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RESUMO: Por meio da combinacdo de diversos métodos em botanica estrutural e
biologia celular, neste estudo analisamos comparativamente os canais secretores no caule
em sua porgdo aérea e subterrdnea de Anacardium humile A. St-Hil. a fim de acessar
variacBes intraindividuais relacionadas ao ambiente aéreo e subterréneo; investigar a
ocorréncia de autofagia e seus tipos, bem como, a ocorréncia de autocitotoxicidade e de
mecanismos citoprotetores em ceélulas epiteliais secretoras de resina. Os resultados
mostraram diferencgas significativas na distribuigdo, histoquimica e ultraestrutura das
células epiteliais dos canais secretores no caule em sua por¢do aérea e subterranea. As
células epiteliais dos canais na porcdo aérea, no pico da secrecdo, apresentaram formatos
e tamanhos variaveis, com nucleo volumoso e citoplasma denso com ribossomos livres,
polirribossomos, mitocéndrias com cristas desenvolvidas e plastidios elipsoides com
inclusdes elétron-opacas circundados por reticulo periplastidial. J& na porcao subterranea,
as células epiteliais no pico da secrecdo apresentaram formato e tamanho regulares, um
grande vacuolo central, citoplasma reduzido a uma fina camada na periferia da célula e
populagéo reduzida de organelas. Dois mecanismos de autofagia foram detectados nas
células epiteliais, sendo a macroautofagia encontrada em células ativas em secrecéo e a
microautofagia em células em estagio final de secrecdo. As mudancas observadas na
morfologia das células epiteliais durante o ciclo secretor tais como dilatacdo acentuada
do reticulo endoplasmatico liso, degradacao das cristas mitocondriais e a formacéo de
corpos multilamelares na matriz mitocondrial sdo fortes indicios de autocitotoxicidade da
secre¢do, enquanto que a presenca de HSP70 (heat shock proteins) e o aparecimento de
figuras tipicas de processo autofagico (fagéforos, autofagossomos e vacuolos
autofagicos) foram associadas com mecanismos citoprotetores em resposta aos danos
causados pela presenca de substancias toxicas. O padrdo de danos celulares e respostas
citotoxicas das células epiteliais dos canais secretores € comum a outras estruturas
secretoras de terpenos. A combinacdo de métodos imunohistoquimicos com analises
convencionais e ultracitoquimicas em microscopia eletrénica de transmissao foi eficiente
para mostrar que nesta espécie o ambiente abaixo e acima do solo exerce certa influéncia
na organizagdo subcelular e no funcionamento dos canais Secretores; que 0S canais
secretores apresentam tipos distintos de autofagia durante o ciclo secretor; que 0S
componentes da secrecOes terpénicas sdo toxicas as proprias células que os produzem, as
quais, em reposta aos danos desenvolvem mecanismos citoprotetores. Os resultados
obtidos neste estudo incentivam a aplicacéo de diferentes técnicas de microscopia de luz
e eletrdnica, incluindo imunolocalizacdo e citoquimica ultraestrutural na area da boténica

estrutural e abrem novas perspectivas no estudo da célula secretora em espécies nativas.
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ABSTRACT: Through the combination of several methods in structural botany and cell
biology, in this study we comparatively analyze the secretory canals in the stem in its
above- and belowground portions of Anacardium humile A. St-Hil. in order to access
intra-individual variations related to the above- and belowground environment; to
investigate the occurrence of autophagy and its types, as well as the occurrence of
autocytotoxicity and cytoprotective changes in resin-secreting epithelial cells. The results
of the differentiation in the distribution, histochemistry and ultrastructure of the epithelial
cells of the secretory canals in the stem in its above- and belowground portion. The
epithelial cells of the canals in the aboveground portion, at the peak of secretion, reached
variable formats and patterns, with a voluminous nucleus and dense cytoplasm with free
ribosomes, polyribosomes, mitochondria with developed cristae and ellipsoid plastids
with electron-opaque inclusions surrounded by periplastid reticulum. In the belowground
portion, the epithelial cells at the apex showed regular shape and size, a large central
vacuole, cytoplasm reduced to a thin layer at the periphery of the cell, and suppression of
organelles. Two mechanisms of autophagy were detected in epithelial cells,
macroautophagy being found in active cells in secretion and microautophagy in cells in
the final stage of secretion. The changes observed in the morphology of epithelial cells
during the secretory cycle such as marked dilation of the smooth endoplasmic reticulum,
degradation of mitochondrial crests and the formation of multilamellar bodies in the
mitochondrial matrix are strong indications of autocytotoxicity of secretion, while the
presence of HSP70 (heat shock proteins) and the appearance of typical figures of
autophagic process (phagophores, autophagosomes and autophagic vacuoles) were
associated with cytoprotective mechanisms in response to the damage caused by the
presence of toxic substances. The pattern of cellular damage and cytotoxic responses of
the epithelial cells of the secretory canals is common to other terpene-secreting structures.
The combination of immunohistochemical methods with conventional and
ultracytochemical analyses in transmission electron microscopy was efficient to show that
in this species the environment below and above ground exerts a certain influence on the
subcellular organization and functioning of the secretory canals; that secretory canals
have distinct types of autophagy during the secretory cycle; that the components of
terpene secretions are toxic to the very cells that produce them, which, in response to
damage, develop cytoprotective mechanisms. The results obtained in this study encourage
the application of different techniques of light and electron microscopy, including
immunolocalization and ultrastructural cytochemistry in the area of structural botany and

open new perspectives in the study of the secretory cell in native species.



Introducéo Geral

Anacardiaceae € uma familia de angiospermas lenhosas distribuidas
principalmente em regides tropicais e subtropicais (Pell et al. 2011; Royo et al. 2015). No
Brasil, Anacardiaceae € representada por 55 espécies distribuidas em 14 géneros, sendo
Schinus L. e Anacardium L. os mais diversos (BFG 2015).

A ocorréncia de canais secretores de resina ¢ uma caracteristica marcante da
familia. Vérias espécies de Anacardicaceae sdo exploradas in loco ou cultivadas devido
a producdo de frutos comestiveis (manga, caju, pistache e outros), madeiras de boa
qualidade e resinas com importancia medicinal, industrial e alergénica (Pickel 2008). A
composicao quimica da secrecdo produzida em Anacardiaceae € diversa, podendo conter
goma, uma mistura de goma e resina ou apenas resina (Tolke et al. 2021). Terpenos e
compostos fendlicos sdo compostos predominantes na secrecdo de Anacardiaceae,
(Carmello et al. 1995; Pinto et al. 2000; Langenheim 2003; Martinez et al. 2003, 2008;
Sant’ Anna-Santos et al. 2006; Tolke et al. 2017; Prado e Demarco 2018; Tolke et al.
2021), porém estudos mais detalhados sdo necessarios para identificar variacbes entre
Orgdos e espécies (Tolke et al. 2021).

Canal secretor € um tipo de estrutura secretora interna constituida por um epitélio
de células especializadas organizadas ao redor de um espaco intercelular denominado
Iimen, onde a secrecdo produzida por essas células fica armazenada e s6 atinge o meio
externo em caso de injdrias mecanicas (Fahn 1979). A secrecdo produzida pelos canais
secretores tem natureza quimica diversa e inclui 6leos essenciais, resinas, gomas e
mucilagens, compostos fenolicos, dentre outros, cuja importancia na defesa das plantas
contra herbivoros e patdgenos, na manutencdo do potencial hidrico de tecidos adjacentes,
na dispersdo de frutos e sementes, além de reconhecida importancia econémica e
medicinal tem sido destacada (Fahn 1979; Langenheim 2003; Evert 2006).

Estudos microscopicos das ultimas décadas tém contribuido consideravelmente
para o conhecimento do modo de formacdo, desenvolvimento e funcionamento dos
canais/cavidades resiniferos em espécies de Anacardiaceae. O modo de formacdo dos
canais secretores nos representantes desta familia pode variar entre individuos da mesma
espécie e até mesmo entre 6rgdos do mesmo individuo, sendo reportados 0s mecanismos
esquizdgeno, lisigeno e esquizo-lisigeno (Fahn 1979). Os estudos citoldgicos dos canais
resiniferos de espécies de Anacardiaceae sdo limitados, em sua maioria, aos estagios
iniciais da formacéao do lumen (Fahn e Evert 1974; Nair et al. 1983; Machado e Carmello

Guerreiro 2001; Lacchia e Carmello Guerreiro 2009), sendo que muitos aspectos dos



canais secretores de resina tais como variacao intraespecifica, ocorréncia de autofagia e
autocitotoxicidade da secrecdo ainda sdo pouco explorados. Pesquisas com este foco séo
imprescindiveis para alavancar a compreensao das bases celulares da secre¢cdo em plantas

e explorar a versatilidade funcional das células secretoras.

A espécie objeto de estudo

Anacardium humile A.St.-Hil., conhecida popularmente como cajuzinho-do-
cerrado, cajui e cajuzinho-do-campo é um subarbusto nativo do Cerrado brasileiro
pertencente a familia Anacardiaceae (Almeida et al. 1998). Pode atingir cerca de 80cm
de altura e se caracteriza por apresentar varios ramos aereos eretos e um caule subterraneo

muito desenvolvido (Cota et al. 2017).
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Figura 1. Espécimes de Anacardium humile vegetando na regido de Botucatu — SP.

A alta variabilidade morfoldgica de A. humile tem sido ressaltada em diversos
estudos, e devido ao seu potencial comercial, esta espécie tem sido objeto de estudos em
programas de melhoramento visando & determinagao da variabilidade genética, buscando
identificar procedéncias ou ambientes que apresentam acessos com divergéncias de alta
magnitude (Carvalho et al. 2012). A relevancia ecol6gica desta espécie no Cerrado tem
sido enfatizada (Carvalho 2020) devido a importancia de seus frutos e sementes como
fonte de alimentos para a fauna, principalmente as aves e também mamiferos como a
raposa (Lycalopex vetulus), que atuam como agentes dispersores das sementes. Os
pequenos frutos quando fermentados, fornecem uma espécie de aguardente conhecida
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pelos indigenas como cauim. As nozes sao ricas em vitaminas B1 e B2, proteinas, lipidios,
niacina, fosforo e ferro. Todos os 6rgaos de A. humile sdo usados na medicina popular. A
infusdo de suas folhas e da casca do caule subterraneo é usada medicinalmente para curar
a diarreia. O 0leo encontrado nas nozes tem efeito antisséptico e cicatrizante, sendo
também utilizado na inddstria para a producdo de plasticos, revestimentos e materiais
isolantes. O pedunculo de A. humile € rico em vitamina C, fibras e antioxidantes. Esta
composi¢do bioldgica estd associada a prevencdo de doengas crbnico-degenerativas,
como doencas cardiovasculares, cancer e diabetes. A infusdo das flores é usada para
combater a tosse e baixar o nivel de glicose em diabéticos (Carvalho 2020). E uma espécie
suscetivel a intensa exploracdo pelo homem e a acdo do fogo, e esta competindo com
outras espécies pelo titulo de espécie ameacada de extin¢do (Carvalho 2020).

A ampla distribuicdo desta espécie em areas de cerrado sensu stricto da regido
centro-oeste paulista, a presenca de um caule aéreo e caule subterraneo e de canais

secretores de resina fazem desta espécie um bom modelo para os propdsitos deste estudo.

O ambiente abaixo e acima do solo e sua provavel influéncia no
funcionamento das estruturas secretoras

Estruturas secretoras sdo caracteristicas constitutivas e, devido a isso, séo
utilizadas como um carater taxonémico em diferentes grupos de plantas (Evert 2006). No
entanto, alguns aspectos das estruturas secretoras séo passiveis de influéncia do ambiente,
com relatos de variagfes no grau de desenvolvimento, composi¢cdo da secregdo e na
organizacdo ultraestrutural das células secretoras.

Estudando plantulas de Copaifera langsdorffii cultivadas em diferentes condicGes
de luz e temperatura, Rodrigues et al. (2014) demonstraram que canais e cavidades
secretores de 6leo-resina foram mais abundantes e com caracteristicas ultraestruturais de
células ativas em secrecdo quando expostas a 25°C enguanto que se apresentaram
reduzidos e com danos celulares quando expostas a 15 e 35°C.

As caracteristicas ultraestruturais e a composicdo da secrecdo de coléteres
mostraram-se varidveis em espécies de Rubiaceae crescendo em floresta e cerrado
demonstrando a plasticidade associada ao ambiente nas células secretoras dos coléteres
(Tresmondi et al. 2015, 2017). Enquanto que nas espécies de floresta a secrecdo era
predominantemente hidrofilica, nas espécies de cerrado a secrecao era lipofilica ou mista
(Tresmondi et al. 2015). Esses autores atribuiram as diferencas na secrecéo as diferencas
nas taxas de radiacdo solar, que foram mais elevadas no cerrado. A morfologia

ultraestrutural das células secretoras foi condizente com o tipo de secrecdo (Tresmondi et
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Consideracdes finais

Nesse estudo, o uso de métodos imunohistoquimicos combinados com analises
convencionais e ultracitoquimicas em microscopia eletrénica de transmissdo permitiu
acessar variacdes no aparato celular e na dindmica de secrecdo de resina em canais
secretores presentes no caule em suas porcdes aérea e subterrdnea de plantas de
Anacardium humile. A combinacdo desses métodos foi eficiente para responder as
questdes apresentadas nos objetivos da tese.

Os resultados obtidos mostraram que ha variacdes intraindividuais nos canais
secretores do caule em A. humile na porcao aérea e subterranea apresentando diferencas
na estrutura subcelular e na dindmica de secrecdo de acordo com o ambiente em que se
encontravam. Os canais do caule na porcdo aérea apresentam células epiteliais com
caracteristicas de alta atividade enquanto que os canais do caule na porcdo subterranea
apresentam caracteristicas de baixa atividade.

Comprovamos a ocorréncia e identificamos dois tipos de autofagia - macroautofagia
e microautofagia - durante o ciclo secretor de resina, mostrando que a autofagia em
plantas também esta associada a processos de manutencao do metabolismo em condicdes
normais de desenvolvimento. Nas células epiteliais dos canais secretores de resina, a
autofagia é responsavel pela reciclagem de componentes celulares e organelas
danificadas, pelo transporte vesicular e biogénese dos vacuolos, desempenhando um
papel fundamental no metabolismo da secrecéo.

Ainda, os resultados desse estudo confirmam que a resina produzida pelos canais
secretores corticais de A. humile é citotdxica para as células que a produz, a0 mesmo
tempo que as células epiteliais apresentam mecanismos citoprotetores que mantém a
célula viva durante o processo secretor.

Durante o processo de obtencdo dos resultados encontramos algumas dificuldades
técnicas provavelmente relacionadas aos componentes da secrecdo. A fixacdo e a pos-
fixagdo do material para as técnicas de MET e a aplicagdo das técnicas de
imunolocalizagdo requereram um delineamento experimental rigoroso e a adaptagédo das
técnicas usuais em célula animal e plantas modelo para plantas nativas. Nas amostras de
imunolocalizacdo em MET, a pos-fixacdo com tetroxido de ésmio ndo foi realizada,
facilitando os cortes ultrafinos e assim obtendo melhores resultados. As imagens em MET
foram feitas em diferentes aumentos, salientando a necessidade de grandes aumentos para

se observar claramente os resultados dos testes citoquimicos.
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Nosso trabalho gera perspectivas e incentivo para aplicacao de diferentes técnicas de
microscopia de luz e eletrdnica, incluindo imunolocalizagdo e citoquimica ultraestrutural
em estudos de célula vegetal em espécies nativas

Como proximo passo, estamos finalizando analises imunohistoquimicas e
ultraestruturais de canais secretores medulares produtores de substancias hidrofilicas
(proteinas e polissacarideos) com o objetivo de compara-los aos canais corticais
produtores de substancias lipofilicas, especialmente terpenos, e avaliar as modificacdes

morfologicas durante o ciclo secretor.
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