odor envolvida na atracéo do polinizador; termogénese; tecido
nutritivo; protoginia e a presenca de camara que abriga os polinizadores. A liberacdo de resina
na inflorescéncia, caracteristica exclusiva do género, também auxilia no processo de
polinizacdo. Em busca de maior compreensdo da complexa interacdo entre P. adamantinum e
seu polinizador especifico, a relagdo entre estrutura e funcionamento dos osmoforos, tecido
nutritivo e canais secretores de resina foram explorados neste trabalho. Os osmoforos séo
formados por células secretoras dispersas na regido apical estéril dos estames e no apice dos
estaminodios. Os estaminddios apresentam reserva lipidica que é, em sua maior parte, utilizada
nos processos de termogénese e liberacdo de odor. O restante da reserva, bem como as células
com citoplasma denso, ricas em compostos estruturais, sdo utilizados pelo besouro como
recurso nutritivo. Somada a oferta nutritiva, a localizagdo dos estaminddios no interior da
camara, além de manter os besouros na inflorescéncia até a liberacdo do polen, auxilia na
protecao das partes férteis, evitando o consumo destas pelos polinizadores. Os canais de resina
apresentam caracteristicas comuns a essas estruturas observadas em outras espécies. Porém, o
mecanismo de liberacdo de resina para 0 meio externo é descrito pela primeira vez e apresenta
forte correlacdo com a atividade dos polinizadores. O aumento do volume das células do canal,
principalmente da camada subjacente ao epitélio secretor, resulta no aumento da pressao
exercida sobre a resina no lume. A natureza extremamente péctica da parede das células
parenquimaticas proximas ao apice do canal sugere uma rota de abertura. Assim, aliando a
pressdo aumentada a um ponto de fragilidade, a epiderme é rompida e a resina extravasa. As
estruturas estudadas neste trabalho medeiam a interacdo entre P. adamantinum e seu
polinizador exclusivo, participando de uma sequéncia de eventos sincronizada, controlada por

mecanismos precisos, que culmina na polinizacdo dessa espécie.

Palavras chave: Araceae; canais resiniferos; osmoéforos; Philodendron; tecido nutritivo;

ultraestrutura celular.



Abstract

Philodendron adamantinum is a rupiculous species of restricted distribution, pollinated by
beetles Erioscelis emarginata. This Araceae species presents several traits that favour
cantharophily, such as release of attractive scents; thermogenesis; nutritive tissue; protogyny
and the presence of sheltering chamber for pollinators. The release of resin in the inflorescence,
which occurs exclusively in Philodendron, also assists in the pollination process. Searching for
better understand the complex interaction between P. adamantinum and its specific pollinator,
the relationship between structure and function of osmophores, nutritive tissue and resin
secretory ducts were evaluated in this work. The osmophores are composed by scattered
secretory cells in infertile apical region of the stamens and in the apex of staminodes. The
staminodes present lipid reserves that are, in the most part, used in the thermogenesis and scent
release. The beetles use the remaining reserves as well as cells with dense cytoplasm rich in
structural compounds as food source. Added to the nutrient supply, the position of staminodes
into a chamber favors protection the fertile structures against pollinators’ damages and keeps
the beetles in the inflorescence until the pollen release. The resiniferous ducts have typical
characteristics observed in other species. However, the mechanism of resin release to the
external environment is first described in this work and shows strong correlation with
pollinators’ activity. The increase in volume of the cells of duct, especially the adjacent
secretory epithelium layer, results in increased pressure on the resin in the lumen. The very high
pectic nature of the wall of parenchyma cells near the apex of the duct suggests a route for duct
opening. Thus, combining increased pressure to a weakness point, the epidermis is ruptured and
the resin overflows. The structures studied in this work mediate the interaction between P.
adamantinum and its exclusive pollinator, participating in a synchronized sequence of events

controlled by precise mechanisms, culminating in the pollination of this species.
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Introducéo geral

A maioria das angiospermas é polinizada por animais (Eriksson & Bremmer 1992). Essa
interacdo é tdo importante que, segundo alguns autores (Eriksson & Bremmer 1992, Bronstein
et al. 2006), contribui de forma efetiva para a diversificacdo desse grupo. A interacdo animal-
planta é usualmente mediada por estruturas secretoras e, considerando a polinizacdo, pode-se
citar a atracdo dos animais por recursos produzidos por tecidos secretores, como néctar, 6leos
essenciais, odores, dentre outros (Simpson & Neff 1981, Pansarin et al. 2009, Détterl &
Vereecken 2010).

A familia Araceae € basicamente polinizada por insetos (Mayo et al. 1997) divididos
principalmente em trés grandes grupos: abelhas, besouros e moscas (Gibernau 2003). Em
espéecies de diversos géneros destacam-se as modificagdes morfoldgicas e a presenca de
estruturas secretoras que medeiam essa interacdo. Em Arum, a epiderme da espata impede que
as moscas escapem da inflorescéncia (Dormer 1960). Em outros géneros, como Dieffenbachia
(Young 1986), ocorre o acimulo de reserva em determinadas regides da inflorescéncia que
funcionam como oferta nutritiva para os polinizadores. Néctar € produzido no estigma de
espécies de Anthurium, Arum e da subfamilia Lasioideae e no conectivo em Spathicarpa (Mayo
et al. 1997). A liberacdo de odor, uma caracteristica marcante para a familia, foi relatada em
espécies de diversos géneros (Knudsen et al. 1993, Kite & Hetterscheid 1997, Buzgo 1998,
Gibernau et al. 1999, 2000, Gibernau & Barabé 2002, Miyake & Yafuso 2003).

A familia Araceae possui ampla distribuicdo predominantemente tropical, mas cerca de
10% dos géneros estendem-se as zonas temperadas do norte (Mayo et al. 1997). Compreende
aproximadamente 107 géneros e 2.500 espécies de plantas herbaceas e trepadeiras (Grayum
1990), sendo Philodendron o segundo maior, com aproximadamente 700 espécies (Croat 1997).
O género ¢ restrito ao novo mundo, distribuido do norte do México ao sul do Uruguai (Mayo
et al. 1997). Philodendron é dividido em trés subgéneros, Meconostigma composto por 20
espécies (Mayo 1991, Croat et al. 2002, Goncalves & Salviani 2002), Philodendron pela maior

parte das espécies e Pteromischum por 87 espécies (Grayum 1996).

Philodendron adamantinum Mart. ex Schott pertencente ao subgénero Meconostigma,
é uma planta rupicola (Fig. 1A) de ambientes montanhosos da Serra do Espinhaco, restrita a
regido de Diamantina, Minas Gerais (Mayo 1991). Ainda segundo autor, a especie apresenta
inflorescéncia com espata verde na superficie abaxial e branco-cremosa na superficie adaxial

(Fig. 1B). A espéadice contém trés zonas distintas: estaminadas fértil e estéril e pistilada, sendo
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a segunda ligeiramente maior do que a primeira, caracteristica do subgénero. Segundo Pereira
et al. (2014), a espécie é protoginica, ndo permitindo a autopoliniza¢do, dado que em um

individuo ndo ocorrem duas inflorescéncias abertas ao mesmo momento.

Estudos realizados por Pereira et al. (2014) abrangendo a biologia floral de
Philodendron adamantinum permitiram a escolha dessa espécie como objeto de estudo e
facilitaram o direcionamento das coletas. A ocorréncia de populagéo relativamente grande na
regido de coleta também foi determinante nessa escolha, visto que a espécie apresenta poucas
inflorescéncias por individuo e em diferentes estadios de desenvolvimento num dado momento
(Fig. 1B).

Figura 1. Individuos de Philodendron adamantinum. (A) Habito rupicola. (B) Inflorescéncias em diversas fases
de desenvolvimento.

Estudos sobre a polinizacdo em Philodendron mostram grande similaridade entre as
espécies. Pereira et al. (2014), observaram que em Philodendron adamantinum Mart. ex Schott
0 besouro Erioscelis emarginata, escarabeideo da subfamilia Dynastinae, é atraido pelo odor
liberado pela planta, permanecendo na camara formada pela espata até o dia posterior, onde se
alimentam de estaminddios. Durante o fechamento da espata, 0s besouros sdo expulsos da
camara e cobertos por resina concomitantemente liberada na espata. Essa resina adere graos de
polen ao corpo do animal (Fig. 2), que atraido para inflorescéncias de outros individuos com o
estigma receptivo, completa a polinizacdo. Gibernau et al. (1999, 2000), Gibernau & Barabé

(2002) e Maia et al. (2010) verificaram que a polinizacdo ocorre dessa forma em P.



solimoesense, P. melinonii, P. squamiferum e P. acutatum respectivamente, mesmo sendo 0s

polinizadores de espécies diferentes.

1% day 2" day

07h00 - 09h00 18h30-21h00 07h00 11h00 - 12h30 15h30 - 16h30 18h00

Opening of the spathe Pistillate flowers are receptive, Beetles inside the floral cham- Exudation of resin Liberation of pollen Beetles leave the inflorescences
peak of thermogenesis, beetles ber
arrive at the inflorescences

Figura 2. Série de ocorréncias durante a fase sexualmente reprodutiva de Philodendron adamantinum, imagem
extraida de Pereira et al. (2014).

O Parque Estadual do Rio Preto — PERP localizado no municipio de S&o Gongalo do
Rio Preto — MG (Fig. 3), foi criado em 1994 com o objetivo de proteger a nascente do Rio
Preto. Inserida na cadeia do Espinhaco no bioma Cerrado, a reserva apresenta relevo acidentado
onde os afloramentos quartiziticos sobressaem e a vegetacdo € composta por um mosaico de
formacOes campestres, campo limpo e rupestre, formagdes savanicas, florestas ciliares e areas
com floresta estacional semidecidual (IEF 2004). Nesse parque sdo encontradas diversas

populacdes de Philodendron adamantinum, espécie objeto deste estudo.
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Figura 3. (A) Vista do Parque Estadual do Rio Preto — PERP. (B) Localizacdo e delimitagdes do PERP; imagem
obtida por meio do Google Earth, com modificagdes.

A interacdo mutualistica entre planta e polinizador, mediada por substancias volateis e
pela presenca de tecido nutritivo, é um interessante objeto a ser estudado devido as implicacdes
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evolutivas e ecoldgicas que o tema contempla. Para compreender a dindmica da relacdo entre
Philodendron adamantinum e Erioscelis emarginata, foi proposto nesta dissertacdo o estudo
das estruturas secretoras relacionadas a atracdo e os recursos alimentares utilizados pelo

polinizador.

O papel ecoldgico das secre¢des e sua composi¢do quimica sao amplamente abrangidos
em estudos (Schiestl & Daétterl 2012, Vega et al. 2014), porém a organizagdo estrutural de
tecidos secretores &, muitas vezes, negligenciada. Entender as caracteristicas morfologicas
dessas estruturas é fundamental para a elucidacao de seus aspectos funcionais e das interacGes

ecoldgicas nas quais estdo envolvidas.

Estudos estruturais e a importancia da relagdo mutualistica entre Philodendron
adamantinum e potenciais polinizadores podem contribuir para a compreensao das relacdes
entre coledpteros e plantas cantarofilas. Em estudos recentes Pereira et al. (2014) identificaram
os volateis produzidos pelas inflorescéncias de P. adamantinum reforgando a necessidade dos
estudos estruturais. O conhecimento da composi¢do quimica da secre¢do, por outro lado,
possibilita a correlagdo entre aspectos da estrutura celular e sintese dessas substancias,

auxiliando a compreensdo das atividades bioldgicas envolvidas nesse processo.
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Capitulo |

Desvendando os osmoforos em Philodendron adamantinum (Araceae) como meio de

compreender a interacdo com polinizadores
Resumo

O osmoforo de Philodendron adamantinum é de suma importancia na reproducdo dessa espéecie
cantardfila, uma vez que o polinizador exclusivo é atraido pelos compostos volateis emitidos
pelas inflorescéncias. Nessa espécie, como em diversas outras, 0 osméforo ndo apresenta uma
identidade morfoldgica definida, o que dificulta sua localizacdo e, consequentemente,
desestimula estudos estruturais. Diversas abordagens foram aplicadas para localizagdo e
compreenséo do funcionamento do tecido secretor. Um teste sensorial foi utilizado, permitindo
restringir as demais andalises aos estames, férteis e estéreis, locais de producdo de odor. As
analises estruturais, ultraestruturais e histoquimicas foram realizadas por meio de técnicas
usuais. Na porc¢do distal dos estames férteis e estaminddios as células epidérmicas sao papilosas
e, de modo semelhante as células parenquimaticas dessa regido, apresentam caracteristicas
secretoras. Ainda nessa porcdo, ocorre o acumulo de reservas lipidicas, consumidas
concomitantemente a liberacdo de odor. Nas células de citoplasma denso, a composicao de
organelas é compativel com a atividade secretora, destacando-se mitocondrias e plastidios em
maior nimero, além de reticulo endoplasmatico liso e alguns dictiossomos. O teste com solucéo
de vermelho neutro se mostrou ineficiente na deteccdo de osmdéforos de P. adamantinum,
evidenciando a fragilidade dessa técnica. Os osmdforos estdo localizados na porcéo apical
estéril dos estames férteis e em regido correspondente nos estaminodios. A provavel particdo
da energia acumulada entre os processos de termogénese e liberacdo de odor sugere que a regido
estaminada fértil € mais efetiva na sintese e liberacdo dos compostos volateis. Os dados obtidos,
principalmente a identificacdo da localizacdo dos osmdforos, podem servir como estimulo a
outros estudos em especies relacionadas, permitir comparacdes futuras e estabelecer padrdes

morfofuncionais.

Palavras chave: Araceae; interacdo inseto-planta; osmoéforos; polinizacdo; ultraestrutura

celular



Introducéo

Os odores emitidos pelos osmo6foros atuam na atracdo de polinizadores, dispersores e
predadores de herbivoros (Gang 2005) e na repeléncia de potenciais herbivoros (Chapman et
al. 1981). Segundo Vogel (1963) os osmdforos diferem de outras glandulas secretoras pela

localizag&o, o produto liberado, duragéo da atividade e estrutura anatbmica.

Diversos estudos quimicos e ecoldgicos foram realizados tendo como objeto os
osmoforos e a secrecdo por eles produzida (Chapman et al. 1981, Huber et al. 2005, Vega et al.
2014). Porém, pouca informac&o € encontrada na literatura em relacdo aos aspectos anatdmicos,
devido principalmente a dificuldade de localizacdo dessa estrutura secretora. Os poucos estudos
estruturais sdo, em sua maioria, restritos a familia Orchidaceae (Wiemer et al. 2009, Melo et
al. 2010).

Osmdforos sdo encontrados em algumas gimnospermas e apresentam distribuicao
ampla entre as angiospermas (Knudsen et al. 1993), dentre as quais ocorrem em maior
frequéncia em monocotileddneas e, apds Orchidaceae, Araceae € 0 grupo mais importante em
relacdo a essas estruturas (Vogel 1963). Embora a emisséo de odores tenha sido relatada para
Philodendron (Gibernau et al. 1999, 2000, Gibernau & Barabé 2002, Maia et al. 2010),
inexistem estudos morfoldgicos que permitam sequer localizar com precisdo as estruturas

produtoras de volateis nesse género.

Diversas espécies cantarofilas possuem osmoforos, constituindo uma marcante
caracteristica dessa sindrome (Gottsberger 1977). A polinizacdo por besouros é amplamente
encontrada em Araceae (Gibernau 2003) bem como em familias basais (Pijl 1960). As espécies
dessas familias apresentam caracteristicas semelhantes que, em conjunto, sdo responsaveis pela
atracdo e manutencdo do polinizador caracterizando a sindrome de cantarofilia. Nas espécies
de Philodendron, apesar de receberem varios visitantes florais, a polinizacdo é realizada por

grandes coledpteros (Croat 1997).

A familia Araceae compreende aproximadamente 107 géneros e 2.500 espécies
(Grayum 1990), sendo Philodendron o segundo maior género, com aproximadamente 700
espécies (Croat 1997). As inflorescéncias das espécies de Philodendron apresentam peddnculo
curto e espatas persistentes que se abrem do &pice para a base, fechando-se logo apos a liberagéo
do polen. A espadice apresenta flores aclamideas pistiladas na base e estaminadas no apice,
sendo a regido estaminada frequentemente dividida em fértil e estéril (Mayo 1991).
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Em Philodendron adamantinum Mart. ex Schott, espécie rupicola endémica da Serra do
Espinhaco, Minas Gerais (Mayo 1991), diversas caracteristicas compativeis com a cantarofilia,
tais como liberacdo de odor para atracdo do polinizador; termogénese; tecido nutritivo;
protoginia e a presenca de camara formada pela espata, utilizada como local de acasalamento
séo observadas (Pereira et al. 2014). Segundo esses autores, a polinizacdo em P. adamantinum
é realizada exclusivamente pelo besouro Erioscelis emarginata, escarabeideo da subfamilia
Dinastinae, que é atraido pela liberacdo de substancias volateis durante o primeiro pico de

termogénese.

O papel do odor liberado pelos osmoforos na atragdo do Unico polinizador observado
em P. adamantinum € imprescindivel para a reproducdo dessa espécie de distribuicdo bastante
restrita. Sendo os osmaoforos estruturas inconspicuas em P. adamantinum, como na maioria dos
casos, uma abordagem anatbmica se faz necessaria para localizacdo e compreensdo do
funcionamento do tecido secretor. Assim, buscando compreender a interagdo entre P.
adamantinum e seu polinizador, este trabalho teve por objetivos determinar a localizagéo e
proceder a andlise estrutural e ultraestrutural dos osmoforos, de modo a compreender seu

funcionamento.

Materiais e métodos

Coleta

As amostras de Philodendron adamantinum Mart. ex Schott foram coletadas no Parque
Estadual do Rio Preto, localizado no municipio de Sdo Gongalo do Rio Preto, MG.
Inflorescéncias em diversos estadios de desenvolvimento, de acordo com a necessidade de cada

analise, foram localizadas em diferentes populacdes distribuidas pelo parque.

As coletas foram realizadas de novembro a janeiro, durante o periodo reprodutivo de P.

adamantinum, ao longo dos anos de 2012, 2013 e 2014.

Material testemunho foi depositado no herbario BHCB do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG sob o nimero 161786.
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Teste sensorial

Duas inflorescéncias recém-abertas foram dissecadas de modo a permitir a separacao
das seguintes porcdes: espata e espadice, sendo que desta foram removidas as flores deixando
apenas o eixo floral. Assim foram obtidas amostras contendo espata, eixo da inflorescéncia,
flores estaminadas férteis, flores estaminadas estéreis e flores pistiladas. Cada amostra isolada
foi transferida para um recipiente que permaneceu fechado durante duas horas, apds esse
periodo o recipiente foi aberto para deteccdo da fragrancia. Imediatamente os recipientes foram
fechados e, dessa forma permaneceram por vinte e quatro horas para confirmar a presenca de

odor.

Analise estrutural e natureza da secrecao

Os resultados obtidos no teste sensorial indicaram as fontes de odor, sendo assim, as

andlises seguintes foram procedidas apenas nas regides estaminadas férteis e estéreis.

Trés inflorescéncias foram coletadas e, de acordo com a liberacdo de odor, cinco
estadios de desenvolvimento foram definidos: (1) aproximadamente cinco dias antes (inicio da
abertura da espata); (2) oito horas antes (manha de abertura total da espata); (3) durante a
liberacéo de odor; (4) 24 horas apds (deiscéncia das anteras); (5) 36 horas apds (quando a espata
se encontra fechada novamente). Amostras de estames férteis e estaminddios, todas contendo
tecido do eixo da inflorescéncia, foram processadas para estudos sob microscopia de luz e testes

histoquimicos.

As amostras foram submetidas a vacuo em solucdo de Karnovsky pH 7,2 em tampao
fosfato 0,1M (Karnovsky 1965) e fixadas por 24 horas. Posteriormente, o material foi
desidratado em série etilica (Johansen 1940) e submetido a pré-infiltracdo e infiltragdo em
resina sintética (2-hidroxi-etil-metacrilato) (Leica®). SeccbGes de 6um de espessura foram
obtidas em micrétomo rotativo, coradas com solu¢do de azul de Toluidina, pH 7,4 (O’Brien et
al. 1964), contra coradas com solucao de vermelho de ruténio, dispostas em laminas e montadas
em Entellan® para fotodocumentacéo e estudo sob microscopia de luz.

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em
amostras da regido estaminada fértil de inflorescéncias em aproximadamente dez dias antes e
durante a liberacdo de odor, fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampédo fosfato 0,1 M,

desidratadas em série etilica crescente ate o ponto critico em CO: liquido, metalizadas com ouro
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(Robards 1978) e observadas em microscopio eletrnico de varredura Quanta 200 (FEI
Company, Eindhoven, Netherlands), a 12-20 kV.

Testes histoquimicos foram empregados tanto em amostras fixadas em solucdo de
Karnovsky e seccionadas a mao livre com lamina inox quanto em material incluido em resina
e seccionado em micrétomo rotativo. Os seguintes testes foram realizados: Lugol para
identificacdo de amido (Johansen 1940); NADI para terpenos (David & Carde 1964); solucédo
aquosa de cloreto férrico a 10% para compostos fendlicos (Johansen 1940); solucdo aquosa de
vermelho de ruténio a 0,02% para deteccdo de compostos pécticos (Jensen 1962); Sudan red B

para lipidios em geral (Brundrett et al. 1991).

Para localizagdo de tecidos metabolicamente ativos duas inflorescéncias contendo a
espata foram coletadas no estadio correspondente a liberacdo de odor. Ambas foram totalmente
imersas em solucdo aquosa de vermelho neutro 0,01% por 24 horas (Vogel 1963). Apos esse
periodo, as inflorescéncias foram retiradas e analisadas a olho nu. As espadices foram

seccionadas para observacgéo dos tecidos internos.

Analises ultraestruturais

Considerando os resultados obtidos na andlise de odor, as analises em microscopia
eletronica de transmissdo (MET) foram focadas principalmente nos estames férteis, sendo
analisadas apenas algumas amostras dos estéreis. Amostras das porc¢des apicais dos estames
foram coletadas no inicio da abertura da espata, estadio correspondente a aproximadamente
cinco dias antes da liberacdo de odor, duas horas antes e durante a liberagcdo. Os fragmentos
obtidos foram fixados em solugdo de Karnovsky pH 7,2 em tampé&o fosfato 0,1M (Karnovsky
1965) por 24 horas, p6s-fixados em tetréxido de 6smio 1% (tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,2) por
duas horas, lavados em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,2), desidratados em série etilica e
infiltrados em resina Araldite® (Roland 1978). As seccdes ultrafinas de 50nm obtidas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em microscopio

eletrénico de transmissao a 80 kV.
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Resultados

Localizacéo, organizacao estrutural e natureza da secrecdo

Forte odor de fruto maduro foi detectado nos fragmentos da regido estaminada fértil e,
em menor intensidade, na regido estaminada estéril no teste sensorial. Nas demais regides da
inflorescéncia — eixo e flores pistiladas, bem como na espata, o odor néo foi percebido. Durante
esse teste observou-se, ainda, a condensacdo de goticulas nos recipientes contendo as porcoes

estaminadas fertil e estéril, evidenciando a ocorréncia de termogénese nessas regides.

A zona estaminada fértil, localizada no &pice da inflorescéncia (Fig. 1A), possui
numerosos estames obpiramidais e justapostos (Figs. 1A-B). Cada estame, revestido por
epiderme unisseriada, apresenta uma antera biteca e tetraesporangiada (Figs. 1B-C) que
apresenta deiscéncia longitudinal. Esses estames apresentam apenas um feixe vascular que
parte do eixo da inflorescéncia e sua secdo distal coincide com o &pice dos esporangios,

destacando uma porcao apical estéril (Figs. 1B, D).

Nessa porcao as células epidérmicas sdo papilosas e formam a superficie exposta da
espadice (Figs. 1E-F). Os estbmatos sdo encontrados ao longo de toda a superficie do estame.
No &pice, por ocasido da emissdo de odores, observa-se que 0s estdbmatos apresentam poros
obstruidos por substancia amorfa, que se espalha por entre as papilas (Fig. 1G). Na lateral dos
estames, a epiderme apresenta células com face periclinal externa plana, ou seja, as papilas
estdo ausentes. A epiderme ndo papilosa apresenta células com vactolo amplo, no qual se

acumulam substéancias de natureza fenolica (Fig. 1C).

As células parenquimaticas sdo globosas com paredes delgadas e, algumas, apresentam
rafides ou drusas, principalmente na porcao apical dos estames (Fig. 1D). Antes da termogénese
0s estames apresentam regides de células com caracteristicas secretoras, como citoplasma
denso, ndcleo conspicuo e vacuoma pouco desenvolvido, entremeadas por células vacuoladas
que armazenam substancias fendlicas (Figs. 1D, H). Apds a termogénese as primeiras células
se tornam vacuoladas, porém desprovidas de substancias fendlicas (Fig. 11). Na porgé&o apical
estéril do estame, reentrancias sdo observadas, acima do estdmio. Nessas reentrancias ocorre

concentracdo das células com caracteristicas secretoras (Figs. 1D, H).
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Figura 1. Estames férteis de Philodendron adamantinum. (A) Esquema representando a distribui¢do dos tipos
florais na espadice: na regido apical flores estaminadas férteis; na regido mediana os estaminddios e na basal as
flores pistiladas. (B) Seccdo longitudinal destacando a regido da antera, exibida em corte transversal na figura (C)
e a porc¢do apical estéril, onde se acumulam substancias fendlicas em parte das células parenquimaticas, em corte
transversal na figura (D), seta aponta Unico feixe vascular. (C) Seccdo transversal na regido da antera, mostrando
0s microsporangios e, indicado pela seta, o feixe vascular; perceber a auséncia de papilas nas células epidérmicas.
(D) Secgdo transversal da porcéo apical estéril, notar epiderme papilosa e auséncia de vascularizago, setas brancas
destacam as reentrancias onde se acumulam células com citoplasma denso, setas pretas indicam idioblastos
contendo cristais. (E) Imagem lateral de estames exibindo epiderme papilosa na porcao distal e lisa nas laterais.
(F) Superficie apical dos estames mostrando epiderme papilosa homogénea. (G) Detalhe de estdmato localizado
na superficie do estame, setas indicam secrecdo, notar a ornamentacédo cuticular. (H-1) Reentrancias da porgao
apical estéril. (H) Oito horas antes da liberacéo de odor, notar as células com caracteristicas secretoras. (1) 24 horas
apos a liberacéo de odor, observar intensa vacuolizagdo nas células.

Nos estames férteis a presenca de amido foi observada apenas no periodo anterior ao
primeiro pico de termogénese, no tecido fundamental (Fig. 2A) e em algumas células

epidérmicas. Durante o primeiro pico de termogénese esse amido € consumido (Fig. 2B).

Gotas lipidicas dispersas no citoplasma foram observadas nas células da porcéo apical
estéril (Figs. 2C-D). Durante o primeiro pico de termogénese esses lipidios desaparecem (Fig.
2E) de modo a estarem ausentes nos estadios posteriores (Fig. 2F). Essa fracdo lipidica é
composta, pelo menos em parte, por terpenos, evidenciados pelo teste NADI.
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Figura 2. Testes histoquimicos realizados na por¢do apical estéril dos estames férteis de Philodendron
adamantinum. (A-B) Teste de Lugol em seccOes transversais do parénquima. (A) Oito horas antes da emissao
intensa de odor. (B) Durante a liberacdo de odor. (C-F) Teste Sudan Red. (C) Seccdo longitudinal do apice do
estame evidenciando o acimulo de substancias lipidicas na porcdo apical estéril. (D-F) Sequéncia de sec¢des
transversais da regido proxima a epiderme exibindo o consumo da reserva lipidica. (D) Oito horas antes da
liberagdo de odor, notar as goticulas de reserva lipidica dispersas no citoplasma. (E) Durante a liberacéo de odor,
observar consumo parcial. (F) 24 horas apds a liberacdo de odor evidenciando a exaustdo da reserva. (G)
Inflorescéncia submetida & imersdo em vermelho neutro, notar resultado positivo apenas na espata e nas flores
pistiladas indicadas pela seta preta.

Ap0s 24 horas de imersdo das inflorescéncias em solucéo de vermelho neutro observou-
se que os apices das flores pistiladas e a face adaxial da espata coraram intensamente. As regifes
estaminadas fértil e estéril ndo apresentaram alteracdo de cor (Fig. 2G), tampouco o eixo da
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inflorescéncia. A espadice foi seccionada longitudinalmente para visualizacdo dos tecidos

internos que também nédo foram corados.

Os estaminddios apresentam estrutura anatdmica bastante semelhante aquela observada
nos estames férteis (ver capitulo 2) Assim, sendo a emissdo de volateis mais intensa na por¢éo
estaminada fértil da inflorescéncia, apenas estames dessa porcao foram descritos em detalhe
neste capitulo.

Organizacao ultraestrutural

Na porcéo apical estéril dos estames férteis, o tecido fundamental apresenta tanto células
de citoplasma denso e rico em organelas, quanto células vacuoladas e fenolicas (Fig. 3A). Nas
células com substancias fendlicas o vactolo ocupa grande proporcao do lume celular, ficando
o citoplasma, pobre em organelas, limitado a uma estreita faixa comprimida junto a parede
celular (Fig. 3A).

As células de citoplasma denso apresentam alta populacao de organelas e o vacuoma é formado
por diversos vacuolos pequenos, no interior dos quais nota-se a presenca de substancia amorfa
(Fig. 3A), provavelmente lipidios. Nessas células o nucleo é evidente, com nucléolo conspicuo
(Fig. 3B); a parede é bastante delgada e podem ser observados plasmodesmos comunicando
células adjacentes (Fig. 3C). No citoplasma, além dos vaclolos, observam-se plastidios,
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico liso e dictiossomos, dentre as organelas mais
representativas (Figs. 3B-C). Os plastidios apresentam sistema de membranas pouco
desenvolvido, estroma denso e inimeros plastoglobulos; graos de amido podem ser observados
em algumas dessas organelas (Figs. 3B-C). Os dictiossomos, pouco numerosos, apresentam
poucas cisternas e ndo ha indicios de producdo de vesiculas. Merece destaque o elevado nimero
de mitocdndrias, dispersas por todo o citoplasma, que apresentam cristas muito desenvolvidas
(Fig. 3D).
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Figura 3. Células secretoras durante a emissdo de odor em estames férteis e estaminddios de Philodendron
adamantinum. (A-G) Estames férteis. (A) Células secretoras mostrando citoplasma denso, seta aponta vactolo
central repleto de contetido fendlico, pressionando o citoplasma para a periferia. (B) Célula evidenciando grande
populacdo de organelas, principalmente amiloplastos e mitocéndrias, seta destaca plastoglobulos, notar plastidios
com sistema de tilacoides ausente. (C) Conexao entre duas células por campo de pontoacdo indicado pela seta
preta, setas brancas destacam numerosos plastoglébulos. (D) Populacdo de mitocondrias mostrando cristas bem
desenvolvidas. (E-G) Sequéncia do processo de transformacéo de plastidios em vacuolos. (E) Plastidio normal no
canto superior €, no canto inferior, outro com contetido ja modificado, em detalhe, membranas duplas de ambas
as estruturas. (F) Estadio intermediario da transformacéo de plastidios em vacuolos (G) Vacutolo formado, sendo
possivel reconhecer a origem plastidial devido a presenca de plastoglobulos indicados pelas setas. (H-I)
Estaminddios. (H) Vesiculas fusionadas ao vactolo incorporado a membrana plasmatica, liberando contetido para
0 espago periplasmatico. (1) Célula epidérmica exibindo populagdo de organelas semelhante as demais células
secretoras. di - dictiossomo; mi - mitocondria; nu - ndcleo; pl - plastidio; re - reticulo endoplasmatico; va -
vacuolo.
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Durante a liberagdo de odor, observa-se em alguns plastidios sinais da hidrolise de
amido e forte reducdo na densidade do estroma (Fig. 3E). Nesse estadio, essas organelas perdem
a dupla membrana, o sistema de membranas internas se desfaz e a organela passa por uma
alteracdo de contorno, expandindo-se de forma ameboide (Figs. 3E-F). Na sequéncia desses
eventos, o plastidio em transformacéo pode ainda ser reconhecido, sobretudo pela presenca dos
plastoglobulos; as membranas internas desaparecem e o estroma torna-se ainda mais rarefeito
(Fig. 3F). Notam-se indicios da fusdo entre plastidios (Fig. 3F) e, em algumas ceélulas,
plastoglobulos no interior dos vacuolos (Fig. 3G). Por todo o citoplasma, fusdes entre pequenos
vacuolos podem ser observadas e, ndo raro a fusdo de vactolo com a membrana plasmaética,
quando ocorre o extravasamento do contetido vacuolar para o espaco periplasmatico e espacos
intercelulares (Fig. 3H).

As celulas epidérmicas papilosas, dispostas no apice dos estames, apresentam
composicdo de organelas semelhante a observada nas células do tecido fundamental; elevada
populacdo de mitocéndrias, plastidios e pequenos vactolos (Fig. 31). Nessas células a parede
celular periclinal externa mostra-se ligeiramente espessa e lamelada; a cuticula espessa e integra

forma, junto com camadas mais externas da parede, ondulagdes (Fig. 31).

Discussao

A liberacdo de odor detectada no teste sensorial permitiu a constatacdo de que 0s
osmoforos na espécie Philodendron adamantinum estdo localizados nos estames, férteis e
estaminddios. Diversas caracteristicas observadas nessas estruturas reforcam essa observacéo.
Em Lagenandra ovata os osmdéforos também estdo localizados nos estames (Buzgo 1998),

porém o autor ndo realizou analises estruturais que permitam a comparacao.

A ocorréncia de células epidérmicas papilosas na regido do tecido secretor de compostos
volateis foi relatada para vérias espécies (Endress 1984, Sazima et al. 1993, Vogel & Hadacek
2004, Melo et al. 2010), sendo uma caracteristica recorrente que pode ser utilizada como

indicativo da localiza¢do dos osmaforos.

A analise dos compostos volateis de P. adamantinum foi realizada por Pereira et al.
(2014) que constataram como principal constituinte do bouquet o terpenoide diidro-p-ionona.
Segundo esses autores, o (E)-8,9-deidro-4,5-diidrotheaspirona e o eucaliptol também estdo

entre 0s compostos mais abundantes na fragrancia dessa espécie. A natureza terpénica da
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reserva lipidica do apice dos estames foi evidenciada pelo teste de NADI, corroborando o fato

de que essa regido atua como osméforo.

O teste com a solucdo de vermelho neutro utilizado para a localiza¢do de osmoforos ja
foi recomendado por Vogel (1963) concatenado a outros meios, devido a sua inespecificidade,
corando todo tecido com caracteristicas de metabolismo elevado. Porém, no caso da espadice
de P. adamantinum, os tecidos secretores de compostos volateis ndo foram corados por essa
solucdo. Esse fato pode ser atribuido ao impedimento do contato do corante com o tecido
secretor, isolado pela cuticula hidrofobica dos estames e pela presenca de poucos estdmatos,
principalmente na porgao apical dos estames, uma vez que os estdmatos funcionariam como
meio de entrada do corante até os tecidos mais internos. O resultado obtido nas inflorescéncias
de P. adamantinum levaria a conclusdo errdnea de que o osmoforo estaria localizado na espata
e na regido correspondente as flores pistiladas. Assim, nossos resultados indicam gue este teste

deve ser empregado com ressalvas, sobretudo em Araceae.

Mesmo em pequena quantidade, os estbmatos do apice dos estames parecem funcionar
como meio de liberacdo dos compostos volateis. A presenca de secre¢do no poro estomatico e
a auséncia de poros cuticulares nas demais células epidérmicas sdo evidéncias que suportam
essa hipdtese. Estbmatos como meio de liberacdo da secrecdo dos osmdéforos foram observados
em outras espécies (Vogel 1963, Melo et al. 2010).

As células do apice dos estames possuem citoplasma denso, elevada populacdo de
organelas, principalmente mitocéndrias e vacuoma pouco desenvolvido no periodo anterior a
liberacdo de odor. Essas, segundo Fahn (1988), sdo caracteristicas de tecido secretor. Assim
como em P. adamantinum, diversas espécies de Orchidaceae apresentam numerosas
mitocdndrias com cristas bastante desenvolvidas no tecido dos osméforos (Pridgeon & Stern
1983, Curry 1987, Melo et al. 2010). Melo et al. (2010) atribuiram essa caracteristica ao

consumo elevado de energia durante o processo secretor.

Alta densidade de mitocondrias também esté relacionada ao processo de termogénese,
oriundo da respiracdo celular. Segundo Seymour et al. (1983), a termogénese em Philodendron
selloum ocorre nas flores estaminadas, sendo aproximadamente 70% do calor emitido pelas
flores estéreis. Walker et al. (1983) afirmam que essas flores utilizam lipidios como substrato
para a geracdo de calor. Os resultados obtidos neste capitulo indicam que o mesmo ocorre em
P. adamantinum. O compartilhamento dessa caracteristica parece resultar da estreita relacéo

filogenética entre essas espécies, circunscritas ao restrito subgénero Meconostigma (Mayo
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1991). Esse fato corrobora que o maior aporte de compostos volateis seja proveniente dos
estames férteis, j& que parte consideravel dos recursos energéticos dos estaminddios é

consumido na geracéo de calor.

A presenca de plastoglobulos € vista por muitos autores como evidéncia da producéo de
compostos terpénicos (Pridgeon & Stern 1983, Curry et al. 1987). Apesar de estudos recentes
revelarem outras funcOes para essas estruturas, esses estudos ndo descartaram o papel no
metabolismo e armazenamento de substancias lipidicas (Austin et al. 2006, Bréhélin et al. 2007,
Bréhélin & Kessler 2008).

Embora o acimulo de amido nos osmoforos seja relatado em diversos estudos (Garcia
et al. 2007, Wiemer et al. 2009, Melo et al. 2010), sendo inclusive uma caracteristica utilizada
como indicio da localizacdo dessa estrutura, a presenca de amido ndo € universal; Vogel &
Martens (2000) relataram que os osmoforos de espécies do género Arisaema ndo apresentam
reserva de amido e mantém a emissé@o de odor, bem como a temperatura, constantes ao longo
da antese. A presenca de amido nos estames férteis de P. adamantinum esta restrita a fase
imediatamente anterior a termogénese e a liberacdo de odor. Esse amido coexiste com as
substancias terpénicas que, possivelmente, sdo parte do bouquet liberado. Portanto, pode-se
inferir que 0 amido néo participa da sintese dos compostos volateis, sendo consumido em outros

processos metabdlicos.

A abundante vascularizacdo na regido dos osmoforos de Ceropegia elegans foi
relacionada por Vogel (1963) com a necessidade de agua e assimilados durante a producéo e
emissdo dos volateis. A auséncia de vascularizacdo na regido dos osmoforos indica que 0s
recursos utilizados na producéo e liberacdo dos compostos volateis sdo providos pela reserva

acumulada no tecido secretor durante o seu desenvolvimento.

A transposicao do conteudo dos plastidios para o interior de vacuolos foi relatada em
nectarios de Cucumis sativus (Peng et al. 2004) e Hymenaea stigonocarpa (Paiva & Machado
2008). Porém, em ambos os casos o0 plastidio ndo se converte em vactolo como observado nas
celulas do osmoforo de P. adamantinum. No primeiro o plastidio é englobado pelo vactolo e
no segundo ocorre a dissolugdo do envelope e posterior formacdo da membrana do vacuolo.
Peng et al.(2004) sugerem que o néctar € modificado no interior dos plastidios em associacdo
com os vacuolos. A sintese de pelo menos parte dos compostos volateis liberados por P.
adamantinum possivelmente ocorre no interior de plastidios e a transformagao dessas organelas

em vacuolos pode estar relacionada ao transporte da secre¢do para o espago periplasmatico. A
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conversdo de plastidios em vacuolos é claramente demonstrada pela presenca dos
plastoglobulos, antes restritos aos plastidios, no interior dos vacuolos na fase de liberacdo da

secrecao.

A secrecdo dos compostos volateis é, pelo menos em parte, granulocrina, visto que sao
observadas diversas vesiculas incorporadas a membrana plasmatica liberando o contetdo para
0 espaco periplasmético. Esse modo de secrecdo foi observado nos osmaéforos de espécies de
Orchidaceae e Passifloraceae (Pridgeon & Stern 1983, Garcia et al. 2007). Ndo ha grande
acumulo de substancias no espaco periplasmatico, o que segundo Vogel (1983), € comum em
osmaforos, sendo as substdncias volateis sintetizadas durante a liberacdo do odor e néo
armazenadas previamente. A visualizacdo de material no interior dos ostiolos permitiu inferir
gue a secrecdo ndo é liberada na forma gasosa, sendo volatilizada no ambiente externo. Sendo
assim, a geracdo de calor observada na regido estaminada da inflorescéncia seria responsavel

por aumentar a volatilizacdo desses compostos, aumentando a eficiéncia da emisséo de odores.

Reunindo todas as evidencias acima citadas, é possivel afirmar que os osmoéforos de P.
adamantinum se localizam no &pice dos estames férteis e estéreis, regido onde ndo ocorre

vascularizacdo ou a presenca de microsporangios.

Os osmoforos de Philodendron adamantinum, apesar da dificuldade de localizagdo
devido a auséncia de identidade morfoldgica e a ineficiéncia do vermelho neutro, possuem
algumas caracteristicas semelhantes ao comumente encontrado para essas estruturas. Nao é
possivel tracar um paralelo mais especifico ja que inexistem outros estudos anatdbmicos em
grupos proximos. O conhecimento da localizacdo desses osmoéforos pode inspirar novos

trabalhos em espécies relacionadas.
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Capitulo 11

Tecido nutritivo em Philodendron adamantinum (Araceae): estrutura e interagdo com

polinizadores
Resumo

Os estaminddios constituem o Unico recurso nutritivo ofertado pelas inflorescéncias de
Philodendron adamantinum. Analises estruturais, histoquimicas e ultraestruturais foram
realizadas com o objetivo de descrever esses estaminodios e compreender a seletividade do
polinizador por essa estrutura. As zonas estaminada estéril e pistilada estdo inseridas na cAmara
formada pela espata, onde os polinizadores se abrigam. Os estaminddios apresentam face distal
plana, revestida por epiderme papilosa provida de estbmatos. No tecido fundamental adjacente,
células parenquimaticas de citoplasma denso ocorrem em meio as células vacuoladas e
fenolicas. As ceélulas de citoplasma denso apresentam elevada populacdo de organelas,
principalmente mitocondrias. Nessas células observa-se reserva lipidica no interior de
vesiculas, as quais se fundem formando vacuolos. Parte da reserva lipidica € consumida durante
0s processos de termogénese e liberacdo de odores para atracdo dos polinizadores; porém ha
um excedente que, aliado aos componentes estruturais das células, atuam como recurso
nutritivo aos polinizadores. Dada a similaridade estrutural e quimica entre estames funcionais
e estaminodios, a localizacdo dos ultimos no interior da cdmara parece justificar a preferéncia
alimentar dos besouros. A presenca dos estaminddios, além de contribuir para a manutencao
dos polinizadores na inflorescéncia até a deiscéncia das anteras evita a predacdo das estruturas

férteis, contribuindo para o sucesso reprodutivo.

Palavras chave: Araceae; camara floral; cantarofilia; estaminddios; interacdo inseto-planta;

ultraestrutura celular
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Introducéo

Os tecidos nutritivos florais sdo recursos ofertados pelas flores em adicdo ou
substituicdo ao néctar e polen (Simpson & Neff 1981). Segundo Pijl (1960) essas estruturas sdo
caracterizadas por massas de tecido consumidas pelos polinizadores localizadas proximas aos

esporangios.

Vérias sdo as espécies que apresentam modificaces histoldgicas florais acumulando
e/ou secretando nutrientes e servindo de atrativo para polinizadores. Simpson & Neff (1981)
citam bracteas, pétalas e sepalas carnosas, estaminodios, tricomas, corpos de alimentacédo e
outros, presentes em diversos grupos vegetais. Em Annonaceae, por exemplo, as pétalas sdo

grandes e carnosas servindo como alimento para 0s besouros polinizadores (Galastri 2013).

Além da atracdo, os tecidos nutritivos desempenham outro importante papel na
polinizacdo: a manutencdo dos animais nas flores pelo tempo necessario a liberacdo do poélen.
Ao remover os estaminddios que constituem recompensa alimentar em Dieffenbachia
longispatha, Young (1986) observou que os besouros deixaram a planta antes da deiscéncia das

anteras, deixando de atuar como polinizadores.

Poucos estudos foram encontrados na literatura abordando a composicédo da reserva do
tecido nutritivo. A presenca de grdos de amido nas células dos tecidos nutritivos € bastante
citada (Endress 1984, Armstrong & Irvine 1990, Galastri 2013). Young (1986) analisou o tecido
nutritivo presente em estaminddios de Dieffenbachia longispatha demonstrando a relevancia

de proteinas e carboidratos na composicao das reservas.

A polinizacdo por besouros é amplamente encontrada na familia Araceae (Gibernau
2003) bem como em familias basais (Pijl 1960). As espécies dessas familias apresentam
caracteristicas semelhantes que, em conjunto, sao responsaveis pela atragdo e manutengédo do

polinizador caracterizando a sindrome de cantarofilia.

Em Philodendron adamantinum Mart. ex Schott a polinizacdo € realizada
exclusivamente pelo besouro Erioscelis emarginata, escarabeideo da subfamilia Dinastinae.
Esses besouros sdo atraidos até a inflorescéncia ao final da tarde, simultaneamente ao primeiro
pico de termogénese e liberacdo intensa dos compostos volateis. Os besouros adentram a
camara formada pela espata e nela permanecem até o dia posterior, quando a espata inicia o
fechamento expulsando os animais. Durante a permanéncia, os besouros se alimentam dos

estaminodios (Pereira et al. 2014).
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Diversas adaptacGes a polinizacdo por besouros podem ser observadas em P.
adamantinum, dentre as quais se destacam a liberagdo de odor; termogénese; protoginia;
presenca de camara formada pela espata e de tecido nutritivo (Pereira et al. 2014). Essas
caracteristicas foram selecionadas ao longo da evolucéo dos pares envolvidos nessa interacao

inseto-planta e sdo imprescindiveis a reproducdo sexuada dessa espécie.

A oferta de recompensas florais como o0s estaminodios, unico alimento ingerido pelos
besouros durante a fase pistilada (Pereira et al. 2014) é um fator decisivo em um sistema
especifico como Philodendron adamantinum — Erioscelis emarginata. Dados sobre a
composic¢do e a morfologia dos recursos nutritivos sao Uteis para a compreensao da preferéncia

dos polinizadores por essa porcao da inflorescéncia.

Compreender os elementos que medeiam o processo de poliniza¢do em P. adamantinum
pode ser Util na manutencdo e conservacdo dessa espécie de habito peculiar e distribuicdo
restrita bem como auxiliar na compreensdo das relagdes entre coledpteros e espécies
cantarofilas. Assim, este trabalho teve como objetivos proceder a caracterizacdo anatémica e
quimica do tecido nutritivo presente na regido estaminada estéril de P. adamantinum, buscando

entender a seletividade do polinizador.

Materiais e métodos

Coleta

As amostras de Philodendron adamantinum Mart. ex Schott foram coletadas no Parque
Estadual do Rio Preto, localizado no municipio de Sdo Gongalo do Rio Preto, MG.
Inflorescéncias em diversos estadios de desenvolvimento, de acordo com a necessidade de cada

analise, foram localizadas em diferentes populacdes distribuidas pelo parque.

As coletas foram realizadas de novembro a janeiro, durante o periodo reprodutivo de P.

adamantinum, ao longo dos anos de 2012, 2013 e 2014.

Material testemunho foi depositado no herbario BHCB do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG sob o nimero 161786.
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Analise estrutural e composicdo das reservas nutritivas

Fragmentos da regido estaminada estéril contendo parte do eixo da inflorescéncia foram
coletados de trés inflorescéncias e, de acordo com a liberagdo de odor, cinco estadios de
desenvolvimento foram definidos: (1) aproximadamente cinco dias antes (inicio da abertura da
espata); (2) oito horas antes (manhd de abertura total da espata); (3) durante a liberagéo de odor;
(4) 24 horas apos (deiscéncia das anteras); (5) 36 horas ap6s (quando a espata se encontra
fechada novamente). As amostras foram processadas e analisadas em microscopia de luz e

submetidas a testes histoquimicos.

As amostras foram submetidas a vacuo em solugdo de Karnovsky pH 7,2 em tampéo
fosfato 0,1M (Karnovsky 1965) e fixadas por 24 horas. Posteriormente, o material foi
desidratado em série etilica (Johansen 1940) e submetido a pré-infiltracdo e infiltracdo em
resina sintética (2-hidroxi-etil-metacrilato) (Leica®). SeccGes de 6um de espessura foram
obtidas em micrétomo rotativo, coradas com solugdo de azul de Toluidina, pH 7,4 (O’Brien et
al. 1964), contra coradas com solucao de vermelho de ruténio, dispostas em laminas e montadas

em Entellan® para fotodocumentacéo e estudo sob microscopia de luz.

Testes histoquimicos foram empregados tanto em amostras fixadas em solucdo de
Karnovsky e seccionadas & mao livre com ldmina inox quanto em material incluido em resina
e seccionado em micrtomo rotativo. Foram aplicados os seguintes testes: Lugol para
identificacdo de amido (Johansen 1940); NADI para terpenos (David & Carde 1964); solucédo
aquosa de cloreto férrico a 10% para compostos fendlicos (Johansen 1940); solucdo aquosa de
vermelho de ruténio a 0,02% para detec¢cdo de compostos pécticos (Jensen 1962); Sudan red B

para lipidios em geral (Brundrett et al. 1991).

As anélises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em
fragmentos da regido estaminada estéril de inflorescéncias em aproximadamente dez dias antes
e durante a liberacdo de odor. As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampé&o
fosfato 0,1 M, desidratadas em série etilica crescente até o ponto critico em CO: liquido,
metalizadas com ouro (Robards 1978) e observadas em microscépio eletrénico de varredura
Quanta 200 (FEI Company, Eindhoven, Netherlands), a 12-20 kV.

Para microscopia eletrénica de transmissdo (MET), fragmentos do apice dos
estaminodios foram submetidos a vacuo em solugdo Karnovsky pH 7,2 em tampéo fosfato 0,1M
(Karnovsky 1965) e fixados por 24 horas, pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% (tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7,2) por duas horas, lavados em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,2), desidratados
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em série etilica e infiltrados em resina Araldite® (Roland 1978). As secgdes ultrafinas de 50nm
obtidas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em

microscopio eletrénico de transmissdo a 80 kV.

Resultados

Estrutura e composicao da reserva nutritiva

A regido estaminada estéril € encontrada na porcdo mediana da inflorescéncia e esta
quase totalmente imersa no interior da camara formada pela constricdo da espata (Fig. 1A).
Essa regido € composta por estames estéreis, prismaticos e justapostos (Fig. 1B). Esses estames
possuem a superficie lisa, exceto pelo apice, onde papilas sdo desenvolvidas (Fig. 1C). Poucos
estdmatos sdo observados, principalmente na regido papilosa. No momento da liberacdo de
odor, secrecdo amorfa € encontrada no interior dos estdmatos da regido apical e espalhada entre
as papilas proximas (Fig. 1C).

Os estaminddios apresentam trés regides distintas, sendo a distal ndo vascularizada e a
proximal provida de apenas um feixe vascular (Fig. 1D), predominantemente composto por
floema. Entre as duas, no pice do feixe vascular, observa-se uma zona de transicdo. A diferenca
marcante entre essas trés regides é a composicdo das células epidérmicas. Na porc¢do distal, a
maior parte das células sdo papilosas e parte delas acumulam substancias fendlicas. Na regido
de transicdo a quantidade de papilas diminui até que desaparecem por completo na porcédo
proximal. (Figs. 1D-E). Nessa porc¢do todas as células epidérmicas apresentam vactolo com

contetdo fendlico (Fig. 1E).

As células parenquimaéticas da regido fundamental sdo dispostas de modo compacto,
com espacos intercelulares pequenos. Essas células sdo globosas com paredes pecto-celulésicas
delgadas e apresentam protoplasto que as distingue em dois grupos: células de citoplasma denso
e células vacuoladas, essas repletas de substancias fenolicas (Fig. 1F). Dentre as células
parenquimaticas, observam-se idioblastos cristaliferos, que podem conter drusas ou rafides e

ocorrem em maior nimero na regido distal dos estaminédios (Figs. 1D-E).

Por ocasido da termogénese e liberacdo de odor, as células de citoplasma denso perdem

essas caracteristicas e se tornam vacuoladas (Figs. 1F-G).
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Figura 1. Estaminddios de Philodendron adamantinum. (A) Esquema representando a localizacdo da regido
estaminada estéril na espadice, seta aponta constricdo formando cadmara na porgao proximal da espata. (B) Imagem
lateral dos estaminodios dez dias antes da liberagéo de odor, estadio anterior a diferenciagdo das papilas na porcéo
apical. (C) Papilas do apice do estaminddio exibindo cuticula ornamentada e, em destaque, estdmato contendo
secre¢do no interior do ostiolo (seta). (D) Sec¢do longitudinal mostrando parte do Unico feixe vascular (seta), trés
regides distintas sdo observadas: a; b; c. (E) Secgdes transversais proximas a epiderme nas trés regides indicadas
na figura (D); a: regido distal, sem vascularizagdo, onde a maior parte das células epidérmicas sdo papilosas e
algumas acumulam substancias fendlicas; b: regido de transi¢do na qual encontram-se poucas células epidérmicas
papilosa, seta aponta idioblasto cristalifero; c: regido proximal contendo apenas células epidérmicas com face
periclinal externa lisa e contetdo fenélico. (F) Células de citoplasma denso durante a liberacdo intensa de odor.
(G) Regido correspondente a observada em (F), 24 horas apds a emissdo dos compostos volateis. (H) Teste de
Sudan Red evidenciando goticulas lipidicas no citoplasma em células parenquimaticas da regido distal a. ze — zona
estaminada estéril.

Goticulas de natureza lipidica foram observadas dispersas nos vacutolos e citoplasma

das células do apice dos estaminddios em fases anteriores ao inicio da termogénese e liberacdo
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de odor (Fig.1H). Durante a termogénese a reserva, composta principalmente por terpenos
evidenciados pelo teste NADI, é parcialmente consumida restando goticulas ainda menores.

Organizacao ultraestrutural

Na regido fundamental as células com citoplasma denso e rico em organelas foram
objetos de estudos ao microscopio eletronico de transmissdo. Essas células estdo distribuidas
ao longo da regido apical do estaminddio e entremeadas por outras células contendo vacutolo

central repleto de substancias fendlicas (Fig. 2A).

Durante a fase secretora, as células de citoplasma denso possuem o vacuoma bastante
desenvolvido, formado por pequenas vesiculas que se unem em vacuolos maiores (Fig. 2B). O
nucleo é volumoso, globoso e o nucléolo ndo é evidente (Fig. 2C). Mitocondrias de cristas bem
desenvolvidas sdo as organelas preponderantes nessas células, sendo amplamente distribuidas
(Figs. 2C-D). O citoplasma exibe ainda plastidios sem sistema de tilacoides e contendo
plastoglobulos e grdos de amido; reticulo endoplasmatico liso e alguns dictiossomos. As células

secretoras se comunicam por via simplastica por meio de varios plasmodesmos (Fig. 2D).

As células epidérmicas da regido apical apresentam parede celular espessa, lamelada,
revestida por cuticula integra e bem aderida (Fig. 2E). Nessas células a composi¢do de organelas
¢ bastante semelhante aquela observada na regido fundamental. Algumas das células
apresentam citoplasma rico em organelas, enquanto outras se destacam pela presenca de
vacuolo amplo e conteudo fendlico. Nas células de citoplasma denso, merece destaque a
elevada populacdo de mitocondrias (Figs. 2E-F), reticulo endoplasmatico liso e plastidios
contendo grdos de amido. Mesmo as células de citoplasma denso acumulam substancias
fendlicas e, ap6s a fase secretora, essas substancias ocupam parte significativa do volume

celular.
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Figura 2. Células da porcéo apical estéril dos estames de Philodendron adamantinum. (A-D) Células
parenquimaticas. (A) Células secretoras mostrando citoplasma denso, entremeadas por células de conteido
fendlico (setas). (B) Células secretoras apresentando inimeros pequenos vacuolos que se unem formando vacutolo
maior. (C) Célula evidenciando grande populacdo de organelas, principalmente mitocOndrias, seta destaca
plastoglébulos. (D) Encontro entre duas células secretoras na regido de campo de pontoacdo (seta), notar as cristas
desenvolvidas das mitocdndrias. (E-F) Células epidérmicas papilosas. (E) Regido apical mostrando inimeras
mitocOndrias, acimulo de substancias no espacgo periplasmético (destacado pela seta) e parede lamelada com
cuticula espessa. (F) Regido basal exibindo populacdo de organelas, principalmente mitocondrias. cu - cuticula;
di - dictiossomo; mi - mitocondria; nu - ntcleo; pl - plastidio; va - vactolo.

Discussao

Os recursos nutritivos ofertados por Philodendron adamantinum sdo os estaminddios.
Em todos os estudos observados que abordam a polinizacdo de espécies do género
Philodendron foi constatado que os polinizadores se alimentam desse recurso (Gibernau et al.
1999, 2000, Gibernau & Barabé 2002, Maia et al. 2010), sendo raros danos as partes
reprodutivas férteis.

Os estaminddios de P. adamantinum, assim como o0s observados em Eupomatia laurina
(Armstrong & Irvine 1990), desempenham papel diversificado funcionando como osméforo,

recurso nutritivo e, ainda, fonte de calor.
34



Diferentemente dos estaminddios de Eupomatia laurina (Armstrong & Irvine 1990) e
das pétalas de espécies de Annona (Galastri 2013), o tecido nutritivo em P. adamantinum
apresenta poucos grdos de amido, detectados apenas em microscopia eletronica de transmissao;

nessa espécie o principal componente da reserva é de natureza lipidica.

Em P. selloum, Walker et al. (1983) reportaram que as flores utilizam lipidios como
substrato para 0 processo termogénico e Seymour et al. (1983) observaram que
aproximadamente 70% do calor gerado nesse processo é emitido pelas flores estéreis. P.
selloum esta intimamente relacionada a P. adamantinum, sendo ambas as espécies circunscritas
ao subgénero Meconostigma (Mayo 1991), composto por apenas 20 espécies. Esse dado nos
permite inferir que a reserva lipidica dos estames estéreis de P. adamantinum é, em grande
parte, consumida no processo termogénico, sendo o restante utilizado pelos besouros como

alimento.

Além do restante da reserva lipidica e o pouco amido observado nos estaminddios, parte
das células que compdem o tecido nutritivo apresenta protoplasto denso e rico em organelas, o
que as torna fonte de lipidios e proteinas estruturais incrementando os recursos utilizados pelos

besouros.

As substancias fendlicas sdo tidas por diversos autores como deterrentes. Porém, em P.
adamantinum, a ocorréncia dessas substancias ndo impede os besouros de se alimentarem dos
estaminodios. Galastri (2013) relata a presenca de fendlicos no tecido nutritivo de Annona,
sendo 0s mesmos consumidos por besouros do género Cyclocephala subfamilia Dynastinae, a
mesma de Erioscelis emarginata, polinizador de P. adamantinum. De acordo com Barbehenn
& Constabel (2011) vérios insetos possuem a capacidade de ingerir fendlicos sem sofrerem os
prejuizos devidos a toxicidade dessas substancias.

As flores pistiladas, situadas na camara da inflorescéncia proximas aos estaminodios,
mesmo quando ocorre superpopulacdo de besouros em um individuo, ndo sofrem danos. A
auséncia de reservas energéticas nessas flores parece justificar o desinteresse do polinizador em
ingerir esses drgdos, visto que ndo foram observadas barreiras fisicas e 0s besouros parecem

ndo ser afetados pelas substancias fenodlicas, presentes em grande quantidade no estilete.

Os dados obtidos permitem inferir que em P. adamantinum a presen¢a do tecido
nutritivo, além de assegurar a manutencdo dos besouros na inflorescéncia até a ocasido da
liberacdo do polen, auxilia na protecéo das partes férteis, sobretudo a pistilada, pois evita seu

consumo pelos polinizadores. De modo semelhante, em Eupomatia laurina, espécie em que 0s
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estaminodios realizam o papel de osmdforo e tecido nutritivo, mesmo quando ocorre
superpopulagéo de besouros em uma flor, o gineceu permanece intacto (Armstrong & Irvine
1990).

Né&o foram observadas diferencas significativas na morfologia ou composicédo da reserva
dos estames estéreis em relacdo aos férteis (ver capitulo 1) que justifiguem a seletividade do
polinizador durante a alimentac&o. E provavel que essa preferéncia se deva apenas a localizacio
da zona estaminada estéril, quase completamente protegida pela camara formada pela espata,

onde o0s besouros se encontram durante a permanéncia na inflorescéncia.

O momento em que o0s besouros sdo expulsos da cAmara e forgados a escalar a espadice,
atingindo assim a zona estaminada fértil, € concomitante a liberacéo de graos de polen, recurso,
nessa espécie, rico em amido e lipidios utilizado também por besouros. E possivel que a oferta
de polen funcione como um distrator, evitando o consumo das flores estaminadas. Merece
destacar que os estames férteis podem ser consumidos em determinadas situacGes, como nos
casos de superpopulacdo de Erioscelis emarginata, polinizador de P. adamantinum, na
inflorescéncia. Esses resultados corroboram a hipdtese de que a seletividade do besouro em
relacdo a fonte alimentar resulta, sobretudo, da localizacdo desta em uma regido que confere

abrigo e protecéo ao polinizador.
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CAPITULO 11l

Producao de resina e polinizacdo em Philodendron adamantinum (Araceae): desvendando

0S mecanismos de controle

Resumo

Philodendron é o Unico género de Araceae no qual ocorre a liberacdo de resina na
inflorescéncia. Essa secrecdo cobre o corpo liso dos besouros polinizadores e atua como
aderente para o grao de polen. A sincronia observada entre a exsudacdo de resina e a deiscéncia
das anteras em Philodendron adamantinum torna o processo de liberagdo um intrigante tema a
ser abordado. Assim, 0 presente capitulo objetivou a analise estrutural, ultraestrutural e
histoquimica dos canais de resina e da secrecdo produzida buscando compreender o
funcionamento desses canais, principalmente quanto ao processo de liberacdo para 0 meio
externo. Dois tipos de canais secretores sao observados na espata de P. adamantinum, préximo
a face abaxial observa-se canais de calibre pequeno e, na regido adaxial os de maior calibre.
Apenas 0s canais do segundo grupo tém o apice desviado para epiderme e liberam a secrecdo
para 0 meio externo. Esses canais possuem organizacdo anatdbmica e composicdo celular
semelhante aos outros canais secretores de resina. Porém, a exsudagdo de resina € uma
caracteristica peculiar, ndo observada para essa estrutura em nenhum outro modelo. O processo
exige algum mecanismo de controle visto que apenas a pressao exercida pelo acimulo da
secre¢do ndo seria suficiente para ocorrer a exsudacao. Os resultados obtidos demonstram que
0 aumento do volume das células dos canais, aliado a presenca de uma rota de abertura
estabelecida pela composicdo péctica da parede das células proximas ao apice do canal

resultariam na liberacdo ativa da resina.

Palavras chave: Araceae; canais resiniferos; cantarofilia; exsudacdo de resina; interacdo

inseto-planta
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Introducéo

Resinas vegetais sdo complexas substancias sintetizadas, armazenadas e, por vezes,
liberadas por plantas. Dell & McComb (1978) atribuem a resina produzida pelas plantas a
funcdo de protecdo contra agentes abioticos, como insolagédo e dessecacéo, e agentes bidticos,
como herbivoros e patdgenos. Langenheim (1990) ressaltou que a complexa mistura de
compostos presentes nas resinas conferem a essa substancia o carater toxico e deterrente; alta
viscosidade que a torna uma barreira fisica ao acesso a planta e capacidade de rapida

polimerizacgéo, que auxilia na cicatrizacdo de injurias e impede a entrada de patdgenos.

Usualmente, a producdo de resina ocorre em 0rgdos vegetativos e a secrecdo é
denominada superficial, quando produzida por tricomas glandulares, ou interna, quando
produzida em estruturas como ductos e cavidades (Dell & McComb 1978). Raramente a
liberacdo de resina ocorre em estruturas reprodutivas. Armbruster (1984) observou espécies do
género Dalechampia e Clusia que produzem resina nas bractéolas e estaminddios,
respectivamente. Nessas espécies, a resina € um importante recurso na atracao de polinizadores
como abelhas da familia Apidae, que sdo observadas coletando resina para a construgdo de seus

ninhos.

A capacidade de sintese de resina foi observada na maioria das coniferas e, em pelo
menos 10% das familias de angiospermas, principalmente lenhosas de distribuicéo tropical e
subtropical (Langenheim, 1990, 2003). Na familia Araceae representantes das tribos
Culcasieae, Homalomeneae e Philodendreae sdo reconhecidos como produtores de resina
(French 1987, Mayo et al. 1997). Segundo French (1987), os géneros Cercestis, Culcasia,
Furtadoa, Homalomena e Philodendron possuem canais resiniferos nas raizes. Nesses géneros,
exceto Furtadoa, ha também registros de cavidades secretoras no caule, em Culcasia e
Philodendron canais conspicuos sdo observados nas folhas e apenas Philodendron apresenta

secrecdo de resina nas inflorescéncias (Mayo et al. 1997).

A resina liberada em inflorescéncias de espécies do género Philodendron também esta
associada a polinizacdo, porém ndo é responsavel por suscitar os polinizadores, besouros da
familia Scarabaeidae. Essa secre¢do cobre o corpo liso desses animais e atua como aderente
para o grao de pélen (Gibernau et al. 1999, 2000, Gibernau & Barabé 2002).

Segundo Mayo (1991), a liberacdo de resina pela inflorescéncia em Araceae € uma
caracteristica exclusiva de Philodendron, no qual a localizacdo, a estrutura e o padrdo de
atividade dos canais variam entre as espécies do género. Muitas espécies dos trés subgéneros
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de Philodendron liberam resina na face adaxial da espata, e, mais raramente, nos estames (Mayo
1991, Grayum 1996, Croat 1997). Em Philodendron adamantinum, observa-se a liberacdo de
gotas de resina na face adaxial da espata no periodo anterior a deiscéncia das anteras (Pereira
et al. 2014).

A exsudacdo de resina produzida em ductos e cavidades sem que ocorram injarias,
constitui fato incomum, uma vez que resinas sintetizadas nessas estruturas permanecem no
lume. Além disso, observou-se que em Philodendron adamantinum ha sincronia entre a
exsudacdo de resina e a liberacdo de polen, o que torna o processo de liberagdo um intrigante
tema a ser abordado. Soma-se a isso a importancia dessa resina na reproducdo de uma espécie

de distribuicéo restrita, resultando na motivacdo do presente estudo.

Ambicionando entender a producdo e, principalmente, a liberacdo de resina pela espata
de Philodendron adamantinum, este estudo teve como objetivos a caracteriza¢do anatémica dos
canais de resina presentes na face adaxial da espata, a andlise ultraestrutural das células
secretoras desses canais € a investigacao dos grupos quimicos das substancias que compdem a

secrecao.

Materiais e métodos

Coleta

As amostras de Philodendron adamantinum Mart. ex Schott foram coletadas no Parque
Estadual do Rio Preto, localizado no municipio de S8o Goncalo do Rio Preto, MG.
Inflorescéncias em diversos estadios de desenvolvimento, de acordo com a necessidade de cada

analise, foram localizadas em diferentes populagdes distribuidas pelo parque.

As coletas foram realizadas de novembro a janeiro, durante o periodo reprodutivo de P.

adamantinum, ao longo dos anos de 2012, 2013 e 2014.

Material testemunho foi depositado no herbario BHCB do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG sob o nimero 161786.
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Analise estrutural e natureza da secrecao

Fragmentos de espata de trés inflorescéncias foram coletados em vérios estadios de
desenvolvimento: inflorescéncias medindo 30%, 50% e 70% do tamanho final, que chega a
aproximadamente 15cm de comprimento, 15 horas antes e no momento da liberacdo da resina.
As amostras foram retiradas das regides basal, mediana e apical da espata e processadas para
estudos sob microscopia de luz e aplicacdo de testes histoquimicos.

Todas as amostras foram submetidas a vacuo em solucdo de Karnovsky pH 7,2 em
tampéo fosfato 0,1M (Karnovsky 1965) e fixadas por 24 horas. Posteriormente, o material foi
desidratado em série etilica (Johansen 1940) e submetido a pré-infiltracdo e infiltragdo em
resina sintética (2-hidroxi-etil-metacrilato) (Leica®). SeccBes de 6um de espessura foram
obtidas em microtomo rotativo, coradas com solucao de azul de Toluidina, pH 7,4 (O’Brien et
al. 1964), contracoradas com solucdo de vermelho de ruténio, dispostas em laminas e montadas

em Entellan® para fotodocumentagéo e estudo sob microscopia de luz.

Testes histoquimicos foram empregados tanto em material incluido em resina quanto
em seccdes de material fixado em solucdo Karnovsky, obtidas com auxilio de lamina inox.
Foram aplicados o0s seguintes testes histoquimicos: Lugol para identificacdo de amido
(Johansen 1940); NADI para detecgéo de terpenos (David & Carde 1964); solucdo aquosa de
cloreto férrico a 10% para compostos fenélicos (Johansen 1940); solucdo aquosa de vermelho
de ruténio a 0,02% para deteccdo de compostos pécticos (Jensen 1962); Sudan red B para
lipidios em geral (Brundrett et al. 1991).

Para localizacdo de tecidos metabolicamente ativos, duas inflorescéncias contendo a
espata foram coletadas no estddio correspondente ao primeiro pico de termogénese,
correspondente a 15 horas antes da liberagéo de resina. Ambas foram totalmente imersas em
solucdo aquosa de vermelho neutro 0,01% por 24 horas (Vogel 1963). Apos esse periodo, as

espatas foram retiradas e analisadas a olho nu.

Duas espatas com 30% e 50% do tamanho final foram seccionadas longitudinalmente
na por¢do mediana resultando em tiras de aproximadamente 1cm de largura. O material foi
clarificado de acordo com o método de Fuchs (1963) e montado em Idminas de vidro com

gelatina glicerinada para visualiza¢do de todo o comprimento dos ductos secretores de resina.

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em
amostras de espatas 15 horas antes e durante a liberagdo da resina, fixadas em glutaraldeido

2,5% em tampdo fosfato 0,1 M, desidratadas em série etilica crescente até o ponto critico em
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CO: liquido, metalizadas com ouro (Robards 1978) e observadas em microscépio eletrénico de
varredura Quanta 200 (FEI Company, Eindhoven, Netherlands), a 12-20 kV.

Para microscopia eletrénica de transmissdo (MET), fragmentos transversais da espata
de inflorescéncia jovem - cerca de 30% do tamanho final, e 15 horas antes da liberacéo de resina
foram submetidos a vacuo em solucdo Karnovsky pH 7,2 em tampé&o fosfato 0,1M (Karnovsky
1965) e fixados por 24 horas, pos-fixados em tetrdxido de 6smio 1% (tampédo fosfato 0,1 M,
pH 7,2) por duas horas, lavados em tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,2), desidratados em série etilica
e infiltrados em resina Araldite® (Roland 1978). As seccdes ultrafinas de 50nm obtidas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em microscopio

eletrénico de transmissao a 80 kV.

Resultados

Organizagéo estrutural e natureza da secregéo

A espata em Philodendron adamantinum forma uma grande camara que pode abrigar
diversos individuos de Erioscelis emarginata (Fig. 1A). A face adaxial branco cremosa é
homogénea no momento anterior a exsudacdo de resina e ndo apresenta indicios de abertura
(Fig. 1B). Durante o segundo dia de abertura da espata, ao final da manh&, copiosas gotas de
resina amarelo-alaranjadas séo liberadas na face adaxial (Figs. 1A,C). O fechamento acrdpeto
da espata expulsa os besouros da cdmara durante o processo, obrigando-os a escalar a espadice,
cobrindo o corpo de resina que ira aderir os graos de pdlen produzidos pelas flores estaminadas
férteis dispostas na por¢do distal da espadice. Alguns besouros ndo conseguem escapar e sao

enclausurados na camara, onde morrem (Fig. 1D).

A superficie adaxial da espata jovem € uniforme e apresenta células epidérmicas com
cuticula lisa e numerosos estdmatos. No momento da liberacdo de resina, a cuticula se torna

sulcada e poros sdo formados pelo rompimento da epiderme (Fig. 1E).
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Figura 1. Espatas de Philodendron adamantinum. (A) Vista geral da inflorescéncia no momento de liberagéo de
resina, observar a distribui¢do das gotas de resina e besouros localizados na camara formada pela espata (setas).
(B) Apice da espata no momento anterior a liberagéo de resina, observar textura homogénea. (C) Apice da espata
evidenciando as goticulas de resina. (D) Inflorescéncia desidratada apresentando dois besouros encerrados no
momento do fechamento da espata. (E) Face adaxial da espata destacando poro pelo qual a resina é exsudada,
notar auséncia de organizacao dos tecidos.

O mesofilo da espata é formado por trés regides distintas, sendo ambas as regifes
proximas a epiderme constituidas por células parenquimaticas globosas, com espaco
intercelular limitado. Separando estas duas regifes, encontra-se outra, constituida por varias
camadas de células maiores, espacadas, formando aerénquima. Distribuidas nas trés regides,

observam-se células com contetido fendlico (Figs. 2A-B).

Canais secretores de resina estdo distribuidos ao longo de todo mesofilo. Proximos a
face abaxial e em camadas mais profundas da face adaxial, os canais possuem menor calibre
(Fig. 2A) e ndo liberam a resina secretada. Ainda na face adaxial e no aerénquima observam-se
também canais de maior calibre (Fig. 2B) que podem sofrer anastomose (Fig. 2C), formando
uma rede de ductos secretores. Todos os canais tendem a ser paralelos a epiderme, no entanto
0s que apresentam maior didmetro possuem o &pice desviado em diregdo a superficie adaxial
da espata (Fig. 2D). No &pice do canal observa-se alta concentragdo de substancias pécticas,

inclusive entre as céelulas parenquimaticas do contorno (Fig. 2D).

Envolvendo o epitélio secretor observam-se de trés a quatro camadas de células

parenquimaticas contendo vactolo que ocupa grande parte do lume celular. Essas células sdo
44



achatadas nas fases mais jovens, quando ocorre o acimulo de resina no lume do canal (Fig. 2F),
sendo que as células das camadas mais internas aumentam consideravelmente de volume e se
tornam globosas durante o extravasamento de resina para o0 meio externo (Fig. 2G). A secre¢édo
é acumulada em bolsas formadas no espaco intercelular abaixo da epiderme (Fig. 2H), que se
rompem liberando resina amarelo-alaranjada, viscosa, na face adaxial da espata, principalmente
na regido de constricdo deste 6rgdo, proximo a zona dos estaminddios. Quando a abertura do
ducto coincide com a presenca de um estdmato a secrecdo € liberada por ele (Fig. 21). Os canais
de menor calibre (Fig. 2A) sdo sempre paralelos a superficie, ndo desviam seu apice em direcdo

a epiderme e possuem apenas duas camadas de células circundando o tecido secretor

Gréos de amido estdo presentes nas células do mesofilo da espata, exceto nas camadas
subjacentes a epiderme e nas células dos canais secretores de resina (Fig. 3A). Nos estadios
iniciais de desenvolvimento da espata 0 amido ocorre em baixas concentracdes, tanto na
proximidade dos canais secretores, quanto no restante do mesofilo. Durante o desenvolvimento
da inflorescéncia, o amido é acumulado e, 15 horas antes da liberacdo de resina observa-se
maior quantidade dessa reserva (Fig. 3B). No momento da liberacdo de resina pela espata

observa-se que parte significativa do amido foi consumida (Fig. 3C).

Material de natureza lipidica revelado pelo teste de Sudan esta restrito & cuticula das
células epidérmicas da face abaxial (Fig. 3D) e a secrecdo encontrada no lume dos canais de
resina de maior calibre (Fig. 3E). A secrecdo dos canais de menor calibre, bem como o contetido
das células secretoras, ndo apresentou resultado positivo para esse teste. O teste de NADI

revelou a natureza terpénica da secre¢do dos canais de maior calibre.

Praticamente toda a face abaxial foi corada pelo vermelho neutro, principalmente na
camara e regido de constrigcdo da espata (Fig. 3F). Aparentemente o corante penetrou no tecido

através dos estdmatos.
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Figura 2. Secgdes de espatas de Philodendron adamantinum. (A) Corte transversal na regido abaxial, setas
destacam canais de menor calibre. (B) Corte transversal proximo a face adaxial da epiderme, observar canais de
maior calibre (setas). (C-D) Secc¢éo longitudinal da regido adaxial. (C) Canais secretores de resina em anastomose.
(D) Apice do canal secretor em direcéo a face adaxial de epiderme, seta aponta regido com actimulo de material
péctico. (E) Células do epitélio do canal secretor, notar nicleo volumoso e citoplasma denso. (F) Canal secretor
em seccdo transversal exibindo lume repleto de resina 15 horas antes da exsudacdo. (G) Canal secretor em seccéo
transversal no momento da liberacéo da resina para o meio externo. (H) Actimulo de resina no espaco intercelular
subepidérmico, deslocando a epiderme. (1) Resina sendo liberada para o meio externo através de estdmato aberto.

O metodo de clarificacdo de Fuchs permitiu a visualizacdo do canal secretor, paralelo a

epiderme até o seu apice, bruscamente convergente a face abaxial da espata (Fig. 3G).
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Figura 3. Testes histoquimicos realizados em sec¢des de espatas de Philodendron adamantinum. (A-C) Teste
de Lugol. (A) Espata 15 horas antes da liberacéo de resina, observa-se a distribui¢do dos gréos de amido ao longo
da regido do mesofilo préximo a face adaxial da epiderme, notar a auséncia de gréos nas camadas subepidérmicas
e nas células dos canais secretores (setas). (B) Regido préxima ao ducto secretor de resina, 15 horas antes da
liberagdo. (C) Regido proxima ao ducto secretor de resina no momento da liberacéo, evidenciando consumo dos
grdos de amido. (D-E) Teste Sudan Red. (D) Regido do mesofilo proxima a face abaxial da epiderme, notar
resultado positivo apenas para a cuticula (seta branca), a seta preta aponta canal secretor de menor calibre. (E)
Regido do mesofilo proxima a face adaxial da epiderme, destacando natureza lipidica da secrecdo dos ductos de
maior calibre (setas pretas), ndo ocorreu reacdo na epiderme (seta branca). (F) Espata seccionada
longitudinalmente apresentando resultado da imersdo em vermelho neutro. (G) Vista paradérmica de fragmento
da espata ap0s processo de diafanizacdo exibindo ducto secretor de resina, notar desvio do &pice do canal em
dire¢do a face adaxial da epiderme (seta branca). cs - canal secretor; se - camadas subepidérmicas.

Organizagao ultraestrutural

O epitélio secretor composto por uma camada de células globosas possui longa atividade
secretora. Nos momentos observados ocorre producdo de secrecdo de aspecto granular e seu
acumulo no espaco periplasmatico adjacente a parede periclinal interna das células, préxima ao
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lume do canal (Fig. 4A). N&o foram observados plasmodesmos conectando as células secretoras

entre si ou as demais células do canal.

O conjunto de organelas das células secretoras é formado, sobretudo, por plastidios com
sistema de tilacoides ausente (Fig. 4B) e elevado nimero de mitocéndrias predominantemente
globosas (Fig. 4C). Outras organelas sdo observadas como reticulo endoplasmatico liso,
dictiossomos e ribossomos, porém de forma menos expressiva (Fig. 4D). O nucleo volumoso

apresenta nucléolo evidente (Fig. 4E).

As células secretoras ndo apresentam vacuolos desenvolvidos durante o periodo secretor
(Fig. 4A), exceto ao final desse periodo, quando podemos observar grandes vacuolos repletos
de material de aspecto granular (Fig. 4F). Esse contetdo se assemelha ao produto acumulado
no espaco periplasmatico (Fig. 4A). A secrecdo €, pelo menos em parte, granulécrina, sendo
observadas vesiculas repletas de substancia granular se fusionando a membrana plasmatica
(Fig. 4G). Gotas de material de natureza lipidica sdo observadas no lume do canal, porém nédo

foram observadas no interior da célula secretora (Figs. 4D, G).

As demais células do canal apresentam citoplasma rarefeito, com composicdo de
organelas semelhante as células secretoras: mitocondrias, plastidios, REL e ribossomos, porém

em baixa populacdo, destacam-se grandes vacuolos repletos de material granular (Fig. 4H).
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Figura 4. SeccBes de canais secretores de resina localizados no mesofilo de espatas de Philodendron
adamantinum. (A-B) Espata com aproximadamente 30% do tamanho final. (A) Parte do canal secretor em corte
transversal exibindo as células epiteliais e tecido adjacente. (B) Célula secretora destacando os plastidios. (C-H)
Espata 15 horas antes da liberag&o de resina. (C) Populagéo de organelas de célula secretora. (D) Células secretoras
e parte do lume do canal, notar goticula de material de natureza lipidica (seta) e vactolo. (E) Detalhe da célula
evidenciando nucleo volumoso com nucléolo conspicuo (seta). (F) Célula secretora apresentando vacutolo central
repleto de material granular. (G) Vesicula contendo secrecdo (seta branca) se incorporando a membrana
plasmaética, seta preta indica goticula de material de natureza lipidica. (H) Células do canal, adjacentes ao tecido
secretor, mostrando citoplasma com baixa densidade de organelas e vacuoma bem desenvolvido. ci - citoplasma;
di - dictiossomo; lu - lume do canal; mi - mitocéndria; nu - nicleo; pl - plastidio; re - reticulo endoplasmatico; va
- vacuolo.
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Discussao

Mesmo existindo alguns trabalhos relatando a presenca de canais secretores de resina
em espécies da familia Araceae (French 1987, Mayo et al 1997), Langenheim (2003) trata com
cautela essa informacao. Diversas substancias sdo relatadas na literatura como resina e, segundo
Langenheim (2003), apenas o estudo detalhado da composi¢do quimica dessas substancias
permite reconhecé-las como tal. Apesar da constituicdo da secrecdo nédo ter sido objeto do
presente estudo, algumas caracteristicas nos permitem a denominacao de resina para a secre¢ao

dos canais da espata de Philodendron adamantinum.

A estrutura anatdmica desses canais € coerente com a morfologia de outros canais e
cavidades secretores de resina: epitélio contendo uma camada de células secretoras e algumas
camadas de células parenquimaticas subjacentes (Gilliland et al. 1988, Ciccarelli et al. 2001,
Machado & Carmello-Guerreiro 2001). Essa composicao é observada também para os canais
resiniferos encontrados no eixo da inflorescéncia de P. adamantinum (observacdes pessoais) e

na raiz de outras espécies do género (French, 1987).

A natureza terpénica do contetido dos canais de maior diametro, evidenciada pelos testes
histoquimicos, sugere que se trata de resina a secrecao desses canais. Langenheim (2003) separa
as resinas em duas categorias de acordo com a composicao dessa substancia, resinas terpénicas
e fenodlicas. A resina exsudada pela espata de P. adamantinum se enquadra na primeira
categoria, conforme revelado pelo teste de NADI.

A composicdo de organelas das células epiteliais dos canais de Philodendron
adamantinum, formada preponderantemente de plastidios e com mitocondrias e reticulo
endoplasmatico liso presentes em grandes quantidades, condiz com o observado nessas
estruturas em outras espécies (Gilliland et al. 1988, Langenheim 2003, Rodrigues et al. 2011).

Os canais secretores de menor diametro presentes na espata de Philodendron
adamantinum, tanto os localizados proximos a face abaxial quanto adaxial, apresentam
comportamento semelhante ao observado nos canais ocorrentes na raiz de espécies do género
Philodendron (French 1987) e no eixo da inflorescéncia de Philodendron adamantinum
(observacdes pessoais): a secrecdo é acumulada no lume dos ductos e a liberagdo ocorre apenas
em caso de injdria. Esse é o padrdo observado para as estruturas internas secretoras de resina —
canais e cavidades, usualmente ndo liberam ativamente a secrecdo para o meio externo (Dell &
McComb 1978).
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Entretanto, os canais de maior calibre, também encontrados na espata, exibem &pices
direcionados a face adaxial da epiderme e, ap6s acimulo de secre¢do no espaco intercelular
subepidérmico, a epiderme se rompe e a resina é liberada para 0o meio externo. Esse
comportamento dos canais é compartilhado apenas com outras espécies do género
Philodendron (Gibernau 1999, 2000, Gibernau & Barabé 2002) ndo sendo observados

exemplos de outros géneros na literatura.

A liberacdo de resina para 0 meio externo é extremamente sincronizada, ocorrendo em
todas as inflorescéncias no mesmo momento do dia, exigindo algum mecanismo de controle.
Lorio & Hodges (1968) observaram que a pressdo de exsudacao de oleoresina em Pinus taeda
chega a 10atm. Mesmo sob tal pressao, ha a necessidade de injUria para ocorrer exsudacao dessa
oleoresina, mostrando que apenas a pressdo gerada pelo acimulo dessa substancia nao é capaz
de romper os tecidos e extravasar o conteddo do lume para 0 meio externo. O aumento de
volume das células do canal de resina da espata de P. adamantinum sugere 0 aumento da pressdo
no contetdo do lume, for¢ando o transito de resina em direcdo ao &pice do canal e rompendo a
epiderme, caracterizando a liberacdo ativa da resina para 0 meio externo. No momento do
extravasamento da resina, o surgimento de grandes vacuolos nas células epiteliais, ainda ativas,
aumentando o volume dessas células, pode contribuir também para maior pressdo sobre a

secrecao.

A presenca de gréos de amido na espata ndo parece estar relacionada a sintese de resina,
visto que a fase secretora dos canais inicia-se cedo no desenvolvimento da espata e 0 acumulo
dessa reserva se da em estadios mais avancados. Entretanto, € possivel que o produto da
hidrélise dessa reserva seja transportado para as células do canal, incremente a concentracéo,

gere um gradiente osmético e contribua com o0 aumento do volume dessas células.

A natureza péctica da parede das células proximas ao apice sugere uma rota de abertura
do canal. A separacdo de células se da por meio da acdo de pectinases, imprescindivel para a
quebra da lamela mediana e consequente enfraquecimento dessa camada (Roberts et al. 2000).
Essa acdo enzimatica € comum, por exemplo, em zonas de deiscéncia de frutos (Petersen et al.
1996).

E possivel que a liberagdo ativa de resina se dé aliando-se 0 aumento da pressio sobre
aresina acumulada no lume ao enfraquecimento da lamela mediana das células parenquimaticas

proximas ao apice do canal e ao rompimento da epiderme. Além disso, ndo se pode descartar o
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papel dos estbmatos, que quando coincide com o apice do canal, torna-se um meio de liberacéo

da secrecéo.

O papel desempenhado pela resina na adesao do grao de polen ao corpo do polinizador
foi relatado na literatura apenas para outro sistema. Croat (1978) observou que a resina liberada
pelo androceu de Clusia odorata permitia que abelhas do género Trigona carregassem graos de
polen grudados em suas patas. Porém, Armbruster (1984), baseado na natureza extremamente
viscosa da resina e na pouca quantidade de pdlen reunido nas patas das abelhas, sugere que,
desse modo, a polinizacdo seria ineficaz. Entretanto, nas espécies de Philodendron ja estudadas,
incluindo P. adamantinum, a resina recobre todo o corpo do polinizador, além do gréo de pélen
ser liberado em corddes, o que favoreceria a adesao ao estigma. Devido a auséncia de estruturas
especializadas para carregar graos de pélen no corpo do polinizador, o papel aderente da resina

parece ser crucial a polinizacdo dessa espécie.

A liberacdo ativa de resina para o meio externo é uma novidade para estruturas internas,
ndo tendo sido abordado na literatura aspectos da funcionalidade de sistema equivalente.
Importante atentar para 0s mecanismos celulares que controlam o processo de liberacdo da
resina, sobretudo pela precisao e ajuste temporal. Esses mecanismos garantem que a resina
esteja disponivel no momento em que os polinizadores saem da cadmara da espata e encontram
0 polen recém-liberado, permitindo que esta atue como elemento de fixacdo do pdlen ao corpo
dos polinizadores. Tal especificidade nessa relacdo inseto-planta evidencia a estreita relagéo

entre os pares ao longo da evolucao.

Analises mais apuradas, objetivando compreender o funcionamento desse mecanismo,
principalmente no que se refere a alteracdo da forma celular, se tornam necesséarias e
interessantes para estudos futuros. Aliada ao intrigante funcionamento desses canais esté a
importancia ecologica da resina, aparentemente essencial a polinizacdo de Philodendron

adamantinum, refor¢ando o valor do tema como objeto de novos trabalhos.
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Considerac0es finais

A polinizagdo cruzada é essencial a reproducdo sexuada em Philodendron
adamantinum, ja que autopolinizacdo ndo ocorre nessa espécie protoginica. As estruturas
apresentadas nesta dissertacdo contribuem de forma direta para o sucesso da polinizacdo. Os
osmoforos liberam substéncias volateis que atraem Erioscelis emarginata, polinizador
exclusivo de P. adamantinum; os estaminddios sdo recursos nutritivos consumidos pelo
besouro, mantendo intactas as estruturas férteis; os canais da espata secretam resina que aderem
0 grdo de polen ao corpo liso do polinizador. Todas as estruturas funcionam de forma
sincronizada, geridas por mecanismos refinados que garantem o sucesso da interagédo entre P.

adamantinum e o polinizador.

As analises estruturais realizadas durante o presente trabalho permitiram maior
compreensdo do funcionamento dessas estruturas, ressaltando o valor das mesmas para a
reproducdo da espécie. Destacam-se a descricdo morfoldgica e a compreensdo de aspectos
funcionais dos osmaoforos, estruturas pouco contempladas principalmente devido a dificuldade
de localizacdo, bem como a introducéo ao mecanismo de liberacdo ativa de resina pela espata,

intrinseco ao género Philodendron.

A reproducdo de P. adamantinum, espécie de distribuicdo restrita e habito peculiar, é
um interessante tema a ser estudado e o presente trabalho contribui com informagdes relevantes
para novos estudos. Uma perspectiva ecoldgica em relacdo ao comportamento do besouro seria
significativa, ampliando os dados sobre essa interacdo especifica. Além disso, novos estudos
estruturais abrangendo espécies relacionadas podem ser realizados objetivando o

estabelecimento de padrdes.
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