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Resumo e Abstract




POSSOBOM, C.C.F. ESTRUTURA E FUNCAO DAS GLANDULAS FLORAIS E DOS
NECTARIOS FOLIARES EM DIPLOPTERYS PUBIPETALA (A. JUSS.) W.R.
ANDERSON & C. CAV. DAVIS (MALPIGHIACEAE). 2008. 128P. DISSERTACAO
(MESTRADO) - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - Diplopterys pubipetala é uma malpiguidcea amplamente distribuida pelo Brasil
e apresenta glandulas no célice, corola, estames e folhas, cuja estrutura, funcionamento e
significado ecoldgico sdo desconhecidos. Com o objetivo de entender a dindmica de secre¢do
e o papel destas glandulas, foram estudados aspectos anatomicos, histoquimicos e ultra-
estruturais, além de registros fenoldgicos € do comportamento dos visitantes em uma
populagdo ocorrente em area de cerrado. As glandulas calicinais estdo dispostas aos pares na
face abaxial das sépalas, sdo conspicuas e constituidas por epiderme secretora em palicada e
parénquima especializado vascularizado por xilema e floema. As glandulas da corola ocorrem
nas margens fimbriadas de todas as cinco pétalas. Sdo diminutas e constituidas por epiderme
secretora unisseriada envolvendo um pequeno grupo de células parénquimaticas
vascularizadas ou ndo. As glandulas presentes na pétala posterior sdo vascularizadas e
estruturalmente mais desenvolvidas do que as glandulas presentes nas pétalas laterais, néo
vascularizadas. Nos estames o conectivo apresenta superficie secretora constituida por
células epidérmicas globulares. Constatou-se que todas as glandulas florais desempenham
funcdes como atrativos primdrios ou secundarios; além disto, o conectivo glandular estad
relacionado também com o aumento da eficiéncia na transferéncia de pdlen, sendo
fundamentais na manuten¢do da interagdo com os vetores de pdlen e na reproducido da
populacdo de D. pubipetala estudada. Os nectdrios sdo diminutos e distribuidos na margem
do limbo, sendo mais desenvolvidos os localizados na base e no dpice do limbo. Estes
nectarios sdo anatomicamente semelhantes as glandulas do cédlice, entretanto sdo
vascularizados predominantemente por floema. Sao ativos unicamente em folhas jovens e sua
secrecdo representa um importante recurso alimentar para formigas com comportamento
agressivo, sugerindo a existéncia de associacdo benéfica entre nectdrios e formigas. Os testes
histoquimicos revelaram que nas glandulas florais a secre¢do é predominantemente lipofilica
e que nos nectdrios foliares € predominantemente hidrofilica. As caracteristicas ultra-
estruturais das células secretoras nos diferentes tipos glandulares sdo indicativas de sintese de
secrecdo hidrofilica e lipofilica. Contudo, nas glandulas florais os plastideos foram as

organelas mais abundantes e apresentaram peculiaridades em cada um dos trés tipos



glandulares, as quais estdo relacionadas com a secrecao lipofilica. Nos nectdrios os
dictiossomos e o reticulo endoplasmético s@o abundantes e desenvolvidos. As caracteristicas
ultra-estruturais das células do parénquima das glandulas do cdlice, das pétalas e das folhas
indicam sua participacdo nos processos de sintese da secrecdo. A semelhanca estrutural
observada entre as glandulas calicinais e os nectarios foliares nesta espécie corrobora a
hipétese sobre a existéncia de algum tipo de relacdo evolutiva entre estas estruturas em

Malpighiaceae.

Palavras-chave: glandulas florais, Malpighiaceae, nectarios foliares, secrecio, ultra-

estrutura.



POSSOBOM, C.C.F. STRUCTURE AND FUNCTION OF FLORAL GLANDS AND
LEAF NECTARIES OF DIPLOPTERYS PUBIPETALA (A. JUSS.) W.R. ANDERSON
& C.CAYV. DAVIS (MALPIGHIACEAE). 2008. 128P. M.SC. THESIS - BIOSCIENCES
INSTITUTE, UNESP — SAO PAULO STATE UNIVERSITY, BOTUCATU.

ABSTRACT - Diplopterys pubipetala is a Malpighiaceae species widely distributed in Brazil
and presents glands in calyx, corolla, stamens and leaves whose structural, functional and
ecological aspects are unknown. In order to understand the secretion dynamic and the role of
these glands, anatomical, histochemical and ultrastructural aspects were studied, besides
phenological and visitors behavior records in a cerrado population. The calyx glands occur in
pairs in the sepal abaxial surface and are constituted by secretory epidermis and specialized
parenchyma with vascular supply of xylem and phloem. The corolla glands occur in the
fimbriate margins of all the five petals. They are very small and constituted by unisseriate
secretory epidermis that involves a small group of parenchyma cells vascularized or not. The
posterior petal glands are vascularized and structurally more developed than lateral petal
glands which are not vascularized. In the stamen, the connective shows secretory surface
constituted by globular epidermal cells. All these floral glands play important roles as primary
and secondary attractive; furthermore, the glandular connective is also related to the increase
of pollen transfer efficiency, being essential for maintenance of the interactions with pollen
vectors and in the reproduction of D. pubipetala studied population. The nectaries are very
small and occur in all the margin of the leaf blade, being more developed these located in the
apex and in the base. These nectaries are anatomically similar to the calyx glands, although
are vascularized predominantly by phloem. They are only active in young leaves whose
secretion represents a food resource for aggressive ants, suggesting the existence of benefical
interactions between nectaries and ants. The histochemical tests revealed that the secretion is
predominantly lipophilic in floral glands and predominantly hidrophilic in the leaf nectaries.
The epidermal cells ultrastructural characteristics of all the glandular structures indicate the
synthesis of both, hidrophilic and lipophilic secretions. However, in the floral glands the
plastids were the more abundant organelle and presented peculiarities in each of glandular
type that are related with the lipophilic secretion. In the leaf nectaries the dictyosomes and
the endoplasmic reticulum are abundant and developed. The parenchyma cells ultrastructural
characteristics of calyx, posterior petal and leaf glands indicate its participation in the

secretion synthesis process. The structural similarity between calyx glands and leaf nectaries



confirms the hypothesis about the existence of some evolutive relation between these

structures in Malpighiaceae.

Key-words: floral glands, leaf nectaries, Malpighiaceae, secretion, ultra-structure



Introducao




Malpighiaceae compreende cerca de 65 gé€neros e 1250 espécies predominantemente
tropicais (Cameron et al. 2001), das quais 85% ocorrem no Novo Mundo (Anderson, 1990).
No Brasil, sdo encontrados mais de 38 géneros e cerca de 300 espécies amplamente
distribuidas nas diferentes formagdes vegetais (Barroso 1984, Souza & Lorenzi 2005).

Esta familia exibe estruturas glandulares diversas as quais podem ser encontradas em
bracteas, folhas, estipulas e calice, apresentando valor taxondmico (Barroso 1984, Anderson
1990). Enquanto apresenta caracteristicas bastante varidveis com relacdo ao habito e os tipos
de frutos, esta familia caracteriza-se pela grande uniformidade na arquitetura geral das flores
(Anderson 1979). As espécies de Malpighiaceae, de maneira geral, apresentam flores com
cinco sépalas portadoras de até cinco pares de glandulas, cinco pétalas livres ungiiiculadas,
sendo a pétala posterior normalmente diferenciada das demais pela espessura da unha, além
da orientacdo do androceu e do gineceu que é bastante conservada. Estas caracteristicas
florais relacionam-se principalmente com atragdo, orientacdo e recompensa de polinizadores
e, segundo Anderson (1979), esta uniformidade é provavelmente resultante da pressdo de
selecdo exercida pelos polinizadores especificos que sdo na maioria das vezes, himendpteros
pertencentes a familia Anthophoridae.

As glandulas do célice estao presentes em cerca de 90% das espécies do Novo Mundo
e em apenas 52% das espécies do Velho Mundo (Vogel 1990) e sdo conhecidas pela secrecao
de substincias lipidicas como recompensa aos visitantes/polinizadores (Taylor & Crepet
1987, Vogel 1990). Nas espécies neotropicais estas glandulas funcionam na secrecio de 6leos,
sendo denominadas elaiéforos, enquanto em algumas espécies paleotropicais, como Hiptage
benghalensis, as glandulas do cdlice podem produzir néctar, funcionando portanto, como
nectdrios ndo relacionados a atracdo de polinizadores (Vogel 1974 apud Anderson1990,

Vogel 1990).



Os 6leos secretados pelos elaiéforos sdo coletados por abelhas fémeas principalmente
da tribo Centridini (familia Anthophoridae) as quais utilizam este recurso como fonte de
alimentacdo de suas larvas e como impermeabilizante dos ninhos (Neff & Simpson 1981,
Buchmann 1987, Vogel 1990, Vinson et al. 1997, Sigrist & Sazima 2004).

Além das glandulas do célice, ocorrem glandulas localizadas nas pétalas ou no
conectivo das anteras em alguns taxons (Vogel 1990) e glandulas localizadas em 6rgaos
foliares, as quais sdo amplamente distribuidas na familia, ocorrendo em um grande nimero de
espécies (Elias 1983).

Apesar dos valores taxondmico e ecoldgico das glandulas em Malpighiaceae
amplamente relatados por diferentes autores (Anderson 1977, 1979, 1990, Neff & Simpson
1981, Buchmann 1987, Lobreau-Callen 1989, Sazima & Sazima, 1989, Vogel 1990, Barros
1992, Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004, Carvalho et al. 2005, Costa et al.
2006), informacdes sobre sua estrutura e modo de secre¢do sdo escassas. Com relacdo as
glandulas do célice e das folhas merecem destaque os trabalhos de Subramanian et al. (1990),
Cocucci et al. (1996), Vinson et al. (1997), Castro et al. (2001), Attala (2004, dados nao
publicados), Vieira (2005, dados ndo publicados), Costa et al. (2006) e Possobom (2007,
dados ndo publicados). Para as glandulas localizadas nas pétalas e nos conectivos dos estames
sdo encontradas informacdes anatdmicas e histoquimicas unicamente nos trabalhos de
Cocucci et al. (1996) e Vieira (2005, dados ndo publicados).

Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C.Cav. Davis, objeto de estudo
deste trabalho, é uma espécie de ampla distribuicio pelo Brasil e pode ser encontrada sob a
forma de liana ou de arbusto escandente (Gates 1982).

Em trabalho monogriafico de Gates (1982) sdo referidas glandulas diminutas nas
margens da lamina foliar, glandulas conspicuas nas sépalas e glandulas nas margens

fimbriadas basais das pétalas posteriores desta espécie.



Sigrist & Sazima (2004), estudando espécies simpétricas de Malpighiaceae ocorrentes
em uma reserva de floresta estacional semidecidual relataram para D. pubipetala a ocorréncia
de flores pseudo-hermafroditas (funcionalmente femininas) com anteras indeiscentes, baixa
viabilidade polinica, grande producdo de frutos resultantes de agamospermia e visita de uma
espécie de abelha (Paratetrapedia sp.) coletando 6leo e pdlen como recursos florais, sem
participacdo efetiva na polinizacdo. Entretanto, em vegetacdo de cerrado verificamos uma
ampla guilda de visitantes florais em Diplopterys pubipetala, os quais contactam as estruturas
reprodutivas no momento em que coletam a secre¢ao das glandulas calicinais.

A ocorréncia de diversos tipos de estruturas glandulares em uma mesma espécie
permite investigar diferencas em sua estrutura, composi¢do quimica da secre¢do produzida e o
papel dos visitantes em cada tipo de glandula. Estes dados podem auxiliar no entendimento da
evolucdo das interacdes planta-animal (Freitas ef al. 2001). No caso de Malpighiaceae, alguns
autores t€m detectado similaridade morfoldgica entre nectdrios extraflorais e glandulas do
célice (Subramanian et al. 1990, Castro et al. 2001, Attala 2004, Vieira 2005) e segundo
Vogel (1990), tal semelhanga pode explicar a evolucao da familia.

Diante do exposto, neste trabalho foram investigados aspectos anatomicos, ultra-
estruturais e histoquimicos das glandulas florais e foliares de D. pubipetala com o objetivo de
estudar a dindmica de secrecdo e compreender o papel das diferentes glandulas nesta espécie,

principalmente no que diz respeito a interag@o planta-animal.
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Caracterizacdo geral, aspectos taxondomicos, filogenéticos e evolutivos de Malpighiaceae

Malpighiaceae apresenta 65 gé€neros e cerca de 1250 espécies as quais sdo
predominantemente tropicais, ocorrendo também em regides subtropicais (Cameron et al.
2001).

Dentre as espécies conhecidas, cerca de 85% ocorrem no Novo Mundo (Anderson
1990), onde ocupam uma grande variedade de habitats podendo distribuir-se desde o sudoeste
dos Estados Unidos até a regido temperada da Argentina (Anderson 1979). Ocorrem
preferencialmente em ambientes abertos, como bosques, savanas e campos, mas podem
ocorrer em margens de rios e em florestas (Anderson 1979). Poucas espécies ocorrem em
ambientes xéricos e nenhuma ocorre nas regides de clima temperado dos Andes e da América
do Norte (Anderson 1979). No Brasil, sdo encontrados mais de 38 géneros e cerca de 300
espécies amplamente distribuidas nas diferentes formagdes vegetais (Barroso 1984, Souza &
Lorenzi 2005).

Pertencente & ordem Malpighiales (Judd et al. 1999), Malpighiaceae é considerada
monofilética com base em dados moleculares, suportados também pelos caracteres
morfoldgicos (Judd et al. 1999, Davis et al. 2001). Embora existam indimeros trabalhos que
contribuem para a taxonomia e filogenia de Malpighiaceae (Niedenzu 1928, Anderson 1967,
Morton 1968, Anderson 1977, Anderson 1979a, Anderson 1979b, Gates 1979, Cuatrecasas &
Croat 1980, Gates 1982, Anderson 1983, Estabrook & Gates 1984, Anderson 1985, Simpson
1989, Anderson, C 1992, Mamede 1992, Anderson 1998, Anderson 2001, Cameron et al.
2001, Davis et al. 2001, Amorim 2002, Davis 2002, Anderson, C. 2003, Amorim 2004,
Anderson & Davis 2005a, 2005b, Anderson & Davis 2006), a classificacdo sistematica desta
familia ainda ndo estd bem esclarecida.

Niedenzu (1928 apud Barroso 1984) dividiu a familia em duas subfamilias,

considerando principalmente a forma do receptidculo e o tipo de fruto. Assim, propds a



subfamilia Pyramidotorae (subdividida em trés tribos, Hiraeeae, Banisterieae, Tricomarieae),
na qual incluiu espécies pantropicais com receptiaculo piramidal e frutos alados, na maior
parte das vezes do tipo samardide; e a subfamilia Planitorae (subdividida em duas tribos,
Malpighiaeae e Galphimieae), na qual incluiu espécies neotropicais com recepticulo plano e
frutos ndo alados. A classificagcdo feita por Niedenzu (1928) sofreu poucas modificacoes e,
basicamente, persiste até os dias de hoje. Morton (1968) por motivos de adequacgdo
nomenclatural, propés o nome Gaudichaudioideae para Pyramidotorae e Malpighioideae no
lugar de Planitorae. Anderson (1977) considerando Malpighioideae ndo monofilética, propds
a subfamilia Byrsonimoideae (subdividida em trés tribos, Byrsonimeae, Galphimeae e
Acmanthereae) em seu lugar, argumentando que alguns géneros com frutos ndo alados sio
filogeneticamente mais préximos daqueles géneros com frutos alados pertencentes a
subfamilia Gaudichaudioideae. Assim, os gé€neros retirados de Byrsonimoideae, inclusive o
género tipo Malpighia, foram incluidos em Gaudichaudioideae a qual passou a se chamar
Malpighioideae (Anderson 1993).

Estudos recentes (Cameron ef al. 2001 e Davis et al. 2001) baseados em genética
molecular tem sido de grande importancia na sistemdtica da familia. Nestes trabalhos, a
monofilia de Byrsonimoideae foi rejeitada e os autores discutem a dificuldade de
classificacdo das malpiguidceas. Estes autores propdem a ado¢do de termos informais para
tratar das relacdes filogenéticas na familia, pois acreditam que ndo € possivel dividi-la
satisfatoriamente em um pequeno ndmero de subfamilias monofiléticas. Desta forma,
Cameron et al. (2001) dividiram os representantes de Malpighiaceae nos seguintes clados:
byrsonimoides, hiraeoides e banisterioides, dos quais somente o clado das banisterioides é
considerado monofilético. Outra proposta foi elaborada por Davis et al. (2001), na qual os

representantes de Byrsonimoideae foram divididos em dois clados informais (byrsonimoides



e acmantheroides) enquanto os representantes de Malpighioideae foram divididos em quatro
clados informais (galphimioides, acridocarpoides, mcvaughioides e banisterioides).

Com relacdo as caracteristicas morfolégicas, as malpiguidceas exibem grande
variedade de habitos, podendo ser encontradas espécies arbdreas, arbustivas, trepadeiras e
ocasionalmente herbaceas perenes (Anderson 1979, Barroso 1984, Judd et al. 1999).

A presenca de tricomas malpiguidceos € uma caracteristica de relevante importancia
diagnéstica na familia (Cameron et al. 2001) e sdo normalmente encontrados nos peciolos ou
em partes jovens da maioria das espécies (Vicentini & Anderson 1999). Estes tricomas sdo
unicelulares e providos de pé com comprimento varidvel e dois bragos com extremidades
afiladas, os quais podem ser em forma de T, V ou Y. (Barroso 1984, Judd et al. 1999).

As folhas sdo predominantemente opostas, simples e pecioladas. Apresentam margens
normalmente inteiras, venagdo pinada e frequentemente, estipulas inter ou intrapeciolares.
Comumente sdo observadas duas ou mais glandulas no peciolo ou na face abaxial do limbo
(Judd et al. 1999).

As flores sdo predominantemente hermafroditas e zigomorfas e na maioria das vezes
encontram-se reunidas em inflorescéncias, as quais podem ser determinadas (cimosas) ou
indeterminadas (racemosas) (Barroso 1984, Judd et al. 1999). O cilice € composto por cinco
sépalas livres ou levemente conadas basalmente, cada uma podendo conter um par de
glandulas. A corola apresenta cinco pétalas ungiiiculadas livres entre si, alternadas com as
cinco sépalas. Geralmente, uma das pétalas diferencia-se das demais pela forma do limbo,
pela fimbriacdo dos bordos ou pela espessura da unha. O androceu normalmente contém 10
estames os quais podem apresentar filetes basalmente conados e o gineceu € tipicamente
tricarpelar, com ovdrio sdpero e trés estiletes e estigmas livres entre si (Anderson 1979,

Barroso 1984, Judd et al. 1999).



Os frutos podem ser deiscentes ou indeiscentes, secos ou carnosos, alados ou nio
alados (Barroso 1984, Judd er al. 1999). Sdo encontrados representantes com frutos
esquizocarpicos, constituidos de trés samarideos ou cocas, drupaceos ou nuculdnios (Barroso
1984, Judd et al. 1999). Esta grande diversidade nos tipos de frutos dentre os membros desta
familia representa importante ferramenta na delimitacio dos géneros (Davis ef al. 2001).

Informacdes a respeito dos nimeros cromossdmicos em Malpighiaceae foram reunidas
em trabalho de Anderson (1993). Segundo o autor, de maneira geral, a subfamilia
Byrsonimoideae apresenta representantes cujos nimeros cromossdmicos baseiam-se em n =
6, enquanto que a subfamilia Malpighioideae caracteriza-se pelo nimero cromossomico
basico n=10. Existem indimeras variacdes destes nimeros as quais sdo resultantes de
poliploidias e aneuploidias e apesar da grande variedade de nidmeros cromossOmicos
existentes, estes sdo relativamente constantes dentre os géneros de Malpighiaceae.

Lombello & Forni-Martins (2003) analisaram a existéncia de correlacdo entre o
hébito, tipo de fruto e niimero cromossdmico a partir das informagdes existentes na literatura
para 128 espécies, pertencentes a 35 géneros de Malpighiaceae. Os autores verificaram que os
ndmeros cromossdmicos x=5 e x=10, relacionam-se mais estreitamente com o hébito trepador
e frutos alados, enquanto os nimeros cromossdmicos baseados em x=6 relacionam-se mais
freqiientemente com os habitos arbustivo e arbéreo e frutos ndao alados. Estes resultados
mostram que em Malpighiaceae existe uma relacdo entre a evolugdo de caracteristicas
morfoldgicas e a variagdo do nimero cromossdmico, além de corroborarem com a idéia de
que caracteristicas como habito trepador e frutos alados sdo derivados nesta familia.

Embora existam caracteristicas bastante varidveis como o hébito, tipos de frutos e
nimero cromossdmico, a familia Malpighiaceae exibe grande uniformidade na morfologia das
flores. Em 1979, Anderson descreveu as variagdes e similaridades encontradas nas flores das

espécies de Malpighiaceae, encontrando caracteristicas bastante fixas na familia as quais se



relacionam principalmente com atracdo, orientagdo e recompensa de polinizadores. Dentre
estas caracteristicas, o autor ressaltou a presenca de cinco sépalas com glandulas dispostas aos
pares, cinco pétalas livres ungiiiculadas, com uma normalmente diferenciada das demais pela
espessura da unha e, apesar da diversidade de detalhes que podem ser observados nas flores
de Malpighiaceae com relacdo ao androceu e ao gineceu, a orientacdo destes verticilos é, de
maneira geral, bastante conservada. Neste trabalho, Anderson (1979) conclui que a
uniformidade floral observada nas malpiguidceas tropicais é provavelmente resultante da
pressdo de selecdo exercida pelos seus polinizadores especificos que sdo, na grande maioria,
himendpteros pertencentes a familia Anthophoridae.

Em 1974, Vogel relatou a ocorréncia de estruturas especializadas na secrecdo de dleo
como recurso floral, as quais denominou “elai6foros”. Os elai6foros foram primeiramente
observados em cinco familias de plantas (Iridaceae, Krameriaceae, Malpighiaceae,
Orchidaceae e Scrophulariaceae), porém atualmente sdo referidas cerca de 10 familias de
plantas oferecendo 6leo como recurso floral em substituicdo ou em complementagdo ao néctar
e ao pélen (Buchmann 1987).

Em Malpighiaceae, as glandulas localizadas no cdlice de espécies neotropicais sdao
responsaveis pela produgdo de 6leos (Vogel 1974, Vogel 1990), os quais sdo coletados por
abelhas fémeas da familia Anthophoridae (tribos Centridini, Exomalopsini e Tetrapediini) e
sdo utilizados para a alimentacdo das larvas, impermeabilizacdo dos ninhos e, possivelmente,
também na alimentacdo dos adultos (Buchmann 1987). A maioria destas abelhas apresenta
patas especializadas (Neff & Simpson 1981) com as quais raspam as glandulas para coletar o
Oleo secretado (Buchmann 1987).

Glandulas no célice ocorrem em mais de 90% das espécies neotropicais (cerca de 870
espécies pertencentes a 37 géneros) e em apenas 52% das espécies paleotropicais (cerca de 60

espécies pertencentes a apenas 4 géneros) (Vogel 1990). As glandulas localizadas no célice



das espécies paleotropicais sdo menores e dispdem-se entre as sépalas (Vogel 1974 apud
Vogel 1990). Além de serem morfologicamente muito semelhantes a nectérios extraflorais,
Vogel (1974 apud Anderson 1990) afirma, ainda, que as glandulas do célice de uma destas
espécies paleotropicais, Hiptage benghalensis, produzem néctar, ndo sendo, portanto,
elaidforos. Lobreau-Callen (1989) analisou as principais substancias presentes nas secre¢oes
glandulares de espécies neotropiciais e paleotropicais, encontrando agucares redutores na
secrecdo de glandulas do cdlice de espécies paleotropicais, assim como anteriormente relatado
por Vogel (1974). Estes resultados sugerem que as glindulas do cdlice de espécies
paleotropicais sdo nectdrios, enquanto as glandulas do célice de espécies neotropicais sdao
elaidforos (Vogel 1974).

Existem duas teorias controversas a respeito da evolucdo das glandulas do célice e
ambas, de certa forma, refletem teorias sobre a origem da familia Malpighiaceae.

Anderson (1979) sugere que os elai6foros presentes nas sépalas das malpiguidceas
representam uma apomorfia para toda a familia, sendo sua auséncia, nos representantes do
Velho Mundo, considerada derivada e secundaria. As poucas espécies de Malpighiaceae
existentes no Velho mundo, segundo Anderson (1979) sdo derivadas de um ancestral sul
americano com cdlice glandular que alcancou a Africa quando os dois continentes ainda eram
suficientemente préximos para ocorrer dispersdo através da dgua. Como no Velho Mundo os
polinizadores especificos de Malpighiaceae sdao ausentes, o autor acredita que as espécies dos
paleotrépicos perderam a condi¢@o glandular devido a inexisténcia de pressdo de selecdo para
a retencao deste carater.

Taylor & Crepet (1987) estudaram fosseis de flores parcialmente conservadas
encontradas no sudeste dos Estados Unidos pertencentes ao Eoceno Médio. As evidéncias
morfolégicas observadas nas flores e nos grios de pdlen fésseis apontaram afinidades com

Malpighiaceae, principalmente pela presenga de glandulas no calice. O féssil estudado



representa um taxon extinto, Eoglandulosa warmanensis o qual apresenta um mosaico de
caracteristicas ancestrais e derivadas e provavelmente pertence a subfamilia Byrsonimoideae.
Estes resultados corroboram a hipdtese de Anderson, na qual a presenca de glandulas no
célice é uma caracteristica primitiva e sugerem, ainda, que a estreita relacdo existente entre
Malpighiaceae e Anthoporidae é bastante antiga (Taylor & Crepet 1987).

Em outro trabalho, Anderson (1990) esclareceu sua hipétese sobre a origem sul-
americana das malpiguidceas a partir de argumentos baseados em caracteristicas consideradas
ancestrais, as quais podem ser claramente observadas na subfamilia Byrsonimoideae que
ocorre exclusivamente do Novo Mundo.

Vogel (1990), por sua vez, acredita que as malpiguidceas do Velho e do Novo Mundo
evoluiram a partir de um ancestral comum aglandular o qual ji existia no continente
gondudnico e apresentava flores ndo especializadas cuja Unica recompensa oferecida aos
visitantes era o polen. Assim, a presenca dos elaidéforos nas espécies neotropicais seria uma
apomorfia conquistada apds a separa¢do do continente. Vogel baseou seus argumentos
principalmente na semelhanca anatdmica existente entre os elaiéforos do célice e os nectdrios
extraflorais presentes em folhas e bracteas. Segundo ele, os elaidéforos teriam evoluido a partir
destes nectdrios extraflorais através da co-evolucdo com os polinizadores especificos
exclusivos dos neotropicos.

Trabalhos mais recentes envolvendo técnicas moleculares (Davis et al. 2002, Davis et
al. 2004) sugerem a hipétese da “migracdo laurasiana”, ou seja, as malpiguidceas teriam
surgido na América do Sul, porém teriam alcangado os paleotrépicos através do hemisfério
Norte. Segundo os autores, esta migracdo pode ter ocorrido em periodos cujo clima no
hemisfério norte era favordvel a expansdo de florestas tropicais (Davis et al 2002). Além
disso, Davis et al. (2004), estimaram a origem de Malpighiaceae em 75-65 m.a., idade esta

que ndo condiz com a origem gonduanica proposta por Vogel (1990).



Aspectos da reproducdo em Malpighiaceae

Diversos autores estudaram aspectos relacionados a fenologia, a ecologia da
polinizacdo e/ou a biologia reprodutiva de espécies de Malpighiaceae (Anderson 1980,
Steiner 1985, Silberbauer-Gottsberger & Gottsberger 1988, Sazima & Sazima 1989, Simpson
1989, Barros 1992, Teixeira & Machado 2000, Duarte 2002, Sigrist & Sazima 2004, Barbosa
et al. 2005, Bernardo 2006 e Costa er al. 2006), sendo importante ressaltar algumas
informacdes.

Alguns estudos ao nivel de comunidade em Malpighiaceae (Sigrist & Sazima 2004,
Costa et al. 2006, Barros 1992) referem a presenca de flores durante praticamente o ano todo.
Esta constante oferta de flores de Malpighiaceae € discutida com relagdo a manutengdo e
sobrevivéncia das larvas de abelhas coletoras de 6leo, extremamente dependentes deste
recurso (Costa et al. 2006).

A maioria das espécies estudadas quanto a biologia reprodutiva sdo bissexuais,
predominantemente aldgamas, com grande dependéncia dos polinizadores (Barros 1992,
Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004, Costa et al. 2006). Apesar disto, existem
relatos sobre ocorréncia de autofecundag@o criptica em flores cleistogdmas (Anderson 1980),
dioicia funcional (Steiner 1985), agamospermia (Sigrist & Sazima 2004) e mais
frequentemente, de autocompatibilidade (Barros 1992, Sigrist & Sazima 2004).

Sigrist & Sazima (2004) em estudo com 12 espécies de Malpighiaceae verificaram
uma série de caracteristicas que podem limitar a ocorréncia de autopolinizacdo em algumas
espécies, como a hercogamia, a protoginia e a presenca de cuticula estigmadtica. Segundo as
autoras, para que ocorra a aderéncia e hidratacdo dos grios de pdlen e conseqiiente
germinacdo, a cuticula estigmatica deve sofrer algum tipo de press@o mecdnica para ser

rompida e esta pressao é geralmente exercida pelos polinizadores.



A maioria dos trabalhos apontam as abelhas pertencentes a tribo Centridini como as
mais freqiientes visitantes em Malpighiaceae (Silberbauer-Gottsberger & Gottsberger 1988,
Sazima & Sazima 1989, Simpson 1989, Barros 1992, Teixeira & Machado 2000, Sigrist &
Sazima 2004, Carvalho et al. 2005, Costa et al. 2006). Estas abelhas podem coletar 6leo das
glandulas do cdlice ou pélen como recurso floral, sendo consideradas importantes agentes
polinizadores.

Muitos autores (Gates 1982, Buchmann 1987, Vogel 1990, Teixeira & Machado 2000,
Castro et al. 2001, Carvalho et al. 2005 e Costa et al 2006) relatam variacdo do nimero de
glandulas no célice a qual pode ocorrer entre espécies de um mesmo género, entre individuos
de mesma espécie e entre flores de um mesmo individuo. Além disso, existem géneros em que
as glandulas encontram-se ausentes em todas as espécies, como Coleostachys, Echinopterys,
Lasiocarpus, Psilochaeta e Thryalis (Anderson 1979). Segundo Vogel (1990) a reducdo do
nimero de glandulas calicinais ou sua auséncia em algumas espécies de Malpighiaceae
pertencentes a géneros do Novo Mundo ocorreu secundariamente como forma de economia
de recursos energéticos. Carvalho et al. (2005), por sua vez, verificaram que em
Stigmaphyllon paralias a produgdo de 6leo € aumentada em flores com reducdo do nimero de

glandulas no célice, demostrando existir compensac¢do no uso dos recursos energéticos.

Glandulas florais e extraflorais em Malpighiaceae: estrutura e composicdo quimica da
secrecdo

Apesar de escassos, alguns trabalhos podem ser citados a respeito da estrutura, ultra-
estrutura e/ou funcionamento de estruturas glandulares em Malpighiaceae (Subramanian et al.
1990, Cocucci et al. 1996, Castro et al. 2001, Attala 2004, Vieira 2005, Possobom 2007).

As glandulas mais estudadas sdo as localizadas no célice, as quais ja foram descritas

em Hiptage sericea (Subramanian et al. 1990), Dinemandra ericoides (Cocucci et al. 1996),



Galphimia brasiliensis (Castro et al. 2001), Banisteriopsis stellaris, Banisteriopsis variabilis,
Byrsonima intermedia, Byrsonima subterranea, Peixotoa reticulata (Attala 2004), Byrsonima
sericea, Heteropterys chrysophylla e Peixotoa hispidula, (Vieira 2005) e Byrsonima
intermedia (Possobom 2007). De maneira geral, estas glandulas apresentam cuticula,
epiderme secretora em palicada e parénquima o qual apresenta regido vascularizada por
xilema e floema. Em todos os trabalhos acima citados as glandulas do cdlice produzem
secrecdo predominantemente lipofilica.

Glandulas localizadas em O6rgdos vegetativos foram descritas em Hiptage sericea
(Subramanian et al. 1990), Galphimia brasiliensis (Castro et al. 2001), Banisteriopsis
stellaris, Banisteriopsis variabilis, Peixotoa reticulata, (Attala 2004), Peixotoa hispidula e
Heteropterys chrysophylla (Vieira 2005). As glandulas foliares sdo morfologicamente
semelhantes as glandulas do cdlice, entretanto sdo consideradas nectérios extraflorais, pois a
secrecdo € rica em agucares.

Segundo Vogel (1990) alguns tdxons apresentam glandulas nas pétalas ou no
conectivo das anteras e ambos fazem parte da secrecdo de Oleo, entretanto o significado
ecoldgico destas estruturas ainda é desconhecido. Trabalhos com estas estruturas foram
realizados apenas em Dinemandra ericoides (Cocucci et al. 1996), Byrsonima sericea,
Peixotoa hispidula, e Heteropterys chrysophylla (Vieira 2005), limitando-se a aspectos
anatdmicos e histoquimicos. Vieira (2005) sugere que as glandulas localizadas nas pétalas sdo
osmoforos enquanto as glandulas do conectivo das anteras s@o pseudonectarios. Com relacéo
a ultra-estrutura celular destas glandulas, nada foi encontrado.

Com relagdo a composi¢do quimica da secre¢@o produzida pelas estruturas glandulares
em Malpighiaceae, destacam-se os trabalhos de Vinson et al. (1997), Seipold et al. (2004)

Giese (2005) e Reis et al. (2007).



Vinson et al. (1997) encontraram mono e diglicerideos, pequena quantidade de
triglicerideos, além de 4cidos graxos livres e tracos de carboidratos no 6leo floral de
Byrsonima crassifolia. Além disso, estes autores analisaram quimicamente o 6leo retirado das
patas de abelhas Centris (C. adana e C. flavofasciata) e do liquido retirado do ninho destas
abelhas encontrando mesmo padrdo de compostos quimicos.

Reis et al. (2007) avaliaram a existéncia de mimetismo quimico entre espécies de
Oncidium (Oncidiine - Orchidaceae) e Byrsonima intermedia. Para isso, foram analisados os
6leos produzidos pelos elai6foros presentes nas espécies de Orchidaceae e na espécie de
Malpighiaceae. Além disso, foi analisado o liquido retirado do ninho de uma espécie de
abelha, Tetrapedia diversipes, visitante comum das espécies vegetais estudadas. Os autores
verificaram que os 6leos florais de Byrsonima intermedia (4cido birsdnico) e os 6leos florais
de Oncidiinae (oncidinol) sdo constituidos dos mesmos derivados de dcidos graxos. No ninho
de T. diversipes foram encontrados dois compostos (4cido tetrapédico A e 4cido tetrapédico
B) estruturalmente relacionados aos compostos presentes nas espécies de Oncidiinae e em
Byrsonima intermedia. Dessa maneira, os autores sugerem que os dcidos tetrapédico A e B
sdo produtos da biotransformacdo do oncidinol e do 4cido birsonico através da acdo das

hidrolases mandibulares de Tetrapedia diversipes.

Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C.Cav. Davis

Diplopterys pubipetala era até pouco tempo conhecida como Banisteriopsis
pubipetala e pertencia ao subgénero Pleiopterys dentro de Banisteriopsis (Gates 1982).
Recentemente, Anderson & Davis (2006) baseados em dados moleculares e morfoldgicos
transferiram todas as espécies incluidas por Gates (1982) no género Banisteriopsis subg.

Pleiopterys para o género Diplopterys. Desta forma, o género Diplopterys que era constituido



de apenas quatro espécies (Gates 1982) passou a compreender 31 espécies estritamente
neotropicais (Anderson & Davis 20006).

Segundo Gates (1982) D. pubipetala, conhecida popularmente como “cipd preto”,
“cip6 de rego” ou “crista de galo”, é uma liana ou arbusto escandente com ampla distribui¢ao
pelo Brasil, ocorrendo também em regides da Coldombia, Peru, Bolivia e Paraguai. Apresenta
flores reunidas em inflorescéncias axilares e caracteriza-se pela presenga de cinco sépalas das
quais quatro sao geralmente glandulares; cinco pétalas amarelas, ungiiiculadas e com margens
fimbriadas, e segundo Gates (1982) as fimbrias basais da pétala posterior podem ser
glandulares. Os frutos sdo alados e formados por até trés sdmaras e as folhas apresentam
glandulas diminutas nas margens do limbo, sendo mais numerosas na regido apical.

O tnico trabalho disponivel na literatura referente a Diplopterys pubipetala (como
Banisteriopsis pubipetala), foi o realizado por Sigrist & Sazima (2004). Para esta espécie as
autoras relataram a ocorréncia de flores pseudo-hermafroditas (funcionalmente femininas)
com anteras indeiscentes, baixa viabilidade polinica, grande produgdo de frutos resultantes de
agamospermia, ocorrendo visita de apenas uma espécie de abelha (Paratetrapedia sp.) que
coleta dleo e pdlen como recursos florais, sem participagao efetiva na polinizagdo.

D. pubipetala representa importante componente da flora de cerrados na regido centro-
oeste do estado de Sdo Paulo. A diversidade de estruturas glandulares associada a abundante
entomofauna torna esta espécie um bom modelo para estudos relacionados com a funcéo das
glandulas na manutengdo das interacdes planta-animal, especialmente com relagdo ao sucesso

reprodutivo.



Conforme estabelecido pelo Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas (Botanica), os resultados obtidos neste trabalho estdo sendo
apresentados na forma de capitulos os quais foram redigidos segundo normas da

revista Acta Botanica Brasilica, sendo divididos da seguinte forma:

Capitulo I — Glandulas florais e a polinizacdo de Diplopterys pubipetala

(A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis

Capitulo II - Estrutura, ultra-estrutura e mecanismo de secrecdo das
glandulas florais em Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C.

Cav. Davis

Capitulo IIT — Estrutura, mecanismo de secre¢do e papel dos nectdrios

foliares em Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis



Capitulo I




Glandulas florais e a polinizacao de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson &
C. Cav. Davis

RESUMO (Glandulas florais e reproducao de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C. Cav. Davis) — Diplopterys pubipetala, uma espécie de ampla distribui¢do em
florestas semideciduais e cerrado apresenta diferentes tipos de glandulas florais. Neste estudo
procurou-se elucidar o papel destas glandulas na reproducdo desta espécie ocorrente em um
fragmento de cerrado, a partir de observagdes sobre a biologia floral, comportamento dos
visitantes, além da andlise do sistema reprodutivo. A populacdo estudada produziu flores e
frutos ao longo do ano, sendo que o pico de floragdo ocorreu entre agosto e setembro e o de
frutificagdo entre outubro e novembro. As flores apresentam sete a dez glandulas conspicuas
dispostas aos pares nas sépalas e glandulas diminutas na margem fimbriada de todas as cinco
pétalas, sendo maiores na pétala posterior, a qual difere das demais pelo tamanho, formato e
coloragdo. Além disto, todos os estames apresentam conectivo glandular. Os resultados
obtidos neste estudo indicaram que a populacdo estudada é predominantemente alégama e
suas flores sdo funcionalmente hermafroditas. Os polinizadores mais freqiientes foram
abelhas dos géneros Centris e Monoeca, as quais coletaram 6leo das glandulas calicinais. As
espécies de Monoeca foram consideradas as polinizadoras mais eficientes podendo coletar,
além do 6leo, pélen e a secregdo viscosa produzida pelo conectivo glandular. As glandulas da
pétala atuam como osmoéforos e acredita-se que seu papel esteja relacionado a orientacio
quimica no direcionamento do pouso. Constatou-se que todas as glandulas florais
desempenham fung¢des como atrativos primdrios ou secunddrios, estando relacionadas
também com o aumento da eficiéncia na transferéncia de pdlen, sendo, portanto,
fundamentais na manutengdo da interagdo com os vetores de pdlen e na reproducido da

populagdo de D. pubipetala estudada.

Introducao

Malpighiaceae distribui-se pelas regides tropicais e subtropicais, possui 66 géneros e
aproximadamente 1200 espécies, das quais mais de 80% ocorrem no Novo Mundo (Anderson
1979, 1990, Cameron et al. 2001). No Brasil, sdo encontrados 38 géneros e cerca de 300
espécies amplamente distribuidas em diferentes formagdes vegetais (Barroso 1984, Souza &
Lorenzi 2005), especialmente no cerrado (Oliveira & Leitdo Filho 1987, Mendonga et al.

1998).



Esta familia caracteriza-se pela uniformidade na arquitetura geral das flores, sendo
comum a presenca de cinco sépalas portadoras de glandulas dispostas aos pares, cinco pétalas
livres ungiiiculadas e androceu e gineceu com orientacdo bastante conservada (Anderson
1979). Estas caracteristicas florais relacionam-se principalmente com atracio, orientacdo e
recompensa aos visitantes e, segundo Anderson (1979), esta uniformidade é provavelmente
resultante da pressdo de selecio exercida pelos polinizadores especificos que sao,
principalmente, abelhas da tribo Centridini.

Dentre as malpiguidceas paleotropicais, estas glandulas estdo presentes em apenas
52% das espécies, sendo frequentemente referidas como nectdrios (Vogel 1990, Teixeira &
Machado 2000). Por outro lado, estas glandulas estdo presentes no célice de mais de 90% das
espécies de Malpighiaceae neotropicais (Vogel, 1990), nas quais sao elaiéforos e sua secrecao
representa importante recompensa aos polinizadores (Vogel 1974, Anderson 1979, 1990, Neff
& Simpson 1981, Buchmann 1987, Taylor & Crepet 1987, Lobreau-Callen 1989, Sazima &
Sazima, 1989, Vogel 1990, Barros 1992, Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004,
Carvalho et al. 2005, Costa et al. 2006). Os 6leos secretados por estas glandulas, consistem de
dcidos graxos saturados (Roubik, 1989) e 4cidos graxos livres (Vogel, 1974), que sdo
coletados por abelhas fémeas, principalmente da tribo Centridini e s@o utilizados como fonte
de alimentacdo de suas larvas e como impermeabilizante dos ninhos (Neff & Simpson 1981,
Buchmann 1987, Vogel 1990, Vinson et al. 1997, Sigrist & Sazima 2004). H4a também
indicagdes de que os Oleos florais podem ser utilizados para nutri¢do dos adultos, sendo este
um recurso mais energético do que o néctar (Buchmann, 1987).

Além das glandulas do calice, que oferecem recursos aos visitantes florais, merecem
destaque outras glandulas localizadas nas flores como as que ocorrem nas margens fimbriadas
das pétalas posteriores (Gates 1982) ou no conectivo das anteras de alguns tdxons, que sdo
também referidas como secretoras de substancias lipidicas, porém o seu significado ecoldgico
ainda € desconhecido (Vogel 1990). Segundo Gates (1982), apesar de ndo haver estudos sobre
a fungdo do tecido glandular do conectivo, sua localiza¢do na flor favorece o contato com a
superficie ventral das abelhas durante as visitas, sugerindo que a secrecdo possa atuar na
adesdo dos graos de pélen ao corpo do inseto.

A estreita relacdo existente entre Malpighiaceae e seus polinizadores especificos tem
despertado o interesse de inimeros pesquisadores com relacdo a ecologia da polinizagdo e ao
sistema reprodutivo de espécies desta familia (Anderson 1980, Steiner 1985, Silberbauer-

Gottsberger & Gottsberger 1988, Sazima & Sazima 1989, Simpson 1989, Barros 1992,



Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004, Bernardo 2006, Costa et al. 2006, Vilhena
& Augusto 2007).

A maioria das espécies estudadas quanto a biologia reprodutiva € hermafrodita,
predominantemente aldgama e apresenta grande dependéncia dos polinizadores (Barros 1992,
Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004, Costa et al. 2006). Entretanto, estudos
apontam a existéncia de flexibilidade e diversidade no sistema reprodutivo de varias espécies
de Malpighiaceae (Anderson 1980, Steiner 1985, Barros 1992, Sigrist & Sazima 2004, Costa
et al. 2006).

Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis distribui-se por
todo o Brasil e América do Sul, sendo freqiiente em areas de cerrado e de floresta estacional
semidecidual (Gates 1982, Batalha & Mantovani 2000, Morelato & Leitao-Filho 1996, Sigrist
& Sazima 2004), onde ocorre como liana ou arbusto escandente. Esta espécie pode apresentar
populacdes com flores hermafroditas (Gates 1982) e populagdes com flores pseudo-
hermafroditas, macho-estéreis (Sigrist & Sazima 2004). Em plantas com flores macho-estéreis
foi relatada a formacdo de sementes exclusivamente por agamospermia, ndo tendo sido
registrada ocorréncia de visitas legitimas (Sigrist & Sazima 2004). Entretanto, existem as
caracteristicas florais que parecem estar relacionadas com atracdo primdria e secunddria de
polinizadores e sugerem o estabelecimento de interacdes, especialmente com abelhas
coletoras de 6leo. Desta forma, estudos sobre a biologia reprodutiva de plantas pertencentes a
outras populagdes sdo fundamentais para a compreensao do papel das estruturas secretoras na
interag@o planta-animal nesta espécie.

Neste estudo procurou-se elucidar o papel das glandulas florais nas interagdes com as

abelhas visitantes e sua importancia na reproducao de Diplopterys pubipetala.

Material e métodos

Area de estudo e espécie

Foram acompanhados individuos de Diplopterys pubipetala pertencentes a uma
populac@o localizada na borda de um fragmento de cerraddo em d4rea sob intensa acdo
antrépica, proximo a culturas de Citrus e rodovias, no municipio de Botucatu-SP (22°42°38”
S e 48°18°35” W). As observacdes foram realizadas no periodo de agosto de 2006 a dezembro

de 2007 e totalizaram aproximadamente 70 horas.



Como documento taxondmico, ramos férteis de D. pubipetala foram coletados,
identificados e depositados no Herbario “Irina Delanova Gemtchujnicov” (BOTU) sob os

numeros 25306-310.

Fenologia e biologia floral

A ocorréncia das fenofases reprodutivas foi avaliada mensalmente em todos os
individuos da populacdo de D. pubipetala, sendo registrados os eventos de floragdo,
frutificacdo e dispersao.

Para entender o funcionamento das flores, foram feitas observacdes sobre a morfologia
e longevidade floral, hordrio de abertura, porcentagem de flores em antese por dia, além da
verificacdo de odor através de testes organolépticos e deteccdo de osmoforos através da
imersdo de flores em vermelho neutro (Vogel, 1990). A receptividade do estigma foi avaliada
através da observacdo, com lupa manual, de alteragdes morfoldgicas, presenca de exudatos,
mudangas de coloragdo e reagdao ao perdxido de hidrogénio (Dafni 2005). A viabilidade dos

graos de polen (n=29 flores, 12 plantas) foi avaliada com carmim acético (Dafni 2005).

Sistema reprodutivo

Com o intuito de avaliar o sistema reprodutivo de D. pubipetala, ramos contendo
botdes florais pré-antese foram ensacados. No momento em que se iniciava a abertura das
primeiras pétalas, antes de ocorrer a deiscéncia das anteras, as flores foram cuidadosamente
emasculadas com auxilio de tesoura oftalmoldgica para verificacdo de agamospermia e na
ocasido da antese foram realizados tratamentos de autopolinizacdo manual e polinizagdo
cruzada manual, além da verificacdio da ocorréncia de autopolinizacdo espontinea e
polinizagdo em condi¢des naturais (controle). Os tratamentos para verificacdo de
agamospermia, autopolinizacdo e poliniza¢do cruzada manual foram mantidos ensacados até a
senescéncia das flores ou inicio do desenvolvimento de frutos. Em cada planta utilizada nos
experimentos de verificagdo do sistema reprodutivo, foi estimada a viabilidade do pélen com
objetivo de comparar os niveis de viabilidade em plantas com ocorréncia de agamospermia ou
diferentes graus de autocompatibilidade. Além da avaliacdo da frutificagdo natural (controle)
foi realizado um experimento com controle de visitas no qual flores mantidas ensacadas
durante todo o seu desenvolvimento foram expostas aos visitantes, logo apds sua abertura, por
cerca de 40 minutos.

Para avaliacdo do sistema reprodutivo foram utilizadas 1020 flores, pertencentes a 12

individuos. Considerando-se que cada flor pode originar até trés unidades de dispersdo



(sAmarideos) provenientes do gineceu tricarpelar, cada didsporo em potencial foi
contabilizado como uma unidade de poliniza¢do, sendo o nimero de flores utilizadas nos
tratamentos multiplicado por trés, totalizando 3060 carpelos avaliados. Os tratamentos foram
feitos de acordo com metodologia descrita em Dafni (2005) e os experimentos de fecundacdo
cruzada foram realizados entre plantas distantes, no minimo, 20 metros entre si. Os frutos
formados foram avaliados periodicamente durante seis semanas.

Com o intuito de avaliar a importincia da ruptura da cuticula para adesdo e
germinagdo dos grios de pdlen sobre a superficie estigmatica de D. pubipetala, experimentos
de polinizacdo manual foram realizados envolvendo dois tratamentos, um com aplicacdo de
pressdo mecanica (n=60 flores) e outro sem aplicacdo de pressdo mecanica (n=49 flores)

durante a deposic@o dos graos de pdlen sobre os estigmas.

Visitantes florais

O comportamento dos visitantes foi descrito com base nas observacdes de campo,
andlise de fotografias e de filmagens. As observacdes foram feitas no periodo das 6 as 20hs,
sendo registrados principalmente o horério, duracdo e freqiiéncia de visitas, comportamento,
tipo de recurso coletado e local de contato do corpo dos visitantes com anteras e estigmas. A
maioria dos visitantes registrados foram coletados, analisados em estereomicroscOpio para
verificar a presenca e a localizacdo de grios pdlen e 6leo no corpo e, posteriormente, enviados

para identificacdo por especialista.

Caracterizagdo das estruturas florais envolvidas na polinizagdo

A distribui¢do, localizacdo, atividade secretora durante a antese e tamanho das
estruturas glandulares presentes no cdlice, nas pétalas e no conectivo foram registrados, sendo
as medicdes realizadas com auxilio de paquimetro digital. A morfologia destas estruturas foi
analisada sob estereomicroscépio Olympus SZ 61 (Japan) equipado com camera digital
Olympus C7070 (Olympus, Japan) e sob microscopio eletrdnico de varredura (MEV) Fei —
Quanta 200 (Phillips, Tchecoslovdquia). Para a andlise em MEV, flores em diferentes fases de
desenvolvimento foram coletadas e fixadas em glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH
7,3) por 24 horas, seguida de pods-fixagdo em tetréxido de 6smio 1% por 2 horas e de
desidratacdo em série etilica crescente. As amostras foram submetidas ao ponto critico e
metalizadas com ouro em aparelho MED 010 da Balzers Union.

Para avaliar o efeito do contato dos visitantes com as glandulas do célice, um conjunto

de flores foi mantido isolado desde o inicio do desenvolvimento até a antese. Neste momento,



o isolamento foi retirado e flores, nunca visitadas, foram imediatamente coletadas, enquanto
outras ficaram expostas e foram coletadas logo apds a ocorréncia de visita, sendo as glandulas

calicinais das flores de ambos os tratamentos processadas e analisadas em MEV.

Resultados

Fenologia

Na darea de estudo, os individuos de Diplopterys pubipetala ocorrem como arbustos
com ramos escandentes (Fig. 1, 2) nos quais, na fenofase de floragdo, sdo observadas
inflorescéncias axilares mistas, constituidas de racemos com unidades dicasiais, sendo que em
cada axila pode ser encontrada mais de uma inflorescéncia com até cinco pares de flores cada
(Fig. 3-5). Na fenofase de frutificacdo verificam-se frutos alados constituidos por 1-3
samarideos de coloracdo avermelhada quando imaturos (Fig. 6), os quais, durante o
amadurecimento tornam-se secos com coloracao castanha e sdo dispersos individualmente.

A fenologia reprodutiva foi semelhante nos anos de 2006 e 2007 na populacio
estudada, sendo observados botdes, flores e frutos em pequenas propor¢cdes ao longo de
praticamente todo o ano. Entretanto, maior proporcao de estruturas reprodutivas foi observada
entre julho e novembro (Fig. 7). As inflorescéncias comecam a se desenvolver em meados de
maio na maioria dos individuos da populag@o sendo o pico de floracdo observado entre agosto
e setembro. A partir deste momento, as plantas passaram a apresentar grande propor¢ao de
frutos imaturos, cujo desenvolvimento se conclui em cerca de dois meses, sendo o pico da

dispersdo observado em novembro.

Morfologia e eventos florais

As flores de Diplopterys pubipetala sdo amarelas, marcadamente zigomorfas e
hermafroditas, medindo aproximadamente 2,5 cm de largura (Fig. 8) e a antese dura cerca de
2 dias.

Em um mesmo individuo foram identificadas flores com nimero de glandulas
variando de sete a dez. Esta variag@o foi analisada, verificando-se predominio de flores com
oito glandulas no célice (46,7%), sendo a auséncia verificada na sépala oposta & pétala
posterior. Flores com dez, nove e sete glandulas foram menos comuns e corresponderam a

respectivamente a 23,3%, 23,3% e 6,7%, sendo as auséncias verificadas na sépala oposta a

pétala posterior e nas sépalas adjacentes.



Estas glandulas do cdlice sdo conspicuas, verdes e variam de 1,9-3,3 mm de
comprimento e 1,2-1,8 mm de largura (Fig. 9). Em glandulas de botdes em pré-antese ja é
possivel visualizar um volumoso espago onde a secre¢do produzida é acumulada (Fig 17).
Quando as abelhas coletoras de 6leo visitam legitimamente as flores de D. pubipetala elas nio
contactam as sépalas opostas a pétala posterior, onde foram observadas as auséncias.

A andlise da superficie de glandulas visitadas unicamente por abelha Monoeca sp.
revelou que a cuticula, que delimitava o espago onde a secrecdo estava acumulada, foi
rompida pela atividade de coleta do 6leo por esta abelha. Esta ruptura apresentou-se sob a
forma de uma estria no sentido longitudinal da glandula (Fig. 18).

A corola de D. pubipetala apresenta uma pétala disposta posteriormente, duas
dispostas postero-lateralmente e duas antero-lateralmente (Fig. 8). A pétala posterior,
diferenciada das demais pelo menor tamanho do limbo e maior espessura da unha, apresentou,
na populacdo estudada, variagdes na coloragdo. Foram observados individuos com pétalas
posteriores totalmente amarelas e outros com pétalas posteriores contendo manchas
avermelhadas de tamanhos varidveis localizadas na regido central do limbo, préximas a unha
(Fig. 8).

Todas as pétalas apresentaram margens fimbriadas com terminacdes dilatadas as quais
correspondem a diminutas glandulas (Fig. 8, 11, 13). Na pétala posterior estas glandulas sdo
mais numerosas e aparentemente mais desenvolvidas, especialmente na porcdo basal do
limbo. Algumas vezes foram observadas goticulas proximas as glandulas da pétala posterior,
entretanto ndo foi possivel confirmar se estas goticulas eram provenientes das glandulas.
Além disto, ndo foi observado comportamento de coleta de secre¢do por parte de nenhum dos
insetos visitantes.

Dentre os dez estames presentes nas flores de D. pubipetala, dois localizam-se
posteriormente, cinco na regido mediana e trés localizam-se na regido anterior da flor, opostos
a pétala posterior (Fig. 8, 11, 12). Todos os estames apresentaram conectivo glandular
amarelo-claro e anteras deiscentes contendo grios de pélen vidveis (Fig. 11-13).

O conectivo glandular dos estames apresenta as regides apical e mediana compostas
por estruturas arredondadas, tdrgidas, que se assemelham a grdos de pdlen (Fig. 11-13, 19).
Sobre estas estruturas sdo frequentemente observadas pequenas gotas translicidas de secrecio
as quais apresentam viscosidade ao toque (Fig. 13). Embora todos os visitantes florais entrem
em contato com esta secrecdo, apenas abelhas do género Monoeca apresentam

comportamento que sugere a coleta da mesma, conforme relatado mais adiante.



Os graos de polen, por sua vez, sdo brancos, de tamanhos varidveis, e sdo expostos de
forma agregada, a partir das 8:00 h, cerca de 2 horas apds a abertura da flor, quando ocorre a
deiscéncia das anteras. A viabilidade polinica foi alta em praticamente todos os individuos
amostrados, com média de 93,51%, exceto em uma planta que apresentou viabilidade média
de 83,11%.

O gineceu é composto por ovario supero tricarpelar, trés estiletes e estigmas livres
entre si. Os estigmas apresentam disposi¢do triangular na flor, sendo dois localizados
proximos a pétala posterior junto a cada um dos estames e um localizado em posicao central
adjacente aos trés estames anteriores (Fig. 8). Estigmas de flores visitadas unicamente por
abelha do género Monoeca sp. apresentaram cuticula rompida e superficie repleta de grios de
p6len, alguns dos quais foram observados germinando (Fig. 20).

As flores tém antese diurna e aproximadamente 5% dos botdes abrem-se, a cada dia,
perto das 6:00 h. A abertura inicia-se pelas pétalas antero-laterais, seguida pelas duas pétalas
postero-laterais sendo a posterior, a dltima a se abrir.

Em viérios individuos da populacdo, era freqiiente a presenca botdes, aparentemente
em pré-antese, cujas pétalas frouxas ndo completavam a abertura, permanecendo com este
aspecto até sua senescéncia e abscisdo. Estes botdes foram acompanhados para verificar a
ocorréncia de cleistogamia nesta espécie, entretanto em nenhum deles observou-se a formacgao
de frutos. Andlises em estereomicroscépio revelaram a presencga de larvas de insetos e teias,
no interior dos mesmos, sugerindo que a ndo abertura esteja associada a este fato.

O odor exalado pelas flores é suave e reacdes positivas com vermelho neutro foram
visualizadas principalmente na regido proxima a unha de todas as pétalas, nas terminagdes das

fimbrias (regido das glandulas) e na regido apical dos conectivos dos estames (Fig. 14-16).

Sistema reprodutivo

Os resultados referentes aos experimentos para verificacdo do sistema reprodutivo
encontram-se reunidos na Tabela 1.

Foram produzidos frutos em todos os experimentos realizados, havendo pequena
proporcao de frutos formados por agamospermia e por autopolinizagdo. O experimento de
polinizacdo cruzada realizado com ruptura da cuticula estigmdtica resultou em taxa de
frutificacdo 11 vezes superior a verificada no experimento em que ndo foi realizada esta
ruptura.

A producdo de frutos por agamospermia e por autofecunda¢do manual verificada na

populagdo ocorreu em um mesmo individuo, cujas taxas de frutificacdo foram de cerca de 4%



por agamospermia, 15% por autopolinizacdo manual e 33% por poliniza¢do cruzada manual.
Este mesmo individuo foi o que apresentou a menor viabilidade polinica relatada
anteriormente (83,11%).

No experimento com controle de visitas, as flores foram visitadas por uma tnica
espécie de abelha, Monoeca sp, a qual realizou diversas seqii€ncias durante os 40 minutos em
que as flores permaneceram desensacadas, que resultaram em uma taxa de frutificacdo de
25%, semelhante a taxa de frutificacdo resultante dos experimentos de polinizagdo cruzada

(21,7%) e cerca de quatro vezes maior que a taxa de frutificacdo natural (4,9%).

Visitantes

As primeiras visitas ocorreram a partir das 7:30 h e foram restritas as plantas
localizadas em 4reas expostas ao sol. Com o passar do dia, as abelhas ampliavam sua area de
visitacdo, havendo um pico entre 9:00-10:00 h (Fig. 21), quando a maioria das plantas
encontrava-se exposta ao sol. Foram observadas diferentes espécies de abelhas, de pequeno a
grande porte, pertencentes aos géneros Bombus, Centris, Epicharis, Monoeca e Xylocopa
(Tab. 2) visitando as flores de D. pubipetala, sendo a maioria das visitas legitima ocorrendo
contato das abelhas com anteras e estigmas durante a coleta de dleo das glandulas calicinais,
que € realizada com as pernas anteriores.

As abelhas mais freqiientes foram aquelas pertencentes aos géneros Centris (64%) e
Monoeca (34%), totalizando 98% das visitas registradas. Chama a ateng@o nestas abelhas, a
exatiddo no comportamento pouso, propiciado pela adequacdo do seu corpo a morfologia,
disposi¢do e dimensdo dos elementos florais. Estas abelhas pousam diretamente sobre a flor
com a cabeca voltada para a pétala posterior e as pernas encaixadas precisamente entre as
pétalas laterais. Toda a porcdo ventral fica em contato com as estruturas reprodutivas da flor
enquanto alcancam as glandulas do célice com os primeiros pares de pernas, com as quais
coletam o 6leo secretado, através da raspagem das glandulas, o qual € armazenado nas pernas
posteriores.

Foram observadas abelhas do género Centris (Fig. 22-24) de pequeno, médio e grande
porte e todas realizaram seqiiéncias bastante rdpidas, visitando grande niimero de flores em
poucos segundos. Apds algumas seqii€éncias de visitas em flores de um mesmo individuo e de
individuos préximos, estas abelhas pousavam em um galho ou uma folha para realizar a
limpeza do corpo empacotando o pélen, possivelmente junto com alguma secre¢do do
conectivo, nas pernas posteriores. Estas abelhas também foram observadas coletando 6leo de

flores velhas e de botdes florais. A andlise em laboratério dos espécimes de Centris



evidenciou pequena quantidade de pdlen espalhado pelo corpo e grande quantidade de graos
de pdélen agrupados em densa massa de cor clara, provavelmente uma mistura de pélen e dleo,
no ultimo par de pernas.

As abelhas do género Monoeca (Fig. 25-26), de pequeno porte, realizaram sequéncias
de visitas a flores de um mesmo individuo ou de individuos préximos, sendo seu tempo de
permanéncia na flor maior do que o das abelhas do género Centris. O comportamento de
coleta de 6leo das glandulas do calice foi semelhante ao observado em Centris, entretanto as
duas espécies de Monoeca pressionavam o abdome sobre os 6rgdos reprodutivos em
movimentos repetitivos, durante a coleta. Abelhas deste género também foram observadas
coletando pdlen, sempre imediatamente apds a coleta de Oleo. Para esta coleta, os dois
estames posteriores eram pressionados com o primeiro par de pernas, em movimento
ascendente e, desta forma a secrecdo produzida pelas glandulas do conectivo também era
coletada. A andlise em laboratério dos espécimes de Monoeca evidenciou grande quantidade
de grdos de pdlen distribuidos ao longo do corpo, concentrados principalmente na regido
ventral do abdome, correspondente a localizacdo do estigma central, sendo também
observados grdos de pdlen no térax, junto a inser¢cdo das pernas anteriores e nas laterais da
cabega, proximo aos olhos e ao aparelho bucal, regido que corresponde exatamente a
localizacdo dos dois estigmas posteriores. Graos de pdlen foram observados em todas as
pernas, sendo que nas posteriores encontram-se agrupados em massa amarelo-clara, contendo
possivelmente mistura de pdlen e 6leo.

Visitas esporddicas e muito rdpidas de abelhas pertencentes aos gé€neros Bombus,
Epicharis e Xylocopa, todas de grande porte, foram verificadas, entretanto ndo foi possivel
observar com detalhes o comportamento de visita e o tipo de recurso coletado por estas

espécies.

Discussao

Fenologia

A populacido de D. pubipetala estudada iniciou seu ciclo reprodutivo no final do
outono, sendo o pico de floracdo no final do inverno, periodo de transicdo da estagdo seca
para a estacdo umida, e o de frutificacdo na primavera, com dispersdo no inicio da estacdo
umida, semelhante ao observado por Batalha & Mantovani (2000) em area de cerrado no

municipio de Santa Rita do Passa Quatro, SP.



Em estudo da fenologia reprodutiva de lianas em &drea de reserva de floresta
semidecidual na regido de Campinas, Morellato & Leitao Filho (1996) observaram que dentre
as familias com maior nimero de lianas estd Malpighiaceae, com 17 espécies, as quais, de
maneira geral, apresentaram pico de floracdo em marco ou setembro/outubro e curto periodo
de maturacdo dos frutos. Com relagdo a Diplopterys pubipetala (sin. Banisteriopsis
pubipetala) estes autores observaram florescimento no més de outubro, semelhante ao
verificado por Sigrist (2001, dados ndo publicados) na mesma reserva.

Batalha & Mantovani (2000) verificaram florescimento e frutificacdo de espécies de
Malpighiaceae ao longo de todo o ano e, segundo Silberbaur-Gottsberger & Gottsberger
(1988), apesar das malpiguidceas florescerem quase que continuamente no cerrado, hd uma
intensificacdo na época quente e chuvosa, que coincide com o periodo de maior atividade das

abelhas pertencentes a tribo Centridini.

Ecologia da polinizacdo

As flores de D. pubipetala sdo semelhantes a de outras espécies de Malpighiaceae
conforme relatado por Anderson (1979) em seu trabalho sobre a uniformidade floral nesta
familia. Entretanto, algumas caracteristicas morfolégicas merecem destaque como a presenca
de zigomorfia evidente em todos os verticilos florais (cdlice, corola, androceu e gineceu),
além da presenca de diversas estruturas glandulares na flor.

Embora a zigomorfia seja uma caracteristica predominante nas flores de
Malpighiaceae, é possivel identificar certo grau de actinomorfia em alguns taxons (Anderson
1979). Segundo Vogel (1990), flores que tendem a actinomorfia sdo mais basais do que as
flores zigomorfas e, na maioria das vezes, apresentam glandulas calicinais aos pares em todas
as cinco sépalas, como ocorre com a maioria das espécies de Byrsonima, por exemplo. Em
flores actinomorfas os visitantes circundam a flor coletando 6leo de todas as glandulas, ja em
flores zigomorfas o comportamento dos visitantes torna-se fixo devido a orientacdo pela
pétala diferenciada. Desta forma, a fixacdo do posicionamento do visitante com relacio a flor
restringe a coleta da secrec¢do nos elaidforos presentes nas sépalas anteriores (opostas a pétala
posterior), o que pode explicar a perda destas estruturas principalmente nesta posigao,
representando maior economia com relacdo a custos energéticos.

Variagdo no nimero de glandulas calicinais foi observada em D. pubipetala,
evidenciando a tendéncia de redu¢do nas regides ndo alcancadas pelos visitantes florais. A
auséncia ou reducdo do nimero de glindulas no cdlice foi relatada em diversos estudos

(Buchmann 1987, Sazima & Sazima 1989, Teixeira & Machado 2000, Castro et al. 2001,



Carvalho et al. 2005, Costa et al 2006), podendo ocorrer entre individuos de uma populacdo
ou entre flores de um mesmo individuo, como € o caso de D. pubipetala.

Abelhas pertencentes a tribo Centridini, principalmente do gé€nero Centris sao
referidas como os visitantes florais mais freqiientes em Malpighiaceae (Silberbauer-
Gottsberger & Gottsberger 1988, Sazima & Sazima 1989, Simpson 1989, Barros 1992,
Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004, Carvalho et al. 2005, Costa et al. 2006),
fato também verificado no presente trabalho.

Além de Centris, espécies de abelhas do género Monoeca, também coletoras de dleo,
apresentaram alta freqiiéncia de visitas as flores de D. pubipetala. As duas espécies de
Monoeca apresentaram aglomerados de pdlen na regido ventral do abdome, concentrados
justamente nas regides do corpo que contactam os trés estigmas. Além disto, a ruptura da
cuticula estigmdtica e germinagdo dos grios de pdlen depositados apds suas visitas foram
registradas e, nos experimentos de polinizacdo controlada, as visitas de Monoeca sp
resultaram em altas taxas de frutificacdo, indicando sua efici€ncia na polinizacdo de D.
pubipetala. Ja nas abelhas do género Centris, ndo foi observada quantidade significativa de
pélen em nenhuma porcdo do corpo, possivelmente devido ao fato de estas espécies se
limparem constantemente, empacotando todo o pdlen disponivel nas pernas posteriores.
Considerando que estas abelhas sdo os visitantes mais freqiientes de D. pubipetala, sua
eficiéncia em estocar o polen, tornando-o indisponivel para a polinizacdo, pode ser
parcialmente responsavel pela baixas taxas de frutificacdo natural na populacio estudada.

De acordo com o exposto, é possivel afirmar que a presenca das glandulas nas pétalas
e do conectivo glandular em D. pubipetala, além das glandulas caracteristicas do célice,
sugere niveis adicionais de especializacdo relacionados com a interagdo com animais
ant6filos, especialmente com espécies do género Monoeca, que coletam ativamente as

secrecOes produzidas pelas glandulas calicinais e pelo conectivo glandular.

Sistema reprodutivo

Diferente do observado por Sigrist & Sazima (2004), as anteras de D. pubipetala, em
todas as plantas da populacdo estudada, sdo deiscentes e apresentam alta porcentagem de
graos de pdlen vidveis, sendo as flores consideradas funcionalmente hermafroditas. Estes
resultados confirmam, portanto, a variagdo interpopulacional na funcionalidade das flores
hermafroditas nesta espécie, referida por Anderson (com. pessoal, em Sigrist & Sazima 2004).

Os resultados aqui obtidos com relacdo ao sistema reprodutivo de D. pubipetala

indicaram que esta populacdo é predominantemente aldgama, principalmente considerando



que o maior sucesso na formacgao de frutos foi obtido através dos experimentos de polinizacao
cruzada manual (com ruptura da cuticula) e do controle com observacdo de visitas, cuja
polinizacdo foi efetuada exclusivamente por Monoeca sp. Resultado semelhante é descrito
para a maioria das espécies de Malpighiaceae estudadas, sendo grande a dependéncia dos
polinizadores nesta familia (Barros 1992, Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004,
Costa et al. 2006).

Com relagdo ao sistema de compatibilidade observaram-se diferencas entre os
individuos da populacdo, indicando a ocorréncia de sistema de reproducdo misto, ja que um
dos individuos estudados apresentou formacdo de frutos em flores autopolinizadas,
evidenciando a ocorréncia de autocompatibilidade. Segundo Lipow & Wyatt (2000), apesar
de muitos autores se referirem as espécies como autocompativeis ou auto-incompativeis, os
sistemas de reproducdo s@o mais complexos, podendo existir diferentes niveis de
autocompatibilidade entre os individuos de uma populacdo, conforme verificado em D.
pubipetala.

A presenca de autocompatibilidade é uma caracteristica relativamente freqiiente em
Malpighiaceae (Barros 1992, Sigrist & Sazima 2004, Costa et al. 2006). A baixa taxa de
frutos produzidos por autofecundagdo na populacido de D. pubipetala estudada, pode ser
interpretada tendo em vista a existéncia de mecanismos que limitam a autofecundacgdo tais
como hercogamia e presenca da cuticula estigmadtica que necessita ser rompida para que os
graos de pdlen germinem (Sigrist & Sazima 2004). Em condi¢des naturais, esta ruptura pode
ser ocasionada por fatores mecanicos, principalmente pelos visitantes florais, o que facilitaria
a germinacdo de grios de pdlen tanto da prépria planta (geitonogamia), quanto de plantas
distintas (xenogamia). A importancia da ruptura desta cuticula para o sucesso da polinizagao é
claramente evidenciada quando se compara o resultado das polinizagcdes cruzadas efetuadas
sem ruptura e com ruptura, cujas taxas de frutificacdo foram de 2% e 22%, respectivamente.

A producdo de frutos em condi¢cdes naturais (controle) apresentou-se baixa na
populacdo estudada, sendo este fato referido para outras espécies da familia (Teixeira &
Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004). Teixeira & Machado (2000) relacionaram a baixa
taxa de frutificagdo por polinizacdo natural em Byrsonima sericea ao comportamento de
abelhas que forrageiam por longo tempo em um unico individuo, levando & intensa
geitonogamia nesta espécie, que € auto-incompativel. Em D. pubipetala a baixa producdo de
frutos também pode estar associada aos diferentes comportamentos dos visitantes os quais
podem ser mais ou menos eficientes como vetores de pdlen, além da possibilidade de existir

na populacdo, plantas com diferentes niveis de autocompatibilidade.



Por outro lado, Sigrist & Sazima (2004) verificaram alta taxa de frutificagdo por
agamospermia em um individuo de D. pubipetala ocorrente em drea de floresta semidecidual.
Entretanto, na populacao de D. pubipetala avaliada no presente estudo, a formacao de frutos
por agamospermia esteve restrita a uma unica planta, que também produziu frutos por
autopolinizacdo manual, poliniza¢do cruzada manual e polinizagdo livre, indicando néo se
tratar, portanto, de uma planta exclusivamente agamospérmica.

A agamospermia (apomixia stricto sensu) € um tipo de reproducio assexuada em que
sementes, geneticamente idénticas a planta mde, podem ser formadas através de diferentes
mecanismos como aposporia, diplosporia e embrionia adventicia (Salomdo & Allem 2001;
Koltunow & Grossniklaus 2003). Este tipo de reprodugdo tem sido correlacionado com a
ocorréncia de poliembrionia e de reproducdo sexual, sugerindo a presenca de sistemas de
cruzamento multiplos em algumas espécies de cerrado (Salomao & Allem 2001; Martins &
Oliveira 2003; Mendes-Rodrigues 2005).

A agamospermia pode assegurar a reproducdo da espécie mesmo na auséncia de
polinizadores. Quando comparado com a propagacdo vegetativa, este tipo de reproducdo
apresenta vantagens por permitir a disseminacdo de um gendtipo extremamente adaptado as
condicdes locais através de sementes, podendo alcangar maiores distdncias e contar com
mecanismos de dorméncia, que podem ser fundamentais para o seu estabelecimento em novos
habitats (Richards 1986). Por outro lado, a agamospermia, por ndo permitir a recombinagio
génica, restringe as possibilidades de evolugdo face as variagdes ambientais. Deste modo,
evitar a perda de variabilidade, mantendo possibilidades de recombinagdo, através de
reproducdo sexual pode ajudar a preservar o potencial para mudangas adaptativas (Ellstrand &
Elam 1993). Segundo Endress (1994), ha mecanismos que evitam sistemas reprodutivos
restritos, podendo ser verificado um balanco flexivel em vdrias familias de plantas,
evidenciando que a evolucdo dos mecanismos envolvidos nestes sistemas ndo € unidirecional,
podendo regredir em alguns momentos da histéria evolutiva ou ocorrer repetidamente dentro
de um pequeno grupo.

Os resultados aqui apresentados para esta espécie, analisados juntamente com
resultados obtidos por Sigrist & Sazima (2004) confirmam a existéncia de plasticidade no
sistema reprodutivo de D. pubipetala. Considerando que esta espécie ocorre em dareas
perturbadas, como bordas de fragmentos e beiras de estradas, esta variacdo pode representar
um maior potencial na ocupacdo destes ambientes, facilitando a disseminacdo de genétipos
localmente adaptados, através da agamospermia e, por outro lado permitindo a recombinacio

génica através da reprodugdo sexual.



Gléandulas florais

Glandulas presentes no cdlice de espécies de Malpighiaceae, denominadas elaiéforos
(Vogel 1974) sao frequentemente relacionadas a oferta de 6leos como recompensa aos
polinizadores (Buchmann 1987). Neste estudo, todos os visitantes registrados nas flores de D.
pubipetala apresentaram comportamento de coleta de secrecdo junto a estas estruturas,
indicando sua importancia como atrativo primdrio para os polinizadores.

As glandulas da margem fimbriada de todas as pétalas e a regido apical do conectivo
reagiram ao teste com vermelho neutro, indicando produgio de aroma nestas regides. Os
odores florais atuam na atracdo de polinizadores, principalmente abelhas as quais sdo
particularmente sensiveis a eles, utilizando-os para localizagcdo a curta distancia (Proctor e
Yeo 1979). Observou-se que as primeiras visitas do dia as flores de D. pubipetala ocorrem em
individuos expostos ao sol, sendo possivel que a elevacdo de temperatura, decorrente da
incidéncia solar, aumente a volatilizacdo destas substdncias, resultando em maior atracdo
olfativa sobre as abelhas.

A observacdao do comportamento das abelhas visitantes revelou grande precisdo no
pouso que pode ser direcionado tanto por orientagdo visual quanto por orientagdo quimica.
Além das caracteristicas morfoldgicas que fazem da pétala posterior importante guia de
orientacdo visual para os visitantes, suas glandulas sdo mais desenvolvidas e numerosas que
as das pétalas laterais, podendo estar relacionadas com producdo diferencial de aroma que
pode auxiliar no correto posicionamento dos polinizadores no momento do pouso.

Na superficie do conectivo foram freqiientemente observadas pequenas gotas de
secrecdo viscosa que eram coletadas juntamente com pdlen por Monoeca sp. Considerando
suas caracteristicas morfologicas e a viscosidade apresentada por sua secrecdo, foram
atribuidas duas provaveis fungdes ao conectivo glandular em Diplopterys pubipetala. Como a
superficie do conectivo apresenta aparéncia semelhante a grandes graos de pélen, pode atuar
na atragdo visual de visitantes, fung¢do semelhante a atribuida aos estaminédios de Commelina
dianthifolia por Hrycan & Davis (2005) os quais mimetizam, através da coloragdo e das
caracteristicas morfoldgicas, grandes quantidades de grdos de pdlen que atuam na atracdo de
insetos as flores. Adicionalmente, a secrec¢do liberada pode permitir melhor aderéncia dos
graos de pdlen ao corpo dos visitantes possibilitando maior eficiéncia na transferéncia destes
graos de pdlen para outras flores, além de manté-los imidos favorecendo a aderéncia aos
estigmas. Steiner (1985), estudando a polinizagdao de Drymonia serrulata (Gesneriaceae),
verificou a presenca de elaiéforos tricomaticos no interior da corola, cuja secrecdo lipofilica

era depositada nas anteras e transferida para o corpo dos visitantes facilitando a aderéncia dos



graos de pélen, atuando como um “pollen kit” externo. Moyano et al. (2003), observaram
tricomas glandulares nas anteras de Leonurus sibiricus, os quais secretam substancias
pegajosas que atuam como um adesivo acessOrio para os graos de pdlen, aumentando a
eficiéncia da transferéncia dos mesmos para os estigmas. Deste modo, a secre¢do presente no
conectivo das anteras de D. pubipetala pode desempenhar papel semelhante a fios de viscina
ou “pollen kit”, que aumentam a eficiéncia na polinizag¢do zodfila.

De acordo com as informagdes obtidas no presente estudo, é possivel concluir que
todas as glandulas florais desempenham funcdes essenciais atuando como atrativos primdrios
e secunddrios para os polinizadores, além de aumentar a eficiéncia na transferéncia de pdlen.
A populacdo de D. pubipetala estudada é predominantemente aldgama e por isso a presenga
de vetores de pdlen € indispensdvel para o sucesso reprodutivo, sendo as glandulas florais
fundamentais na manutencdo desta interacdo. Assim, o presente estudo contribui para o
conhecimento da diversidade de estruturas glandulares em flores de Malpighiaceae e seu

papel na reproducao.
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Figuras e Tabelas




Figuras 1-6 — Aspectos gerais de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson &
C.Cav. Davis 1. Individuo localizado na borda do fragmento em estudo, mostrando habito
arbustivo com ramos escandentes. 2. Ramo envolvendo caule de planta vizinha 3. Botdes
jovens reunidos em inflorescéncias axilares racemosas com unidades dicasiais. 4.
Inflorescéncia contendo botdes e flores. 5. Flores em diferentes estigios de

desenvolvimento. 6. Frutos imaturos constituidos por trés simaras.
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Periodo em que todos os individuos da populacéo apresentaram a fenofase em maxima proporcao
Periodo em que todos os individuos apresentaram a fenofase em menor proporcio

Periodo em que parte dos individuos apresentaram a fenofase em pequena propor¢io

Periodo em que raros individuos apresentaram a fenofase

Figura 7 — Fenologia reprodutiva de Diplopterys pubipetala na area de estudo entre agosto de

2006 e dezembro de 2007.



Figuras 8-16 — Caracterizaciao das flores de Diplopterys. pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis 8. Flor mostrando disposicdo geral dos verticilos. Notar pétala
posterior diferenciada das demais pela espessura da unha (*) e coloracdo do limbo que
pode apresentar variacdo (detalhe). As setas indicam a localizagdo dos estigmas. 9. Vista
geral do cdlice. Notar glandulas conspicuas dispostas aos pares nas sépalas. 10. Detalhe
mostrando as glandulas localizadas nas terminac¢des das fimbrias das pétalas (setas). 11-13.
Estames mostrando antera deiscente, conectivo glandular (*) e grdos de pdlen de coloracao
clara. 14. Reacgdo positiva ao teste com vermelho neutro. Notar regido préxima a unha de
todas as pétalas intensamente corada juntamente com a regido glandular do conectivo. 15.
Detalhe mostrando reagdo positiva na regido glandular do conectivo de todas os estames.
16. Detalhe mostrando reacdo positiva na regido das glandulas das pétalas. gl = glandula.
pe = pétala. pal = pétala antero-lateral. pd = pedinculo. pp = pétala posterior. ppl = pétala

postero-lateral. se = sépala.






Figuras 17-20 — Estruturas florais de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis (MEV) 17. Glandula no calice de botdo floral na pré-antese com actiimulo
de secrecdo. 18. Glandula do célice apds visita por abelha Monoeca sp. 19. Estame
mostrando porcdo apical glandular do conectivo (seta) e anteras antes da deiscéncia. 20.
Superficie do estigma apds visita por abelha Monoeca sp. Notar cuticula rompida e graos

de pélen germinando.
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Figura 21. Distribuicdo das visitas observadas em Diplopterys pubipetala ao longo do dia.



Figuras 22-26 — Visitantes florais de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis. 22-24. Abelhas do género Centris. Notar posi¢do das abelhas com
relacdo a flor com as pernas anteriores inseridas entre as pétalas para a raspagem das
glandulas do cdlice (22-seta, 23). Observar volumosa massa amarela nas pernas posteriores
(22, 24-seta). 25-26. Abelha Monoeca sp. coletando 6leo (25) e pdlen juntamente com a
secrecdo do conectivo (26). Notar locais de contato do corpo desta abelha com as anteras

(setas).






Tabela 1. Avaliacdo do sistema reprodutivo de D. pubipetala em 12 plantas de uma
populacao localizada em vegetacao de cerrado no municipio de Botucatu, SP, Brasil.

Agamospermia Autopolinizagdo Polinizacgdo cruzada Controle  Controle com
espontinea manual sem ruptura da com ruptura da natural visita
cuticula cuticula
0,7% 0,1% 4,9% 2,0% 21,7% 4,9% 25%
(2/297) a/771) (7/141) (3/147) (39/180) (73/1488) (9/36)

Os valores entre paréntese correspondem ao nimero de samarideos formados/carpelo

Tabela 2. Lista das espécies de abelhas pertencentes a familia Apidae (segundo Michener
2000) observadas visitando as flores de Diplopterys pubipetala na populacao estudada.

Freqiiéncia de Recurso

Tribos Abelhas visitas N° (%) coletado
Centridini Centris (Centris) aenea (Erichson, 1848) 37 (23,3) 0
Centris (Centris) varia (Erichson, 1848) 37 (23,3) 0]
Centris (Heterocentris) analis (Fabricius, 1804) 4(2,5) 0]
Centris sp 1 22 (13,8) O
Centris sp 2 1 (0,6) 0]
Centris sp 3 1 (0,6) (0]
Epicharis sp 1 (0,6) ?
Tapinotaspidini Monoeca sp 1 (cf. brasiliensis Lepeletier, 1825) 24 (15,1) (0]
Monoeca sp 2 30 (19) O/P
Bombini Bombus sp 1 (0,6) ?
Xylocopini Xylocopa sp 1 (0,6) ?

Total de visitas observadas 159




Capitulo 11




Estrutura, ultra-estrutura e mecanismo de secreciao das glandulas florais em Diplopterys

pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis

RESUMO (Estrutura, ultra-estrutura e mecanismo de secrecao das glandulas florais em
Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis) — Diplopterys
pubipetala é uma malpiguidcea de ampla distribuicdo pelo Brasil que pode ocorrer sob a
forma de liana ou de arbusto escandente. Para esta espécie sdo referidas glandulas na margem
das pétalas e presenca de conectivo glandular, além das glandulas caracteristicas nas sépalas,
para as quais sdo referidas importantes funcdes no processo de polinizacdo desta espécie.
Neste trabalho sdo descritos aspectos anatdmicos, histoquimicos e ultra-estruturais das
glandulas florais de D. pubipetala. As glandulas do célice sdo conspicuas e dispdem-se aos
pares na face abaxial das sépalas; sdo vascularizadas por xilema e floema e constituidas por
epiderme secretora em palicada e parénquima especializado. A secrecdo, na qual foi detectada
a presenca de lipideos, acumula-se no espaco subcuticular e € liberada através da ruptura da
cuticula. As glandulas localizadas nas margens fimbriadas de todas as cinco pétalas sao
diminutas e constituidas por epiderme secretora unisseriada envolvendo um pequeno grupo de
células parénquimaticas e reagiram positivamente ao teste para a deteccdo de terpenos. As
glandulas presentes na pétala posterior sdo vascularizadas e estruturalmente mais complexas
do que as glandulas presentes nas pétalas laterais. O conectivo apresenta superficie irregular e
¢ constituido por células epidérmicas secretoras globulares, as quais reagiram positivamente
ao teste para detec¢do de terpenos. Células epidérmicas portadoras de substincias fendlicas
ndo secretoras e células do endotécio, presentes na regido subepidérmica do conectivo,
parecem participar do mecanismo de liberacdo da secre¢do das células globulares. Embora
tenham sido observadas peculiaridades ultra-estruturais, os trés tipos de glandulas florais de
D. pubipetala possuem em comum a habilidade para secretar substincias hidrofilicas e,

predominantemente, lipofilicas.

Palavras-chave: glandulas florais, Malpighiaceae, secrecdo, ultra-estrutura.

Introducao
Malpighiaceae é uma familia predominantemente tropical cuja presenca de glandulas

em diversos 6rgdos vegetativos e reprodutivos € uma caracteristica importante e de valor

diagnéstico (Barroso 1984, Anderson 1990).



Glandulas no cdlice ocorrem na maioria das espécies, sendo referidas como elai6éforos
nas espécies neotropicais (Vogel 1974, Anderson 1979, 1990), os quais desempenham
importante funcdo na recompensa de polinizadores. Os 6leos produzidos por estas glandulas
sdo coletados por abelhas fémeas, principalmente da tribo Centridini e sao utilizados na
impermeabilizacdo dos ninhos e na alimentacdo das larvas (Simpson & Neff, 1981,
Buchmann 1987, Vogel 1990, Vinson et al 1997).

Glandulas localizadas nas pétalas ou no conectivo dos estames ocorrem em um
nimero mais limitado de tixons e foram referidas como secretoras de substincias lipidicas
por Vogel (1990).

Apesar dos valores taxondmico e ecoldgico das glandulas em Malpighiaceae
amplamente relatados por diferentes autores (Anderson 1977, 1979, 1990, Neff & Simpson
1981, Buchmann 1987, Lobreau-Callen 1989, Sazima & Sazima, 1989, Vogel 1990, Barros
1992, Teixeira & Machado 2000, Sigrist & Sazima 2004, Carvalho ef al. 2005, Costa et al.
2006), informacdes sobre sua estrutura € modo de secrecdo sdo escassas. Com relacdo as
glandulas do célice merecem destaque os trabalhos de Subramanian et al. (1990), Cocucci et
al. (1996), Castro et al. (2001), Attala (2004, dados nao publicados), Vieira (2005, dados ndo
publicados) e Possobom (2007, dados ndo publicados). Para as glandulas localizadas nas
pétalas e nos conectivos dos estames sdo encontradas informacdes anatdmicas e histoquimicas
unicamente nos trabalhos de Cocucci et al. (1996) e Vieira (2005, dados ndo publicados).

Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis € uma
malpiguidcea de ampla distribuicdo pelo Brasil, podendo ser encontrada em dreas de cerrado e
de floresta estacional semidecidual (Gates 1982, Batalha & Mantovani 2000, Morelato &
Leitao-Filho 1996, Sigrist & Sazima 2004). Para esta espécie sdo referidas glandulas
conspicuas nas sépalas e glandulas nas margens fimbriadas das pétalas e no conectivo dos
estames (Gates 1982). Estudo preliminar (C.C.F. Possobom, dados ndo publicados) mostrou
que as glandulas localizadas nas pétalas e nos estames de individuos de D. pubipetala
ocorrentes em borda de cerraddo apresentam importantes fun¢des na atracdo e na orientagio
dos visitantes, ambas atuando como osméforos. Além disso, para a secrecdo viscosa
observada sobre o conectivo glandular foi sugerida funcdo na adesdo dos grdos de pdlen ao
corpo dos visitantes.

Neste trabalho sdo descritas a anatomia, histoquimica e ultra-estrutura das glandulas
florais de D. pubipetala, sendo este o primeiro relato de aspectos ultra-estruturais para as

glandulas das pétalas e dos estames de Malpighiaceae.



Material e métodos

Material vegetal

As coletas foram realizadas em individuos de Diplopterys pubipetala pertencentes a
uma populacdo localizada na borda de um fragmento de Cerraddo no municipio de Botucatu-
SP (22°42°38” S e 48°18°35” W).

Amostras de sépalas, pétalas e estames em diferentes fases de desenvolvimento foram
coletadas e processadas segundo técnicas usuais em microscopia de luz (ML), microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissdao (MET).

Como documento taxondmico, exsicatas foram depositadas no Herbario “Irina
Delanova Gemtchujnicov” (BOTU) sob os nimeros 25306-310.

Microscopia de luz (ML)

Para a descricdo anatdmica das glandulas florais, as amostras foram fixadas em
solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24 horas, desidratadas em série etilica e
embebidas em resina metacrilato (Leica®). Seccdes transversais e longitudinais (6-8um)
foram obtidas em micrétomo rotativo, as quais foram coradas com azul de toluidina 0,05%
pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) e montadas entre ladminas e laminulas com resina sintética
Entellan®.

Para a verificacdo da natureza quimica das paredes e componentes celulares foram
empregados os seguintes reagentes em amostras de material fresco ou fixado e incluido em
resina metacrilato: sudan IV para detec¢@o de substincias lipidicas (Johansen 1940), reagente
de NADI (David & Carde 1964) para deteccdo de terpenos, solucdo de acetato de cobre a 7%
para detec¢do de resinas (Johansen 1940), cloreto férrico III para detec¢do de substincias
fendlicas (Johansen 1940), reagente de Schiff (PAS) para detec¢do de polissacarideos totais
(Mac Manus 1948), vermelho de ruténio para deteccdo de mucilagem e pectinas (Johansen
1940), azul mercurio de bromofenol para detec¢dao de proteinas totais (Mazia et al. 1953) e
reagente de Wagner para detecgdo de alcaldides (Furr & Mahlberg 1981).

Além disso, amostras de todas as pétalas das flores de D. pubipetala foram submetidas
a técnica de diafanizacdo segundo Fuchs (1963).

Todo o lamindrio obtido foi analisado em microscépio 6tico Olympus BX 41 (Japao)

equipado com camera digital Olympus C7070.



Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para andlise da superficie das glandulas florais, as amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH 7,3) por 24 horas, pés-fixadas em tetréxido de
6smio 1% por 2horas, desidratadas em série etilica, submetidas ao ponto critico e metalizadas
com ouro em aparelho MED 010 da Balzers Union. A andlise das amostras foi realizada em

microscopio eletronico de varredura Fei — Quanta 200 (Phillips)

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para a caracterizacdo ultra-estrutural das glandulas florais, as amostras foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH 7,3), pds-fixadas em tetroxido de ésmio a
1% (tampao fosfato 0,1M, pH 7,3), incubadas em acetato de uranila 0,5% em solu¢do aquosa;
desidratadas em série crescente de solugdes de acetona e incluidas em Araldite. As seccdes
ultrafinas (50nm) foram contrastadas com solug@o saturada de acetato de uranila e citrato de
chumbo (Reynolds 1963) e observadas ao microscopio eletronico de transmissdo Philips EM
100, a 80kV.

Para confirmar a presenca de inclusdes lipidicas nestas glandulas, as amostras foram
submetidas a técnica do Osmio-imidazol segundo Angermiiller e Fahini (1982). Para

impregnacdo de sistemas de endomembranas, as amostras foram submetidas a técnica do

tetroxido de dsmio/iodeto de zinco (ZIO) segundo Reinecke & Walther (1978).

Resultados

Glandulas do cdlice

As glandulas do cdlice de D. pubipetala dispdem-se aos pares na face abaxial das
sépalas e apresentam formato esférico a ovéide, superficie lisa e sdo visiveis a olho nu ja em
botdes florais em inicio de desenvolvimento. Em botdes florais jovens, a superficie da
glandula € regular (Fig. 1); 2 medida que se aproxima da antese observa-se a formacdo de uma
saliéncia na regidao distal da glindula devido ao acimulo de secrecdo sob a cuticula. Nas
flores recém-abertas esta saliéncia é bastante proeminente (Fig. 2) e a secrecdo € liberada
através da ruptura da cuticula (Fig. 3) ocasionada pelos insetos visitantes que raspam a
superficie da glandula.

Em seccdo longitudinal observa-se que estas glandulas sdo subsésseis, encontram-se
inseridas na regido basal das sépalas e sdo constituidas por epiderme secretora e parénquima

especializado (Fig. 4).



A epiderme € unisseriada, constituida por células colunares dispostas em palicada (Fig
5, 6). As paredes anticlinais e periclinal interna destas células sdo delgadas, enquanto a parede
periclinal externa € espessa e contigua a cuticula. O parénquima apresenta nitida diferenciacdo
em duas regides, principalmente pelo tamanho e disposi¢do das células, além da presenca ou
auséncia de vascularizacdo (Fig 5, 6). O parénquima localizado na regido subepidérmica
compreende 1-3 camadas de células pequenas, justapostas e de formato tendendo a
quadrangular, as quais apresentam vacuolos preenchidos com substincia fendlica. A regido
parenquimatica subjacente € vascularizada por xilema e floema e compreende varias camadas
de células de tamanhos e formas varidveis separadas por espacos intercelulares desenvolvidos.

Os testes histoquimicos revelaram a presenca de polissacarideos, proteinas e
compostos fendlicos nas células epidérmicas (Tab. 1). Na secrecdo acumulada no espaco
subcuticular foi detectada a presenca de substincias lipidicas (Tab. 1), sendo este espagco
formado pelo gradual desprendimento da cuticula (Fig 6).

A andlise de glindulas ao MET possibilitou distinguir quatro fases de
desenvolvimento que serdo apresentadas separadamente.

Fase 1 (glandulas presentes em botdes florais em estdgio inicial de desenvolvimento) -
Nesta fase, observam-se células epidérmicas com citoplasma denso, reduzido a uma camada
parietal e vactolo central desenvolvido; as paredes anticlinais e periclinal interna sdo delgadas
e a parede periclinal externa € espessa, lamelada, sendo as fibrilas de disposicdo laxa. A
cuticula é espessa e encontra-se fortemente aderida a parede periclinal externa das células
epidérmicas (Fig. 7, 8). Apresenta uma camada externa delgada, de aspecto homogéneo e
elétron-opaca, constituindo a cuticula propriamente dita (cuticula sensu stricto) e o estrato
cuticular, mais espesso, de aspecto heterogéneo, com regides elétron-opacas entremeadas por
ramificacdes elétron-densas de aspecto fibroso formando uma rede desenvolvida,
principalmente na regido de contato da parede periclinal externa com as anticlinais (Fig. 8).

No citoplasma destas células observam-se ribossomos livres, plastideos, mitocondrias,
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), dictiossomos, corpos multivesiculares e vesiculas
dispersas (Fig. 9-11). As mitocOndrias sdo pouco numerosas € podem ser elipticas ou
globulares (Fig. 9, 10). Os plastideos apresentam formatos varidveis, auséncia de membranas
internas e estroma finamente granular com pequenas gotas de 6leo (Fig. 9). Os dictiossomos
(Fig. 10), melhor evidenciados através da técnica do ZIO (Fig. 11), sdo escassos € pouco
desenvolvidos, sendo constituidos por trés a cinco cisternas com poucas vesiculas adjacentes.
A membrana plasmética apresenta-se deslocada da parede anticlinal dando origem ao espacgo

periplasmatico onde se observam estruturas membranosas (Fig. 9)



As células do parénquima subepidérmico apresentam conexdo com as células
epidérmicas através dos plasmodesmos. O citoplasma destas células € menos denso e nele sdo
observados ribossomos, mitocondrias e plastideos elipticos com estroma denso € membranas
internas organizadas em tilacéides e granum (Fig. 12).

Fase 2 (glandulas presentes em botdes florais em estagio intermediario de
desenvolvimento) — Esta fase caracteriza-se pela presenca de pequenos sitios de acimulo de
secrecdo (Fig. 13, 14), os quais sdo evidentes entre a parede periclinal externa das células
epidérmicas e o estrato cuticular, principalmente na regido fibrosa relatada anteriormente.
Estes sitios tornam-se gradualmente mais amplos (Fig 15), até que se fundem formando um
unico espaco delimitado externamente pela cuticula e internamente pela parede periclinal
externa (Fig. 16). A secre¢do € vista como actimulos de material elétron-denso entremeados
com material granular elétron-opaco (Fig. 13-16). Acumulos de material elétron-denso
também sdo visiveis nas camadas fibrilares da parede periclinal externa (Fig. 16).

O citoplasma das células epidérmicas, conectado através de plasmodesmos nas paredes
anticlinais (Fig. 17), apresenta-se mais denso e abundante nesta fase. De maneira geral ocorre
aumento na populacdo de ribossomos, mitocondrias, plastideos e reticulo endoplasmético
(Fig. 17-20). Os plastideos apresentam-se maiores, sdo globulares, apresentam estroma
finamente granular onde sdo observadas goticulas elétron-densas e sdo caracteristicamente
circundados pelo reticulo endoplasmético rugoso (Fig. 18, 19). Algumas imagens sugerem
que os plastideos estejam em divisdo nesta fase (Fig. 18). Entre o protoplasto e as paredes
anticlinal e periclinal interna das células epidérmicas observa-se espaco periplasmatico com
diferentes graus de desenvolvimento (Fig. 17, 20). S0 observados numerosos vactolos com
conteudo granular fortemente elétron-denso e figuras de mielina, além de vactolos com
inclusdes membranaceas (Fig. 17).

Nas células subepidérmicas o citoplasma apresenta-se mais denso em relacdo a fase
anterior; o vacuolo é volumoso e preenchido por substincia granular elétron-densa, a qual foi
histoquimicamente identificada como sendo conteido fendlico. Nos cloroplastideos
observam-se gotas de 6leo e pequenos graos de amido elipséides (Fig. 20).

Fase 3 (glandulas presentes em botdes florais na pré-antese e em flores recém-abertas)
— As glandulas nesta fase caracterizam-se pelo espaco subcuticular bastante desenvolvido, no
qual é possivel observar actiimulos de secrecdo (Fig. 21). Por entre as lamelas da parede
periclinal externa sdo visiveis acimulos de material fortemente elétron-denso (Fig. 22-24). O
espaco periplasmatico encontra-se bastante desenvolvido (Fig. 21-24); além disso, observa-se

a dissolucdo da lamela mediana entre as paredes anticlinais, formando canais entre as células



epidérmicas onde nota-se acimulo de secrecdo (Fig. 21). Nesta fase, observa-se fusao de
pequenos vactolos na regido central da célula, os quais contém corpos elétron-densos de
aspecto homogéneo ou vactolos maiores preenchidos com substincia elétron-densa de
aspecto granular (Fig. 21). As mitocOndrias tornam-se mais abundantes e podem ser
observadas em maior ndmero na regido periférica do citoplasma (Fig. 23-27). As imagens
sugerem que as mitocondrias estdo em processo de divisao (Fig. 26,27). Caracteristicamente,
nesta fase as mitocondrias estdo circundadas pelo reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 27).
Os plastideos, ainda bastante numerosos, sdo conspicuos € passam a apresentar pequenos
graos de amido além das goticulas elétron-densas (Fig. 30). Reticulo endoplasmatico dos tipos
rugoso e liso continua abundante nestas células sendo freqiientemente observado ao redor das
mitocdndrias e dos plastideos (Fig. 23-27, 29, 30). Além disto, evidenciou-se um expressivo
aumento de gotas de 6leo dispersas no citoplasma (Fig. 25, 28), nitidamente visiveis com a
aplicagdo da técnica do 6smio-imidazol (Fig. 29).

Fase 4 (glandulas presentes em flores com dois dias apds antese) — Glandulas nesta
fase exibem células epidérmicas desconectadas entre si, total ou parcialmente, devido ao
maior desenvolvimento dos canais formados entre elas (Fig. 31). O nicleo é conspicuo e
ocupa, geralmente posicdo basal na célula; o citoplasma continua denso e abundante,
entretanto observa-se maior desenvolvimento do vacuolo, sendo possivel observar em seu
interior conteddo granular juntamente com corpos elétron-densos (Fig. 31).

Nas células do parénquima subepidérmico observam-se plasmodesmos nas paredes
periclinais conectando-as com as células epidérmicas (Fig 32, 33). O citoplasma destas
células apresenta caracteristicas similares as descritas para as fases anteriores, sendo
observadas mitocondrias, cloroplastideos, reticulo endoplasmético rugoso e gotas de dleo
dispersas (Fig. 32). No vactiolo sdo observadas inclusdes densas e material membranoso (Fig.

32).

Glandulas da corola

As glandulas da corola de D. pubipetala sio diminutas e localizam-se nas
extremidades das fimbrias de todas as cinco pétalas, sendo mais numerosas e mais
desenvolvidas as glandulas presentes na pétala posterior (Fig. 34-36, 40-42), quando
comparadas com aquelas presentes nas margens das pétalas laterais (Fig. 37-39, 43).

A andlise da vascularizacio destas glandulas evidenciou diferengas entre as glandulas
da pétala posterior e as das pétalas laterais. Na pétala posterior as terminagdes vasculares,

constituidas por elementos traqueais e floema alcancam as células bem proximas a epiderme



glandular (Fig. 36, 40-42); nas pétalas laterais a vascularizagdo percorre a fimbria, contudo
ndo alcanca a regiao glandular (Fig. 39, 43).

Vistas ao ML estas glandulas sdo espatuladas e revestidas por cuticula delgada (Fig.
40). Consistem de epiderme unisseriada que envolve um pequeno grupo de células centrais
parenquimaticas (Fig. 40-43) vascularizado por xilema e floema nas pétalas posteriores (Fig.
40-42).

As células epidérmicas de glandulas presentes nas pétalas posteriores (Fig. 42-44) sdo
colunares, dispostas em palicada e apresentam paredes celulares delgadas com excecdo da
parede periclinal externa que € espessa. As células parenquimadticas centrais apresentam
tamanhos e formatos varidveis. Nas glandulas das pétalas laterais (Fig. 43) as células
epidérmicas apresentam menor comprimento e maior largura, tendendo ao formato
quadrangular ou cuneiforme, além do nimero reduzido de células parenquimaticas na regifo
central e auséncia de vascularizagdo.

Nestas glandulas tanto em pétalas posteriores como em pétalas laterais, foi detectada a
presenca de terpenos. Além disto, foram detectados polissacarideos e proteinas nas células
secretoras (Tab. 1).

A descricdo de aspectos ultra-estruturais serd feita unicamente para as glandulas
presentes nas pétalas posteriores em fungdo de dificuldades técnicas para a obtencdo de cortes
das glandulas presentes nas pétalas laterais.

Vistas ao MET, as células epidérmicas secretoras apresentam parede periclinal externa
espessa, de aspecto laxo e cuticula com dois estratos distintos sendo que o mais interno
apresenta dreas com sinais de degradacdo (Fig. 44). As paredes periclinal interna e as
anticlinais s@o delgadas e possuem plasmodesmos (Fig. 45, 50, 52, 53). O citoplasma é denso
e abundante com numerosos plastideos (Fig. 45), mitocondrias (Fig. 46), dictiossomos
esparsos (Fig. 46, 47), reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 48), além de gotas de dleo
dispersas (Fig. 52, 53). Os plastideos s@o volumosos (Fig. 49-54), podendo ser encontrados
plastideos muito grandes (Fig. 49), sempre contendo indmeras gotas lipidicas, as quais sdo
elétron-opacas em MET convencional (Fig. 52), e fortemente elétron-densas quando
submetidas a técnica do ésmio-imidazol, assim como o que ocorre com as gotas lipidicas
presentes no citoplasma destas células (Fig. 53, 54). O reticulo endoplasmético rugoso é
abundante (Fig. 48) e frequentemente observado ao redor de plastideos (Fig. 50, 51).

As células centrais sdo tipicamente parenquimadticas e caracterizadas por um vacuolo

central desenvolvido, ficando o citoplasma reduzido a uma fina camada na periferia da célula



(Fig. 45). Plasmodesmos sao freqiientes e conectam estas células entre si e com as

epidérmicas.

Glandulas do androceu

O conectivo das anteras de D. pubipetala apresenta superficie irregular onde sdo
observadas duas regides distintas (Fig. 55). Na base, proximo a insercdo do filete, e nas
laterais do conectivo a superficie apresenta-se levemente ondulada, enquanto nas regides
apical e mediana do conectivo observa-se superficie formada por intimeras células globosas.
Esta regido corresponde a por¢éo secretora do conectivo onde frequentemente sdo observadas
pequenas gotas hialinas as quais apresentam certa viscosidade ao toque.

Em estames retirados de botao floral, as células globosas do conectivo sdo tdrgidas e
apresentam superficie reticulada sendo que cada reticulo delimita uma pequena depressdo
(Fig. 56). Em estames retirados de flores recém-abertas a superficie destas células apresenta-
se irregular com indmeras vesiculas formadas nas regides de depressdo descritas
anteriormente (Fig. 57, 58). Nesta fase € comum observar as células globosas murchas,
podendo apresentar formato codncavo, sendo freqiiente a presenca de secrecdo sobre elas.

Em secg¢do transversal do estame na regido do conectivo, notam-se células epidérmicas
conspicuas tanto na regido externa, a qual fica exposta, quanto na regido interna, localizada
entre as anteras (Fig. 59). Nestas regides sdo visiveis dois diferentes tipos celulares
diferenciados pelo tamanho e contetdo das células.

Dentre os dois tipos celulares, predominam células mais volumosas as quais se
apresentam justapostas somente até o segundo terco basal, ficando o terco apical livre (Fig.
59, 60). Estas células caracterizam-se por apresentar vacuolos preenchidos por substancia
heterogénea. Tais células sdo secretoras e correspondem as células globosas vistas ao MEV.
Proteinas, polissacarideos e terpenos foram histoquimicamente detectados nestas células (Tab.
1).

Ao lado das células globosas, ocorrem células epidérmicas menos volumosas, ndo
secretoras, as quais se apresentam justapostas (Fig. 59) e acumulam substancias fendlicas no
vacuolo (Tab 1). Tais células formam a regido lateral do conectivo a qual se apresenta
ondulada ao MEV.

No conectivo, em posicdo subepidérmica encontram-se até quatro camadas de células
do endotécio que é continuo desde a regido das tecas. A regido central do conectivo é

vascularizada e composta por células parenquimadticas (Fig. 59).



Quando analisadas ao MET as células secretoras do conectivo exibem, em sua por¢ao
apical, regides planas onde a parede é mais espessa e com aspecto laxo e regides
protuberantes onde a parede é extremamente delgada e revestida por uma fina cuticula (Fig.
61). Tais regides protuberantes correspondem as vesiculas observadas na superficie destas
células quando analisadas ao MEV.

Em regides do protoplasto subjacente a parede celular espessa nota-se uma leve
evaginacdo da membrana plasmatica acompanhada de citoplasma (Fig. 61 - circulo). As
imagens sugerem que ocorre uma degradagdo gradual da parede em determinadas regides da
célula permitindo a extrusdo do protoplasto o qual aparece delimitado por uma fina parede
celular (Fig. 61-65). A parede espessada é de natureza pécto-celuldsica, enquanto a parede
delgada € composta unicamente por celulose.

Em toda a extensdo da célula notam-se invaginacdes da parede celular revestidas pela
membrana plasmadtica caracterizando-a como parede labirintica (Fig. 63-68, 72). O citoplasma
subjacente as invaginagdes € mais denso e rico em polirribossomos, mitocondrias com cristas
desenvolvidas e reticulo endoplasmatico liso e rugoso (Fig. 66-68, 72).

O citoplasma destas células possui numerosos plastideos conspicuos que se
caracterizam por apresentar uma regido periférica preenchida pelo estroma denso finamente
granular contendo pequenas inclusdes lipidicas e uma regido central formada por
tibulos/vesiculas (Fig. 66, 69-72, 74). As mitocOndrias apresentam matriz densa e cristas
desenvolvidas (Fig. 71). Os dictiossomos sdo escassos € pouco ativos na produgdo de
vesiculas (Fig. 68, 72, 73). Chama aten¢@o nestas células a presenca de organelas volumosas,
ovoides, delimitadas por membrana simples e preenchidas por material de aspecto granular
(Fig. 69, 72, 74).

As células epidérmicas ndo secretoras apresentam nucleo conspicuo, citoplasma pouco
denso e reduzido e um vactolo central desenvolvido contendo substincia elétron-densa

identificada histoquimicamente como sendo substancia fendlica (Fig. 75).

Discussao
As glandulas florais de D. pubipetala aqui estudadas diferem quanto a morfologia,
anatomia e mecanismo de secre¢do. Contudo, a andlise ultra-estrutural possibilitou evidenciar

uma série de similaridades com relacdo a maquinaria celular presente nestes trés tipos

glandulares.



Glandulas do cdlice

Estas glandulas apresentam cuticula, epiderme secretora em palicada e parénquima
especializado com regido vascularizada, conforme ja descrito para Hiptage sericea
(Subramanian et al. 1990), Dinemandra ericoides (Cocucci et al. 1996), Banisteriopsis
stellaris, B. variabilis, Byrsonima intermedia, B. subterranea, Peixotoa reticulata (Attala
2004, dados ndo publicados), Byrsonima sericea, Heteropterys chrysophylla e Peixotoa
hispidula (Vieira 2005, dados ndo publicados). As glandulas presentes no cdlice de
Dinemandra ericoides (Cocucci et al.1996) diferem das glandulas aqui estudadas por serem
pediceladas de forma que a superficie glandular permanece distante cerca de 2 mm do local de
sua insercdo nas sépalas. Outras diferencas podem ser observadas com relagdo a espessura da
cuticula e forma de liberacdo da secre¢do que pode ocorrer através de orificios pré-
determinados ou, mais frequentemente, através de rupturas mecanicas ocasionadas pelo
acumulo de secrecdo ou através da raspagem das glandulas pelos insetos visitantes. Em D.
pubipetala a secre¢dao é acumulada no espago subcuticular e € liberada através da ruptura da
cuticula causada pelos visitantes florais.

Como j4 relatado para glandulas calicinais de Malpighiaceae, em D. pubipetala foi
constatada histoquimicamente a presenga de secrecio predominantemente lipofilica.

Ao MET estas células exibem caracteristicas tipicas de glandulas lipofilicas,
especialmente a presenca de numerosos plastideos conspicuos, com sistema de membranas
internas ausente e inclusdes lipofilicas de tamanhos varidveis. Estas organelas estdo
diretamente associadas a sintese de substancias lipidicas e sdo frequentemente descritas em
diferentes estruturas glandulares lipofilicas (Vermeer & Peterson 1979, Werker & Fahn 1981,
Ascensdo et al. 1997, Silva & Machado1999, Machado et al. 2006).

A andlise das diferentes fases do desenvolvimento das glandulas do célice indicou que
a sintese de secrecdo tem inicio desde as fases iniciais de desenvolvimento destas glandulas,
assim como relatado por Subramanian et al. (1990) para as glandulas calicinais de Hiptage
sericea e por Possobom (2007, dados ndo publicados) para as glandulas de Byrsonima
intermedia. Entretanto, as modificacdes que ocorrem na parede periclinal externa das células
epidérmicas das glandulas calicinais em D. pubipetala sugerem que a liberacdo da secrecao
do protoplasto para o espaco extracelular sé ocorre em estidgios mais adiantados do
desenvolvimento destas glandulas, em botdes florais préximos da antese. Nesta fase, as
glandulas apresentam espaco subcuticular bastante desenvolvido com actimulo de secrecdo
visivel. A eliminacdo da secrecdo para a superficie da glandula, geralmente ocorre apds a

antese, quando é observada a maioria das visitas nesta espécie (ver capitulo I).



As modificacdes na maquinaria celular observadas ao longo do desenvolvimento
destas glandulas, principalmente o aumento da populacdo de organelas como plastideos e
mitocondrias sdo comuns em diferentes tipos de estruturas secretoras (Silva & Machado 1999,
Machado et al. 2006, Paiva & Machado, 2008).

Plastideos s@o importantes organelas presentes em diversas estruturas glandulares e
podem estar relacionados com a sintese e armazenamento de diferentes substiancias como
proteinas, polissacarideos e lipideos (Silva & Machado 1999). As caracteristicas desta
organela variam de acordo com o material secretado e com a fase de desenvolvimento da
glandula (Fahn 1979), fato observado nos plastideos presentes nas células epidérmicas das
glandulas do cdlice de D. pubipetala. Plastideos conspicuos contendo inclusdes lipidicas sdo
tipicos de glandulas envolvidas na secre¢@o de substancias lipofilicas (Hammond & Mahlberg
1978, Figueiredo e Pais 1992, Monteiro et al. 1999, Machado et al. 2006). As gotas lipidicas
dispersas no citoplasma podem ser oriundas dos plastideos ou do reticulo endoplasmatico liso,
que € considerado um elemento celular basico nos processos secretores em nectdrios e
glandulas de substéncias lipofilicas, principalmente terpenos (Fahn 1979, 1988, Monteiro et
al. 1999).

O reticulo endoplasmaético (RE) esté relacionado aos processos de sintese, modificacio
e transporte de proteinas e lipideos, sendo que estes componentes podem permanecer no RE,
seguir para outras organelas ou ser encaminhado para o exterior da célula por meio da
secrecdo. Além disto, o RE pode assumir diferentes fungdes dependendo do estado
metabolico da célula, incluindo sintese protéica, sintese de lipideos, sintese de hormonios
esterdides, transferéncia de proteinas soldveis e proteinas transmembranas e comunicacio
entre organelas via trifego de vesiculas (Bertachini-Lombello & Carvalho 2001). Assim, o
RE presente em torno dos plastideos e das mitocondrias nas glandulas calicinais de D.
pubipetala podem estar desempenhando estas diferentes fungdes.

A presenca de numerosos ribossomos livres e polirribossomos no citoplasma das
células epidérmicas, além da abundancia de RER, associada a reacdo positiva do teste
histoquimico para proteinas, sdo evidéncias de intensa sintese protéica (Bertachini-Lombello
& Carvalho 2001). Embora ndo tenham sido feitos testes para enzimas, a ocorréncia de sintese
de enzimas nestas células € bastante provavel, visto os processos de degradacdo da parede
periclinal externa durante a formacdo do espago subcuticular e da lamela mediana para a
formacdo dos canais entre paredes anticlinais das células epidérmicas.

Nas glandulas calicinais de D. pubipetala, ha evidéncias de secrecdo granuldcrina e

écrina, sendo a primeira caracterizada pela fusdo de vesicula (oriundas do RE ou dos



dictiossomos) com a membrana plasmadtica e posterior liberacdo da secrecao para o espaco
periplasmdtico; a segunda caracteriza-se pelo transporte de particulas individuais via
membrana (plasmalema e tonoplasto) como resultado de um gradiente de concentra¢do ou por
um processo ativo (Fahn 1979). Em D. pubipetala, a presenga de vesiculas e corpos
multivesiculares no citoplasma e de espago periplasmdtico com estruturas membranosas
caracteriza a secre¢do granuldcrina, enquanto a abundancia de mitocOndrias e presenca de
amido nos plastideos (Razem & Davis 1999) sdo indicativas de secrecdo écrina. Numerosos
plasmodesmos conectando as células epidérmicas e as células parénquimadticas constituem
uma forte evidéncia de que o transporte de substancias célula-a-célula ocorre via simplasto

(Littge 1971, Taiz & Zeiger 1998).

Glandulas da corola

Aspectos anatdmicos de glandulas presentes nas pétalas de espécies de Malpighiaceae
foram estudadas em Dinemandra ericoides por Cocucci et al. (1996) e em Byrsonima sericea,
Heteropterys chrysophylla e Peixotoa hispidula por Vieira (2005, dados niao publicados).
Contudo, este é o primeiro registro de aspectos celulares destas glandulas.

Com relagdo a estrutura anatOmica, todas estas espécies exibem glandulas com
epiderme secretora em palicada envolvendo uma regido central composta por células
parénquimaticas, semelhante ao observado em D. pubipetala.

Em Dinemandra ericoides (Cocucci et al. 1996) as glandulas foram observadas na
margem de todas as cinco pétalas, entretanto localizam-se unicamente na base do limbo. Nas
espécies estudadas por Vieira (2005), glandulas foram observadas unicamente nas pétalas
posteriores. Em D. pubipetala as glandulas encontram-se presentes na margem fimbriada de
todas as cinco pétalas, entretanto foram observadas diferencas quanto & estrutura e
vascularizacdo das glandulas presentes na pétala posterior e nas pétalas laterais. As glandulas
das pétalas posteriores apresentam-se estruturalmente mais desenvolvidas e a vascularizacio,
constituida por xilema e floema, alcanca as células centrais da glandula. Ja nas pétalas laterais
a vascularizacdo percorre a fimbria, mas ndo atinge a regido glandular. Em todas estas
glandulas observou-se reacdo positiva ao vermelho neutro, sugerindo que tais estruturas
podem atuar como osmoéforos (ver capitulo I), fato que foi confirmado através da reacdo
positiva ao reagente de NADI indicando a presenca de terpenos. Considerando que a pétala
posterior € de suma importancia na orientagdo visual dos polinizadores, é provdvel que ela

também desempenhe importante papel na orientacdio quimica dos mesmos como

anteriormente sugerido por C.C.F. Possobom (ver Capitulo I) sendo possivel que a diferenca



com relacdo a vascularizacdo esteja relacionada com diferencas na quantidade ou qualidade
do exudato.

Segundo Harborne (1997) dentre os terpendides, os mono e sesquiterpenos podem
estar presentes em pequenas quantidades nos odores florais, atuando na atracdo de
polinizadores, principalmente abelhas as quais sdo particularmente sensiveis aos odores
terpénicos. E provdvel que os monoterpenos sejam o principal componente secretado pelas
glandulas presentes nas pétalas de D. pubipetala, pois sdo frequentemente relacionados com a
presenca de odor atrativo quando comparados aos sesquiterpenos, normalmente relacionados
com toxicidade (Larcher 2000).

As caracteristicas ultra-estruturais das glandulas presentes na pétala posterior de D.
pubipetala (plastideos destituidos de sistema de membranas internas contendo gotas de 6leo,
mitocondrias numerosas com cristas bem desenvolvidas, reticulo endoplasmatico liso e gotas
lipidicas dispersas no citoplasma) associadas as evidéncias histoquimicas (reacdo positiva
para terpenos) sdo indicativas de sintese de secrecdo lipofilica, assim como jd discutido para
as glandulas calicinais. J4, a presenga de dictiossomos e reticulo endoplasmético rugoso
associada a reacdo positiva para polissacarideos e proteinas sdo evidéncias de secrecdo
hidrofilica. Assim, pode-se considerar que tais glandulas produzem secre¢do de natureza
mista a qual, aparentemente se acumula em pequenos espacos formados no estrato cuticular.

A presenca de plasmodesmos conectando as células parenquiméticas centrais com as
epidérmicas sugere que a regido central das glandulas participa no processo de secrecgdo,
provavelmente no transporte de substincias oriundas dos tecidos vasculares até as células

epidérmicas.

Glandulas do androceu

Aspectos anatomicos do conectivo glandular foram descritos para as mesmas espécies
cujas glandulas presentes nas pétalas foram estuddas (Cocucci et al. 1996, Vieira 2005, dados
ndo publicados). Desta forma, assim como para as glandulas presentes nas pétalas, este € o
primeiro registro de aspectos celulares do conectivo glandular em Malpighiaceae.

As caracteristicas anatomicas do conectivo aqui observadas sdo semelhantes as
descritas para outras espécies anteriormente estudadas (Cocucci et al. 1996, Vieira 2005),
entretanto, diferentemente das espécies estudadas por Vieira (2005), o conectivo de D.
pubipetala apresenta superficie mais irregular e endotécio continuo na regido subepidérmica.
Como normalmente as células do endotécio limitam-se a regido das tecas, promovendo a

deiscéncia das anteras, € provavel que em D. pubipetala estas células, ao exercerem pressio



mecanica sobre os tecidos subjacentes, contribuam para a liberacdo da secre¢do produzida
pelas células epidérmicas globulares. Nossos dados sugerem que o endotécio pressionaria as
células epidérmicas nao secretoras localizadas predominantemente nas laterais do conectivo o
que, consequentemente, levaria a uma compressdo das células secretoras globulares
localizadas na regido mediana do conectivo. Como conseqii€ncia, ocorreria o deslocamento
do contetdo celular para a regido apical protuberante, ficando a regido basal colapsada e a
apical vesiculada, conforme observado ao MEV. E importante ressaltar que as caracteristicas
das células epidérmicas ndo secretoras, principalmente o acimulo de substincias fendlicas no
vaciolo capacitam-nas a manter sua turgescéncia e integridade durante processos de
desidratacdo, como reportado para as células motoras de pulvinos (Machado & Rodrigues
2004) e células buliformes em folhas de gramineas (Alvarez et al., in press).

Uma caracteristica importante das células secretoras € a presenca de projecdes em toda
a extensdo da parede caracterizando-a como parede labirintica, cuja presenca estd associada
com o aumento da superficie da parede celular e da membrana plasmaética, aumentando a
eficiéncia no transporte via apoplasto (Liittge 1971). Préximo a estas proje¢des € comum a
presenga de mitocondrias e de reticulo endoplasmatico (Liittge 1971), assim como observado
em D. pubipetala.

As caracteristicas ultra-estruturais observadas nas células secretoras do conectivo de
D. pubipetala como abundincia de reticulo endoplasmatico liso, mitocondrias com matriz
densa e cristas desenvolvidas e plastideos com gotas de dleo, associadas a reag@o positiva para
terpenos, indicam que tais células estdo envolvidas com secrecdo predominantemente
lipofilica (Hammond & Mahlberg 1978, Figueiredo e Pais 1992, Monteiro et al. 1999,
Machado et al. 2006).

Os plastideos nestas células possuem caracteristicas peculiares como a presenga de
uma regido central formada por tiibulos e vesiculas e uma regido periférica contendo inclusdes
lipofilicas. Tal morfologia é semelhante a de mitocondrias envolvidas na sintese de hormonios
esterdides em animais (Alberts et al. 1997). Tais substincias, pertencentes aos terpendides,
além da importincia como componente da membrana plasmaética, podem atuar como
sinalizadores moleculares, hormonios (fitoecdisona e brassinoesterdides), toxinas e
deterrentes alimentares (Croteau et al. 2000, Larcher 2000, Taiz & Zeiger 1998).

Uma outra peculiaridade nestas células € a presenca de organelas bastante volumosas,
delimitadas por membrana simples e preenchidas com material floculado cujo aspecto é
similar a de polissacarideos ou glicoproteinas em células animais (Carvalho & Recco-

Pimentel 2001).



As caracteristicas ultra-estruturais das células secretoras do conectivo (presenca de
reticulo endoplasmatico rugoso, dictiossomos e organelas portadoras de polissacarideos e/ou
glicoproteinas), associadas a reac@o positiva para polissacarideos e proteinas sugerem que tais
células também estdo envolvidas na secrecdo de substincias hidrofilicas, as quais devem estar
associadas com a viscosidade da secreco presente na superficie do conectivo. Esta secrecio
foi interpretada como importante veiculo para a adesdo do pdlen no corpo do polinizador
(C.C.F. Possobom, dados nio publicados).

Com base nas evidencias histoquimicas e ultra-estruturais o trés tipos de glandulas
florais de D. pubipetala possuem em comum habilidade para secretar substancias lipofilicas e
hidrofilicas. Contudo, a secrecdo lipofilica parece predominar nos trés tipos glandulares,
corroborando com Vogel (1990) sobre o envolvimento destas estruturas na sintese de lipideos.
Observacdes de campo obtidas por C.C.F. Possobom (dados ndo publicados) mostram que
cada uma destas glandulas desempenha papel particular na polinizacdo de D. pubipetala. As
glandulas calicinais estdo envolvidas na oferta de 6leos como recompensa as abelhas
polinizadoras; as glandulas da pétala atuam como osmdforos na atracio e orientagdo quimica
das abelhas, enquanto que a secrecio viscosa produzida pela superficie glandular do conectivo

serve como veiculo para a adesio do pdlen ao corpo das abelhas polinizadoras.
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Figuras e Tabelas




Figuras 1-6 — Glandulas do calice de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MEV e ML) 1. Glandulas do cdlice de botdo floral jovem,
com superficie lisa e intacta. 2. Glandula do cdlice de flor recém-aberta. Notar sali€ncia
devido ao acimulo de secrecdo. 3. Glandula do cdlice apds liberacdo da secrecdo. 4.
Secc¢do longitudinal da glandula mostrando localizacdo com relagdo a sépala e disposicdo
geral dos tecidos. 5. Detalhe da glandula em sec¢@o longitudinal mostrando epiderme
unisseriada em palicada revestida por cuticula, parénquima subepidérmico e parénquima
vascularizado por xilema e floema. 6. Detalhe mostrando espago subcuticular onde a
secrecdo € acumulada. ct = cuticula. ep = epiderme. es = espago subcuticular. fl = floema.
pa = parénquima. ps = parénquima subepidérmico. pv = parénquima vascularizado. se =

sépala. x = xilema.






Figuras 7-12 — Glandulas do calice (fase 1) de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 7. Detalhe da regido da parede periclinal externa de
células epidérmicas. Notar parede espessa aderida a cuticula (ct + ec) 8. Detalhe da regiao
entre a parede celular e o estrato cuticular mostrando ramificacdes fibrosas na regido de
contato entre a parede periclinal e as paredes anticlinais (*). 9. Citoplasma de célula
epidérmica mostrando plastideos com gotas de 6leo, mitocdndrias, corpos multivesiculares
e espago periplasmatico (setas). 10. Citoplasma de célula epidérmica mostrando
dictiossomo, mitocondrias, plastideo com gotas de 6leo, reticulo endoplasmético rugoso e
corpo multivesicular. 11. Detalhe de dictiossomos e mitocondria no citoplasma de célula
epidérmica marcados através da reacdo com o ZIO. 12. Plastideo de célula parenquimatica
subepidérmica com estroma denso e sistema de membranas internas organizado. Notar
mitocondrias e plasmodesmo conectando duas células parénquimaéticas. ct = cuticula. di =
dictiossomo. ec = estrato cuticular. mi = mitocondria. nu = nudcleo. ol = éleo. pc = parede

celular. pl = plastideo. pd = plasmodesmo. rer = reticulo endoplasmaético rugoso.






Figuras 13-20 — Glandulas do calice (fase 2) de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 13-16. Formacdo do espaco subcuticular. Notar
gradual aumento dos sitios de acimulo da secre¢do (*) e afastamento da cuticula. 17.
Células epidérmicas conectadas através de plasmodesmos (setas). Notar plastideos,
mitocOndrias e gotas de 6leo dispersas no citoplasma, além de espaco periplasmatico entre
o protoplasto e a parede anticlinal. 18. Plastideo em divisdo (seta), mitocondrias e reticulo
endoplasmadtico rugoso no citoplasma de célula epidérmica - 19. Detalhe de um plastideo
em célula epidérmica circundado por reticulo endoplasmético rugoso 20. Regido entre
célula epidérmica e célula parenquimdtica mostrando espago periplasmitico entre o
protoplasto e a parede periclinal interna da célula epidérmica. Notar cloroplastideo com
gotas de 6leo e amido. ct = cuticula. ec = estrato cuticular. mi = mitocondria. ol = dleo. pc

= parede celular. pl = plastideo. rer = reticulo endoplasmaético rugoso.






Figuras 21-24 — Glandulas do calice (fase 3) de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 21. Aspecto geral das células epidérmicas, mostrando
espaco subcuticular bem desenvolvido com acimulo de secrecdo e canais formados entre
as paredes anticlinais. 22-24. Células epidérmicas. Notar parede periclinal externa com
acumulos de material elétron-denso (22, 24 - setas). MitocOndrias (23, 24), gotas de dleo e
reticulo endoplasmético rugoso s@o observados no citoplasma. cn = canal. es = espago
subcuticular. mi = mitocondria. ol = dleo. rer = reticulo endoplasmadtico rugoso. va =

vacuolo






Figuras 25-33 — Glandulas do calice (fases 3 e 4) de Diplopterys pubipetala (A. Juss.)
W.R. Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 25-30. Fase 3. 25. Citoplasma de célula
epidérmica com mitocOndrias, plastideos, reticulo endoplasmético rugoso e gotas de 6leo
dispersas. 26-27. Mitocondrias em processo de divisdo. Notar reticulo endoplasmatico
rugoso ao redor. 28-29. Gotas de dleo dispersas no citoplasma de célula epidérmica. Notar
marcagdo através da técnica do 6smio-imidazol (29). 30. Plastideos conspicuos com gotas
lipidicas e grios de amido em células epidérmica. 31-33. Fase 4. 31. Células epidérmicas
parcialmente desconectadas devido a presenca de canais entre as paredes anticlinais. 32.
Célula epidérmica e célula parenquimatica. Notar vactolo contendo inclusdes densas e
material membranoso, além de mitocondrias, cloroplastideos e gotas de 6leo no citoplasma
da célula parenquimadtica. 33. Detalhe de plasmodesmo conctando citoplasma de célula
epidérmica e célula parenquimatica onde sdo observadas mitocOndrias e reticulo
endoplasmdtico rugoso. cn = canal. mi = mitocondria. ol = dleo. rer = reticulo

endoplasmatico rugoso.






Figuras 34-43 - Glandulas das pétalas de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MEV e ML). 34-36. Glandulas presentes nas margens
fimbriadas de pétala posterior. Notar vascularizagdo alcancando a regido glandular da
fimbria (36). 37-39. Glandulas presentes nas margens fimbriadas de pétalas laterais. Notar
menor tamanho quando comparadas as glandulas da pétala posterior. A vascularizacdo nao
alcanca a regido glandular. 40. Sec¢do longitudinal de glandula de pétala posterior
mostrando formato espatulado. Notar células epidérmicas em palicada e células
parenquimadticas na regido central. 41-42. Sec¢do transversal de glandulas de pétala
posterior. Notar epiderme e parenquima vascularizado por xilema e floema. 43. seccdo
transversal de glandula de pétala lateral, mostrando epiderme com células quadrangulares
ou cuneiformes e parénquima central com nimero reduzido de células. ep = epiderme. et =

elemento traqueal. fl = floema. pa = parénquima. x = xilema.
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Figuras 44-48 — Glandulas da pétala posterior de Diplopterys pubipetala (A. Juss.)
W.R. Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 44. parede periclinal externa de célula
epidérmica com sinais de degradacdo (*) 45. Células epidérmicas e células
parénquimaticas centrais. Notar plasmodesmos entre as paredes anticlinais e citoplasma
denso onde observam-se plastideos e mitocondrias. O citoplasma ns células do parénquima
€ reduzido e o vactolo é bem desenvolvido. 46. Citoplasma de célula epidérmica onde se
observam mitocOndrias, dictiossomos, reticulo endoplasmatico liso e rugoso. 47. Detalhe
de um Dictiossomo e uma mitocondria bem marcados através da reacdo com o ZIO. 48.
Citoplasma de célula epidérmica exibindo abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso.
cp = célula parenquimatica. di = dictiossomo. mi = mitocondria. pl = platideo. rel =

reticulo endoplasmatico liso. rer = reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figuras 49-54 — Glandulas da pétala posterior de Diplopterys pubipetala (A. Juss.)
W.R. Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 49-51. Plastideos volumosos de células
epidérmicas. Notar gotas de 6leo no seu interior, além de reticulo endoplasmatico rugoso
ao redor destas organelas (51). 52. Citoplasma entre duas células epidérmicas conectado
através de plasmodesmos (setas). Notar plastideo com gotas de 6leo, as quais sdo
observadas dispersas no citoplasma. 53-54. Marcacdo das gotas lipidicas no citoplasma
(53, 54) e nos plastideos (54) das células epidérmicas através da reacdo com o Gsmio-
imidazol. mi = mitocondria. ol = 6leo. pl = plastideo. rer = reticulo endoplasmético

rugoso.






Figuras 55-60 — Conectivo glandular de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MEV e ML). 55. Aspecto geral de um estame na regido do
conectivo. Notar células globulares na porcdo secretora e células com superficie
homogénea na por¢do ndo secretora. 56. Células globulares de conectivo de estames
retirados de botdo floral. Nota e turgidez e superficie reticulada (detalhe) destas células.
57-58. Conectivo de estame retirado de flor na antese. Notar células murchas, com formato
concavo e presenga de secrecdo (seta). As células apresentam superficie vesiculada (58,
detalhe). 59. Secc¢éo transversal de estame na regido do conectivo, mostrando células
epidérmicas globulares ao lado de células epidérmicas com contetido fendlico. Notar
presenca de endotécio na regido subepidérmica (detalhe). 60. Detalhe de células
epidérmicas secretoras e ndo secretoras do conectivo. Notar células globulares com regido
apical livre e secrec¢do sendo liberada (seta). an = antera. en = endotécio. fi = filete. ce =
célula epidérmica ndo secretora. cs = célula epidérmica secretora. ps = por¢do secretora.

pns = por¢do ndo secretora.






Figuras 61-65 — Conectivo glandular de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 61. Aspecto geral da porcao apical de uma célula
secretora. Notar parede com regides espessas e regides delgadas onde nota-se a extrusio do
protoplasto. O circulo ressalta regido de parede espessa onde nota-se inicio de evaginagao
da membrana plasmatica. 62-65. Detalhes de regides da parede onde o protoplasto
encontra-se protuberante. Notar diferentes espessuras da parede celular, além da presenca

de parede labirintica (*).






Figuras 66-75 — Conectivo glandular de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R.
Anderson & C.Cav. Davis. (MET). 66-68. Citoplasma de células epidérmicas secretoras
mostrando reticulo endoplasmatico rugoso (66, 68) e liso (67) e dictiossomos (68)
subjacentes a invaginacdes da parede celular anticlinal (*). 69. Citoplasma de célula
secretora mostrando abundancia de mitocondrias, plastideos e organelas cuja identidade
nao foi reconhecida. 70. Detalhe de um plastideo mostrando regido periférica com estroma
denso e inclusdes lipofilicas, além de regido central constituida por pequenas vesiculas. 71.
Detalhe de dois plastideos, um com vesiculas e outro com tdbulos na regido central. Notar
mitocondrias com cristas desenvolvidas. 72. Plastideos, mitocdndrias e organelas com
membrana simples no citoplasma de célula secretora. Notar reticulo endoplasmatico
rugoso e mitocOndrias proximos a parede labirintica. 73. dictiossomo marcado com a
reacdo com o ZIO. 74. Detalhe de organela nao identificada mostrando membrana simples
e material de aspecto granular no interior. 75. Célula epidérmica ndo secretora exibindo

nicleo conspicuo e basal, citoplasma reduzido e vactolo preenchido por composto

fenolico.






Tabela 1. Testes histoquimicos realizados nas glandulas florais de D. pubipetala

Composto sépala pétala estame
Teste ~ p =
detectado reacdo local reagdo local reagdo local
++ cuticula ++ cuticula ++ cuticula
Sudan IV lipideo espaco
++ .
subcuticular
NADI terpenos - ++ epiderme ++ epiderme
+ epiderme - + epiderme
Cloreto Férrico Compostos p secretora
III fendlicos R . epiderme
++ parénquima ++
comum
Acetato de .
resinas - - -
cobre
paredes paredes paredes
++ ++ ++
celulares celulares celulares
PAS Pohssacz%rldeos .
totais . . epiderme
+ epiderme + epiderme +
secretora
Paredes Paredes paredes
++ ++ ++
celulares celulares celulares
Vermelho de Mucilagem/pectina
Ruténio gem/p .
. . epiderme
+ epiderme + epiderme +
secretora
Azul merctrio P . . . .
Proteinas totais ++ epiderme ++ epiderme ++ epiderme
de bromofenol
Wagner alcaldides - - -
Lugol amido + parénquima - -

- reacdo negativa, + reacdo fraca, ++ reacéo intensa
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Estrutura, mecanismo de secrecio e papel dos nectarios foliares em Diplopterys

pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis

RESUMO (Estrutura, mecanismo de secrecio e papel dos nectarios foliares em
Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Cav. Davis) — Em Malpighiaceae ha
indicios de que nectdrios sdo estruturas homoélogas aos elaiéforos calicinais, 0s quais mostram
semelhancas na organizacdo anatdmica e no mecanismo de secrec¢do diferindo apenas quanto
a natureza quimica da secre¢do. Contudo, faltam estudos detalhados destas glandulas para a
maioria das espécies desta familia. O presente estudo descreve aspectos anatdmicos,
histoquimicos e ultra-estruturais dos nectarios foliares, além de observacdes sobre aspectos
fenoldgicos e do comportamento dos visitantes foliares de D. pubipetala. Os nectdrios
ocorrem ao longo da margem do limbo foliar, sendo mais desenvolvidos aqueles localizados
no dpice e na base do limbo. Sdo ativos unicamente em folhas jovens e frequentemente
visitados por formigas com comportamento agressivo, as quais se alimentam da secrecdo, o
que sugere a existéncia de associacdo benéfica entre nectdrios e formigas. Os nectdrios sdo
ovaides, sésseis, vascularizados por floema e constituidos por epiderme secretora em palicada
e parénquima especializado. As células epidérmicas exibem nticleo volumoso, citoplasma
abundante com indmeras mitocondrias, dictiossomos hipersecretores, reticulo
endoplasmadtico, plastideos polimérficos de conteido varidvel e gotas de 6leo dispersas; o
vacuoma € pouco desenvolvido e contém substincia fendlica e lipideos. Anadlises
histoquimicas mostraram que polissacarideos e agucares redutores sdo os principais
componentes da secrecdo, a qual se acumula no espago subcuticular sendo liberada através da
ruptura da cuticula. As caracteristicas ultra-estruturais das células secretoras sdo tipicas de
glandulas com secre¢do mista visto que possuem maquinaria para a sintese de secrecdo
hidrofilica e lipofilica. Este resultado corrobora com hipdteses sobre a existéncia de algum

tipo de relacdo evolutiva entre nectdrios e elaiéforos nesta familia.

Palavras-chave: anatomia, Malpighiaceae, nectérios foliares, secrecdo, ultra-estrutura.

Introducao

Malpighiaceae é uma familia predominantemente tropical, composta por mais de 1250

espécies distribuidas em aproximadamente 65 gé€neros os quais ocorrem tanto no Novo como

no Velho Mundo (Cameron et al. 2001).



Dentre as espécies conhecidas, 85% ocorrem no Novo Mundo (Anderson 1990), onde
ocupam uma grande variedade de habitats, podendo ocorrer em ambientes abertos, como
bosques, savanas e campos, ou em margens de rios e em florestas (Anderson 1979). No
Brasil, s@o encontrados mais de 38 gé€neros e cerca de 300 espécies amplamente distribuidas
nas diferentes formacdes vegetais (Barroso 1984; Souza & Lorenzi 2005), sendo a familia
Malpighiaceae uma das mais representativas dos cerrados (Oliveira & Leitdo Filho 1987,
Mendonga et al. 1998).

A presenca de glandulas distribuidas em orgdos vegetativos e reprodutivos é uma
caracteristica importante em Malpighiaceae (Anderson 1990). Dentre elas, as glandulas
localizadas no célice sdo as mais estudadas devido a conhecida importincia na atracdo de
polinizadores, ja que nas espécies neotropicais estas glandulas sdo apontadas como produtoras
de 6leo (Vogel 1974) como recompensa aos visitantes florais (Buchmann 1987). As glandulas
localizadas nos 6rgaos vegetativos, especialmente foliares sdo frequentemente descritas como
nectérios extraflorais, estando presentes em quase todas as lianas da familia (Elias 1983). De
acordo com Vogel (1990), elaiéforos evoluiram de nectdrios a partir da transformacio da
secrecdo predominantemente hidrofilica para lipofilica e, segundo este autor, tal hipdtese pode
explicar a evolucdo da familia.

A similaridade morfolégica entre nectédrios e glandulas do célice tem sido discutida em
literatura e os estudos sugerem que se tratam de estruturas homoélogas (Subramanian et al.
1990, Castro et al. 2001). Entretanto, informagdes sobre a estrutura, composi¢do quimica e
mecanismo de secre¢@o destas glandulas sdo escassas.

LT3

Diplopterys pubipetala, conhecida vulgarmente por “cipé-preto”, “cipd-de-rego” ou
“crista-de-galo”, é uma espécie de ampla distribuicdo pelo Brasil, podendo ocorrer sob a
forma de liana ou de arbusto com ramos escandentes (Gates 1982). Apresenta grande
diversidade morfolégica, mostrando variagdo na forma e pubescéncia das inflorescéncias, no
tamanho das bracteas e das bractéolas, tamanho das flores, forma e tamanho das folhas,
tamanho dos frutos e forma das alas (Gates 1982). Esta espécie apresenta diminutas glandulas
localizadas na margem do limbo foliar (Gates 1982), as quais sdo frequentemente visitadas
por formigas (observacao pessoal).

Neste trabalho foram estudadas a anatomia, histoquimica e ultra-estrutura dessas
glandulas, além de observacdo de aspectos fenolégicos e do comportamento dos visitantes nas
folhas de individuos de D. pubipetala. Os resultados aqui apresentados poderdo subsidiar

estudos de interacdes inseto-planta e de evolugdo das estruturas glandulares em

Malpighiaceae.



Material e Métodos

Material vegetal

As observacdes e as coletas foram realizadas em individuos de Diplopterys pubipetala
pertencentes a uma populacio localizada na borda de um fragmento de Cerraddo no municipio
de Botucatu-SP (22°42°38” S e 48°18°35” W). Exsicatas foram depositadas no Herbdrio “Irina
Delanova Gemtchujnicov” (BOTU) sob os ntimeros 25306, 25307, 25308, 25309 e 25310.

Fenologia, atividade secretora dos nectarios e visitantes foliares.

As observacdes fenoldgicas foram realizadas mensalmente de agosto de 2006 a
dezembro de 2007 com o intuito de avaliar a dindmica de renovacdo foliar. Neste periodo,
também foi registrado o comportamento dos visitantes junto aos nectdrios de folhas em
diferentes estdgios de desenvolvimento. Folhas com nectdrios ativos em secrecdo foram
marcadas e observadas em dias consecutivos. A secrecao produzida foi coletada com capilares
de vidro e analisada em campo através de refratdmetro de bolso Carl Zeiss (0-30% - Jena)
para a medicdo da concentracdo de sélidos soliveis. Além disso, a secrecdo dos nectdrios
foliares de D. pubipetala foi submetida ao teste para deteccdo de glicose através de tiras
reagentes (Alamar Tecno Cientifica LTDA), cuja concentrag@o de glicose pode ser estimada
através da mudanga de coloragdo da drea reativa da tira que deve ser comparada com a escala

cromatica (azul/verde a marrom) fornecida pelo fabricante.

Morfologia, anatomia, histoquimica e ultra-estrutura dos nectarios foliares

Foram feitas medidas de comprimento e didmetro em folhas coletadas aleatoriamente
em pelo menos cinco plantas (n=20), nas quais foram efetuadas contagens do nimero de
nectdrios com auxilio de microscépio estereoscopio Olympus SZ 61 equipado com camera
digital Olympus C7070.

Amostras do limbo foliar de D. pubipetala em diversas fases de desenvolvimento
foram coletadas e processadas para as andlises em microscopia de luz (ML), microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissdo (MET).

ML - As amostras foram fixadas em solug@o de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24
horas, desidratadas em série etilica e embebidas em resina metacrilato (Leica®). Seccoes
transversais e longitudinais (6-8um) foram obtidas em micrétomo rotativo, coradas com azul
de toluidina 0,05% pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) e montadas entre laminas e laminulas com

resina sintética Entellan®.



Secc¢des de material fixado e incluido foram submetidas aos seguintes testes: Sudan IV
para deteccdo de substancias lipidicas (Johansen 1940), cloreto férrico III para deteccdo de
substancias fendlicas (Johansen 1940), azul mercdrio de bromofenol para deteccdo de
proteinas (Mazia et al. 1953), vermelho de ruténio para deteccdo de mucilagem e pectina,
(Johansen 1940) e reagente de Schiff (PAS) para deteccdo de polissacarideos totais (Jensen
1962). Para a detecc@o de agtcares redutores, amostras de nectérios foliares recém-coletadas
foram submetidas ao teste com reagente de Fehling (Sass 1951).

Folhas de D. pubipetala também foram diafanizadas segundo técnica descrita por
Fuchs (1963) para observagio da localizacdo e vascularizagdo dos nectarios.

O material obtido foi analisado em microscopio Olympus BX 41 equipado com
camera digital Olympus C7070.

MEYV - As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH
7,3) por 24horas, pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1% por 2horas, desidratadas em série
etilica, submetidas ao ponto critico e metalizadas com ouro em aparelho MED 010 da Balzers
Union. A andlise das amostras foi realizada em microscopio eletrdnico de varredura Fei —
Quanta 200 (Phillips)

MET - Para a caracterizacao ultra-estrutural, amostras de nectdrios ativas em secre¢io
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH 7,3), pds-fixadas em tetréxido
de 6smio a 1% (tampdo fosfato 0,1M, pH 7,3), incubadas em acetato de uranila 0,5% em
solugdo aquosa; desidratadas em série crescente de solucdes de acetona e incluidas em
Araldite. As sec¢des ultrafinas (50nm) foram contrastadas com solucio saturada de acetato de
uranila e citrato de chumbo (Reynolds 1963) e observadas ao microscépio eletronico de
transmiss@o Philips EM 100, a 80kV. Para confirmar a presenca de inclusdes lipidicas as
amostras foram submetidas a técnica do désmio-imidazol segundo Angermiiller e Fahini
(1982). Para impregnacdo de sistemas de endomembranas, as amostras foram submetidas a

técnica do tetréxido de 6smio/iodeto de zinco (ZIO) segundo Reinecke & Walther (1978).

Resultados

Caracteristicas gerais das folhas, distribuicao e morfologia dos nectarios no limbo
foliar

As folhas de Diplopterys pubipetala apresentam filotaxia oposta cruzada, sdo simples,
pecioladas e apresentam limbo eliptico com 4pice cuspidado, base obtusa e margens inteiras

(Fig. 1). As folhas jovens, de consisténcia membrandcea, apresentam coloracdo avermelhada



exceto na regido apical que pode ser esverdeada (Fig. 1-4); sdo pilosas e apresentam tricomas
malpiguidceos em forma de “T” em ambas as faces, os quais sofrem ablacdo a medida que as
folhas se desenvolvem (Fig. 2-4). As folhas adultas variam de 6.1-10.2 cm de comprimento e
de 2.0-5.8 cm de largura, sdo verde-escuras, glabras e apresentam consisténcia cartacea (Fig.
5).

Nectarios diminutos distribuem-se por toda a margem da face abaxial do limbo foliar,
e localizam-se nas terminacdes das nervuras secundarias ou de ramificacdes destas (Fig. 6-
13). Ocorrem em ndmero variavel, de 25 a 49 nectérios por folha, sendo mais desenvolvidos
aqueles localizados no dpice e na base do limbo. No 4pice cuspidado podem ser encontrados
2-5 nectarios de cada lado do limbo, dispostos aleatoriamente (Fig. 6-8). Na base do limbo,
préximo ao peciolo, ocorre geralmente um par de nectdrios conspicuos (Fig. 9-11). No

restante do limbo os nectarios sdo menos desenvolvidos (Fig. 12, 13).

Fenologia, atividade secretora das nectarios e visitantes foliares

Na populacao de D. pubipetala estudada, a renovagao foliar ocorre ao longo do ano,
entretanto hd um predominio de rebrota e de folhas jovens durante os periodos de
florescimento e de frutificagéo, entre julho e outubro (Fig. 14). A partir da segunda quinzena
de maio observou-se intensa rebrota foliar e inicio da produgdo das inflorescéncias. Entre os
meses de agosto e setembro, periodo em que se observou o pico da floracdo e inicio da
frutificacdo predominaram as folhas jovens. A partir de outubro, quando ocorre a dispersao de
frutos maduros, predominam folhas adultas e senescentes.

Os nectdrios apresentaram-se ativos unicamente em folhas jovens, desde aquelas
localizadas proximo ao apice caulinar, ainda apostas (Fig. 15, 16), até aquelas totalmente
expandidas, porém com consisténcia membrandcea (Fig. 15, 17-19).

Maior atividade secretora dos nectdrios ocorre no periodo da manha, entre 6-9 horas,
evidenciada pela presenca de grandes gotas translicidas na superficie dos nectarios
localizados no dpice e da base do limbo foliar (Fig. 15-19). Nos demais, a presenca de
secrecdo é notada através de um brilho discreto em sua superficie, nio havendo acimulo na
forma de gota. Em folhas completamente expandidas e de consisténcia cartidcea, os nectarios
apresentam-se senescentes € inativos em secrecao.

Em um mesmo ramo, as folhas jovens totalmente expandidas ou ndo, apresentam
nectérios ativos em secre¢do, aparentemente com produgdo de igual volume de exudato (Fig.
15). As observacdes em quatro dias subseqiientes evidenciaram uma diminui¢do na atividade

secretora e progressivo enegrecimento dos nectarios.



A secrecdo produzida por estes nectdrios apresenta sabor adocicado. A concentracio
de sdlidos soliveis foi medida por volta das 07h30min, ultrapassando o limite de detec¢do do
refratdmetro (30%). A secrecdo foi diluida em dgua (2:1) e a solucdo obtida apresentou 23%
de solidos soldveis, possibilitando estimar a concentragdo da secre¢do em aproximadamente
35%. O resultado do teste para deteccdo de glicose foi positivo e, segundo a escala cromética
das tiras reagentes, a secrecao apresenta concentracdo maxima de glicose, em torno de 1000
mg/dl (10mg/ml).

Diferentes tipos de formigas, aparentemente pertencentes a trés espécies, foram
observadas visitando os nectarios foliares de D. pubipetala (Fig. 20-28) e patrulhando ramos
vegetativos e reprodutivos. As formigas maiores apresentaram comportamento agressivo
frente a aproximacgdo de outras formigas ou de qualquer objeto utilizado como estimulo para
verificar sua reacdo. Estas formigas coletam a secrecdo produzida com auxilio das antenas as
quais sdo posteriormente levadas junto ao aparelho bucal (Fig. 22, 23, 25-27), sem danificar
os tecidos foliares.

Foi observada maior atividade das formigas junto aos dpices dos ramos (Fig. 26, 27) e
folhas jovens subjacentes, principalmente nas regides apical e basal do limbo foliar, onde os
nectarios sdo mais ativos (Fig. 23-25).

Formigas também foram observadas junto as populacdes de afideos (ordem
Homoptera) presentes no dpice de ramos caulinares em alguns individuos de D. pubipetala,

contudo as observacdes sobre seu comportamento ndo foram conclusivas.

Anatomia, histoquimica e ultra-estrutura dos nectarios foliares

Os nectdrios presentes nas margens do limbo foliar variam de ovéides a circulares no
dpice e na base (Fig. 6, 7, 9, 10, 29, 30), sendo reconhecidos como pequenas manchas no
restante do limbo (Fig. 12, 13).

Observados ao MEV, os nectdrios apresentam-se levemente salientes com relacio a
superficie foliar (Fig. 29, 30), sendo os basais mais proeminentes com uma leve depressao na
regido central (Fig. 30). Apresentam superficie glabra lisa, com sinais de ruptura da cuticula
(Fig. 31) onde podem ser observadas hifas (Fig. 31, detalhe). Tricomas tectores malpiguidceos

sdo restritos a regido basal dos nectdrios (Fig. 29, 30).

Em seccdo transversal do limbo foliar, observa-se que os nectdrios sdo sésseis,
parcialmente embutidos no mesofilo (Fig. 32) e constituidos por epiderme secretora e tecido

parenquimadtico especializado (Fig. 32, 33, 34).



A epiderme ¢é constituida por uma camada de células secretoras colunares, dispostas
em palicada. A altura destas células € maior na regidao central do nectdrio e diminui
progressivamente em direcdo a periferia, onde as células sdo mais curtas. O citoplasma é
denso e abundante, o nicleo € arredondado de posi¢do central e os vaciolos distribuem-se nos
polos basal e apical da célula. As paredes anticlinais e periclinal interna sdo delgadas,
enquanto a parede periclinal externa € espessa (Fig. 34,36). A cuticula é espessa e apresenta
dois estratos distintos evidenciados pela diferenca na intensidade de coloragdo produzida pelo
Sudan IV e pela reacdo ao vermelho de Ruténio: reacdo fortemente positiva ao Sudan ocorreu
no estrato mais externo e delgado evidenciando o a cuticula propriamente dita (sensu stricto),
sendo que o estrato interno, espesso, reagiu fortemente ao vermelho de Ruténio, indicando a
presenca de substincias pécticas.

Os resultados dos testes histoquimicos encontram-se na tabela 1. Nas células
secretoras foram detectados polissacarideos, agucares redutores, proteinas e compostos
fendlicos. A secrecdo € rica em acticares redutores e se acumula no espaco subcuticular
formado pelo afastamento da cuticula (Fig. 35, 36). A presenca de glicose na secrecio
liberada na superficie das nectdrios foi confirmada através do uso das tiras reagentes
conforme anteriormente relatado.

O tecido parenquimdtico apresenta nitida diferenciacdo em duas regides: a) regido
subepidérmica ndo vascularizada, formada por 1-3 camadas de células isodiamétricas
justapostas, de paredes celulares delgadas e vactolo preenchido por substancia fendlica (Fig.
33, 34) e b) regido vascularizada, formada por células de tamanhos e formatos variaveis (Fig.
33), sendo que algumas possuem vacuolos preenchidos com substincia fendlica, enquanto
outras apresentam cristais na forma de drusa (Fig. 33). Na base do nectdrio encontra-se o
sistema vascular do limbo foliar formado por xilema e floema, contudo somente o floema
vasculariza o nectério.

Ultra-estruturalmente, as células epidérmicas de nectarios ativos em secrecio exibem
nicleo volumoso, esférico, com disposi¢do central ou basal sendo o nucléolo evidente e a
cromatina pouco condensada; o citoplasma € abundante e os vactolos estdo distribuidos nos
polos basal e apical da célula (Fig. 36, 54). No citoplasma notam-se ribossomos livres,
dictiossomos, mitocondrias, corpos multivesiculares, reticulo endoplasmético liso e rugoso,
plastideos polimoérficos e gotas elétron-opacas dispersas (Fig. 37-44). Estas reagiram
positivamente ao teste com ésmio-imidazol confirmando, portanto, sua natureza lipidica. As
mitocondrias sdo numerosas, alongadas ou globulares e ocorrem agrupadas na por¢do

periférica do citoplasma; possuem cristas desenvolvidas (Fig. 37-40) e matriz com



granulacdes fortemente elétron-densas (Fig. 38). Os plastideos sd@o proeminentes, globulares
ou elipséides com sistema de membranas internas pouco desenvolvido e matriz finamente
granulada e densa. Alguns plastideos possuem gotas de o6leo (Fig. 40), enquanto outros
contém corpos osmiofilicos de tamanhos varidveis e graos de amido (Fig. 41-44). Imagens
sugestivas de plastideos em processo de divisdo foram freqiientes nestas células (Fig. 42,44).
Os vactolos conttm material homogéneo fortemente elétron-denso, identificado
histoquimicamente como sendo substancia fendlica, além de gotas de 6leo (Fig. 36).

As paredes anticlinais e periclinal interna das células epidérmicas sdo delgadas, com
plasmodesmos evidentes. A membrana plasmatica apresenta contorno sinuoso e, em algumas
regides afasta-se da superficie da parede celular originando o espago periplasmatico com
diferentes graus de desenvolvimento (Fig. 37, 39). Neste espaco sdo visiveis materiais
membranosos e pequenas vesiculas. A parede periclinal externa é espessa e mostra dois
estratos distintos: um interno, mais delgado e de aspecto homogéneo que delimita o
protoplasto e outro externo, subjacente a cuticula, mais espesso, fibroso e de aspecto laxo
cujas fibras se dispdem paralelamente a superficie da célula (Fig. 45, 46). A cuticula € espessa
e formada por uma camada externa delgada, de aspecto homogéneo e elétron-opaca,
constituindo a cuticula propriamente dita (cuticula sensu stricto) e o estrato cuticular, mais
espesso e de aspecto reticulado. Este estrato apresenta elétron-densidade varidvel, sendo mais
denso na regido de contato com a parede periclinal externa (Fig. 45, 46). Esta regido reagiu
fortemente com o vermelho de Ruténio, indicando sua natureza péctica.

Durante o processo de formagdo do espaco subcuticular, o estrato mais interno da
parede periclinal externa se mantém intacto, enquanto o estrato mais externo, principalmente
na regido de contato com a parede anticlinal passa a apresentar sinais de degradacdo, dando
origem a lacunas (Fig. 45). Chama atencdo a presenca de intimeras mitocOndrias no
citoplasma periférico subjacente a parede periclinal externa das células epidérmicas (Fig. 46).
O processo de degradagdo parietal se estende por toda a camada péctica do estrato cuticular
culminando com o descolamento da cuticula e, originando, desta maneira, um espaco
subcuticular (Fig. 47) onde se acumula a secrecdo. Neste local sdo observadas inimeras hifas
(Fig.48).

As células do parénquima situadas em posi¢do subepidérmica (Fig. 49) apresentam
nicleo volumoso, esférico ou ligeiramente lobado geralmente localizado no pdlo basal da
célula; o citoplasma é abundante e possue mitocOndrias, dictiossomos esparsos, reticulo
endoplasmdtico pouco desenvolvido e gotas lipidicas esparsas. A populacdo destas organelas

¢ menor do que a observada nas células epidérmicas. Os plastideos sdo globulares, possuem



sistema de membranas internas relativamente mais desenvolvido e matriz densa com gotas de
6leo de tamanhos variaveis (Fig. 49-51). Os vacuolos sao pouco desenvolvidos e preenchidos
com substincia fendlica. Nas paredes anticlinais e periclinais ocorrem numerosos
plasmodesmos conectando o protoplasto destas células entre si, destas com as células
epidérmicas e com as do parénquima vascularizado (Fig. 49-51).

As células do parénquima vascularizado exibem citoplasma reduzido, vacuoma
desenvolvido e plastideos globulares conspicuos com o sistema de membranas internas
organizado em tilacdides e grana (Fig. 52). Contudo, esses plastideos s@o distintos dos
cloroplastos tipicos presentes nas células parenquimaticas do mesofilo que circunda o nectario
(Fig. 53).

A reacdo com o ZIO possibilitou a nitida identificagcdo da populacdo de organelas
presentes nas células da epiderme e do parénquima do nectario (Fig. 54). Esta técnica marcou
dictiossomos e vesiculas adjacentes, mitocondrias, reticulo endoplasmatico e membranas
internas de alguns plastideos. Mitocondrias, dictiossomos e reticulo endoplasmdtico sdao as
organelas mais abundantes nas células da epiderme secretora (Fig. 55, 56, 58). Nas células
parenquimaticas subepidérmicas predominam dictiossomos associados ao reticulo
endoplasmadtico (Fig. 57, 59). Os dictiossomos sdo constituidos por cinco a sete cisternas
compactas com intmeras vesiculas adjacentes cujo conteddo € bem marcado pelo ZIO,
podendo estar localizados no citoplasma periférico ou nas adjacéncias da membrana vacuolar.
Foi possivel também visualizar nitidamente as faces cis e trans (Fig. 58) e as redes pré e pos
Golgiana (Fig. 57, 59). Segmentos de reticulo endoplasmatico foram facilmente reconhecidos
e ocorrem entremeados aos dictiossomos e mitocdndrias e nas proximidades da membrana
plasmiatica (Fig. 55-57, 59). E importante ressaltar que em uma mesma sec¢do, foram
observadas células epidérmicas com abundancia de dictiossomos ao lado de células com

predominio de reticulo endoplasmatico e outras pobres em tais organelas (Fig. 54-56).

Discussao

Distribuicao, atividade secretora e papel dos nectdrios foliares em D. pubipetala

Os resultados obtidos no presente trabalho, principalmente com relacdo a distribui¢do,
composicdo predominante da secrecio e funcdo das glandulas foliares, permitem classifici-las
como nectdrios extraflorais. Segundo diversos autores (Elias & Gelband 1976, Bentley 1977,
Elias 1983, Beattie & Hughes 2002, Del-Claro 2004, Heil et al. 2004, Nepi 2007) nectarios

extraflorais (NEFs) sdo estruturas especializadas na secrecdo de néctar e constituem uma



fonte alimentar importante para muitos insetos, especialmente formigas agressivas as quais
atuam no sistema de protecdo da planta contra herbivoria.

Os nectdrios aqui estudados s@o pequenos, numerosos e ocorrem distribuidos ao longo
de toda a margem do limbo foliar. Glandulas deste tipo foram descritas em outras espécies de
Malpighiaceae como Hiptage sericea (Subramanian et al. 1990), Galphimia brasiliensis
(Castro et al. 2001), Banisteriopsis stellaris, Banisteriopsis variabilis, Peixotoa reticulata
(Attala 2004, dados ndo publicados), Heteropterys chrysophylla e Peixotoa hispidula (Vieira
2005, dados ndo publicados). Nestas espécies os nectarios podem ocorrer no peciolo, proximo
as nervuras laterais, na base ou na margem do limbo, sendo na maioria das vezes conspicuos e
pouco numerosos, diferente do observado no presente estudo.

A presencga de numerosos e diminutos nectarios extraflorais foi observada por Elias &
Gelband (1976) no peciolo, célice, corola e frutos de Campsis radicans e C. grandiflora
(Bignoniaceae). Esta caracteristica foi interpretada por estes autores como uma estratégia
avancada na atracdo de formigas, uma vez que durante a atividade de forrageamento as
formigas tendem a visitar todos os nectédrios onde o néctar encontra-se disponivel e a presenca
de indmeras destas estruturas pode aumentar a 4rea da planta protegida por estes insetos.

Assim como ja descrito por diversos autores em outras espécies vegetais (Koptur
1984, Bliithgen & Reifenrath 2003, Korndorfer & Del-Claro 2006, Paiva & Machado 2006),
os nectarios de D. pubipetala apresentam-se ativos somente em folhas jovens, desde aquelas
ndo expandidas e localizadas préximo aos dpices dos ramos até aquelas totalmente
expandidas, porém ainda membrandceas.

Com base em observagdes fenoldgicas foi possivel constatar que o periodo de intensa
rebrota em D. pubipetala ocorre concomitantemente ao periodo de producdo dos botdes
florais, sendo observadas folhas jovens em maior quantidade durante o pico da floragéo. Estas
observagdes mostraram que maior quantidade de nectdrios ativos em secre¢do € encontrada
durante o periodo reprodutivo da populacdo estudada e, provavelmente, estdo associados a
protecdo das estruturas reprodutivas principalmente nos estagios iniciais do desenvolvimento.
Resultado semelhante foi verificado em Dyckia floribunda (Bromeliaceae), cujo periodo de
atividade secretora dos nectérios extraflorais coincide com todo o periodo reprodutivo, desde
a formagdo de botdes florais até a formacdo de frutos maduros, tendo sido comprovado
experimentalmente que a as formigas atraidas pelos nectdrios protegem as estruturas
reprodutivas contra insetos herbivoros, aumentando o sucesso reprodutivo desta espécie
(Vesprini et al. 2003). Em duas espécies de Inga, Koptur (1984) constatou a producio de

folhas novas com nectirios ativos ao longo de todo o ano, sendo esta caracteristica



interpretada como importante para a manutencdo do sistema de protecao pelas formigas por
todo o periodo.

A concentracdo do néctar pode variar de acordo com o volume da secrecdo o qual
pode ser afetado pela umidade atmosférica, temperatura, caracteristicas do solo e fatores
nutricionais (Bentley 1977, Fahn 1979). Maior atividade secretora nos NEFs de D. pubipetala
no periodo da manha pode estar relacionada com menores taxas de evaporagao devido a maior
umidade do ar e temperatura mais amena, permitindo que o volume e a concentracdo da
secrecdo sobre os nectdrios sejam pouco alteradas (Bentley 1977). Sob condi¢des de alta
umidade do ar, os aglcares presentes na secrecdo, 0s quais apresentam grande potencial
higroscépico, podem absorver a umidade do ar, diluindo a secre¢do. Por outro lado, em
horédrios mais quentes do dia, quando a evaporagcdo é maior, a secrecdo tende a apresentar
maiores concentragdes. No periodo da manhd, a secrecdo produzida pelos NEFs de D.
pubipetala apresentou concentracdo de aproximadamente 35%. Segundo Frey-Wyssling &
Agthe (1950 apud Durkee 1983) a concentra¢do do néctar pode variar de 8 a 50%, mas em
alguns casos pode chegar a 75%, dependendo de vdrios fatores, tais como as caracteristicas do
sistema vascular e as taxas fotossintéticas (Liittge 1971, Bentley 1977, Fahn 1979).

Embora néo tenham sido feitos registros das condi¢des climaticas locais, é possivel
prever um aumento na concentragdo do néctar extrafloral em D. pubipetala ao longo do dia
devido as variacdes de temperatura e umidade, como verificado em nectdrios florais de
Echinacea purpurea cuja concentracdo do néctar variou de 33,4 a 53% ao longo do dia (Wist
& Davis 2006).

No presente trabalho as formigas foram os principais visitantes dos nectdrios
extraflorais de D. pubipetala, as quais foram observadas alimentando-se do néctar produzido
a0 mesmo tempo em que apresentaram comportamento de patrulha. Os resultados fenoldgicos
associados com a observacdo dos visitantes na populacdo de D. pubipetala indicam a
complexidade deste sistema. Embora ndo existam dados experimentais para esta espécie,
algumas evidéncias como a presenca de nectdrios ativos coincidindo com as fenofases
reprodutivas os quais sdo frequentemente visitados por formigas com comportamento
agressivo possibilita sugerir a existéncia de uma relacdo mutualistica entre as formigas
visitantes e D. pubipetala mediada pelos nectdrios. Provavelmente, a intensa visitacdo de
formigas nessas plantas explique a auséncia de danos provocados por herbivoria nos 6rgiaos
em desenvolvimento, conforme ji descrito para diferentes plantas (Bentley 1976, Bentley

1977, Koptur 1984, Del Claro et al. 1996, Oliveira 1997, Guimaraes et al. 2006).



Morfologia, anatomia, histoquimica e ultra-estrutura dos nectarios foliares

Conforme ja descrito para a superficie abaxial de folhas de algumas espécies de
Malpighiaceae (Elias 1983), os nectdrios foliares de D. pubipetala podem ser classificados
como pertencentes ao tipo achatado (“flattened nectaries”) segundo classificacdo proposta por
Zimmerman (apud Elias 1983). Esses nectarios ficam em contato com o tecido fundamental
do 6rgdo onde estdo inseridos, de modo que a superficie secretora é exposta pouco acima ou
logo abaixo do nivel da superficie do tecido circundante (Elias 1983).

Anatomicamente os nectdrios foliares de D. pubipetala possuem uma estrutura bem
definida com epiderme secretora em palicada e parénquima vascularizado predominantemente
por floema, com somente alguns elementos de xilema localizados na base do nectério.
Nectédrios com vascularizagdo propria, segundo Elias et al. (1975) s@o altamente
especializados e caracteristicamente, permanecem ativos somente por um curto periodo de
tempo, geralmente algumas semanas, quando as folhas ainda estdo se expandindo. Assim, a
vascularizacdo unicamente por floema € bastante significativa ao fornecer os precursores para
a producdo do néctar. A presenca de substincias fendlicas e de depdsitos de cristais de oxalato
de cdlcio nas células do parénquima vascularizado por floema € também uma caracteristica
amplamente relatada em nectdrios florais e extraflorais (Durkee 1983, Elias 1983, Paiva &
Machado 2006, 2008).

Estrutura anatdomica semelhante a dos nectdrios em D. pubipetala foi relatada para
outras espécies de Malpighiaceae (Subramanian et al. 1990; Castro et al. 2001; Attala 2004,
dados ndo publicados, Vieira 2005, dados ndo publicados). Nestes estudos tem sido ressaltada
a presenca de cuticula com graus varidveis de espessura e de células parénquimadticas
diferenciadas em posi¢do subepidérmica. Esta regido foi denominada por alguns autores de
“zona taninifera” devido a abundancia de substincias fendlicas no vacuolo das células; o
papel dessa regido do nectirio é discutivel, sendo associada a protecdo contra herbivoros e
patégenos (Subramanian et al. 1990; Attala 2004, dados ndo publicados).

Os resultados aqui obtidos sugerem que a libera¢ao do néctar ocorre através da ruptura
da cuticula, j& que ndo foram observados estomatos modificados na superficie dos nectarios
de D. pubipetala. Este tipo de liberacdo do néctar extrafloral foi relatado também por McDade
& Turner (1997), Paiva et al. (2001) e Paiva & Machado (2006).

Os nectdrios extraflorais, em geral, constituem uma fonte alimentar importante para
muitos himendpteros, dipteros e lepidopteros, sendo que a extensdo na qual estes insetos
dependem do néctar em sua dieta estd diretamente relacionada ao valor nutricional do mesmo

(Baker & Baker 1990). Embora a anélise quimica do néctar extrafloral de D. pubipetala nao



tenha sido realizada, os testes histoquimicos detectaram substiancias diversas e
nutricionalmente importantes aos insetos visitantes como agucares, polissacarideos e
proteinas. Os testes histoquimicos em associagdo com o teste para detec¢do de glicose na
secrecdo, indicam que o néctar produzido pelos nectdrios foliares de D. pubipetala é
composto predominantemente por acucares ndo redutores (glicose e frutose), sendo este
resultado diretamente associado com as peculiaridades estruturais do nectério estudado.

As células epidérmicas do nectdrio de D. pubipetala contém plastideos com grio de
amido, o qual pode ser utilizado tanto como fonte de energia para os processos metabélicos e
como fonte de acucares para a sintese do néctar (Nepi et al. 1996). Estudos tém demonstrado
que durante os estigios sucessivos da atividade secretora os plastideos tornam-se alongados
ou de contorno sinuoso sendo tais modificacdes associadas com a deplecdo no contetido de
amido (Durkke et al. 1981, Sawidis et al. 1989, Nepi et al. 1996, Machado et al. 2006, Paiva
& Machado 2008).

Estudos sobre o movimento do pré-néctar dentro do tecido secretor t€m sugerido que
ambas as vias-apoplasto ou simplasto podem ocorrer simultaneamente, sendo que a
predominiancia de um ou outro tipo estd diretamente relacionada com o estigio de
desenvolvimento do 6rgdo ou do tecido investigado (Stpiczynska et al. 2003). A presenca de
numerosos plasmodesmos conectando as células parenquimadticas e epidérmicas do nectério
de D. pubipetala é uma forte evidéncia de que o transporte do pré-néctar ocorre via simplasto,
conforme apontado por outros autores (Fahn 1979, Wist & Davis 2006).

A abundincia de dictiossomos e de reticulo endoplasmdtico nos nectirios de D.
pubipetala em fase secretora € uma caracteristica comum a nectdrios de diferentes espécies
(Fahn, 1979a, Fahn 1979b, Durkee 1983, Mohan & Inamdar 1986, Stpiczyska et al. 2003,
Paiva & Machado 2006, Wist & Davis 2006, Paiva & Machado 2008). A presenca de
dictiossomos hiperativos nas células secretoras em palicada é uma forte evidéncia da
participacdo desta organela na secrecdo do néctar, especialmente de seus componentes
hidrofilicos. A participacdo do RE na translocag@o e/ou concentragdo temporaria de agucares
nos nectérios tem sido sugerida por diversos autores (Rachmilevitz & Fahn 1975, Fahn 1988,
Sawidis et al. 1989, Figueiredo & Pais 1992, Jian et al. 1997, Paiva & Machado 2008).
Assim, o aspecto dilatado das cisternas do RE pode indicar o potencial osmético elevado
dentro dessas estruturas resultante do acimulo de acicares.

Dictiossomos bem estruturados foram evidenciados com maior clareza, tanto nas
células epidérmicas como nas células parénquimadticas pelo uso da técnica do ZIO, conforme

também relatado por Machado & Gregoério (2001) em nectérios de Citharexylum mirianthum



(Verbenaceae). A presenca de RE nas adjacéncias de dictiossomos com morfologia complexa,
apresentando além de numerosas cisternas, as redes pré e p6s-Golgiana desenvolvidas, como
revelado pelo ZIO, sugere que nas células do nectdrio de D. pubipetala esta ocorrendo sintese
de proteinas com diferentes destinos e fungdes. Segundo Alberts et al. (1997), as vesiculas
densas que se originam do RER contém proteinas, as quais se integram ao Golgi pela face cis,
onde provavelmente passam por transformacgdes, sendo, entdo, eliminadas pela face trans.
Nesta face, as vesiculas constituem a rede pds-Golgiana e podem coalescer formando
vacuolos-estoque de proteinas/enzimas ou podem migrar em dire¢cdo 2 membrana plasmatica,
onde liberam o contetddo por exocitose. Embora ndo tenham sido feitos testes para a deteccio
de enzimas, a ocorréncia de enzimas hidroliticas nas células epidérmicas do nectdrio é
bastante provavel, visto os processos de degradacdo parcial da parede periclinal externa.

As diferencas na abundéincia de dictiossomos e RE nas células epidérmicas do
nectério, facilmente visiveis pelo uso do ZIO, sdo um indicio de que a participacdo de
determinada organela pode variar em dado momento da secre¢@o, ou que no mesmo tecido hé
células com populacdes distintas de organelas e consequentemente, com producdo de
substancias distintas. Por exemplo, células secretoras onde predominam os dictiossomos estiao
relacionadas com a producdo de secre¢do hidrofilica; células onde hd predominio de RE
relacionam-se com a sintese de secrecdo lipofilica; em células ou glandulas com secrecao
mista, RE e dictiossomos sdo igualmente abundantes (Charriére-Ladreix 1975).

No nectario de D. pubipetala existem evidéncias de secrecdo granuldcrina e secre¢do
écrina. No primeiro caso, a presenga de vesiculas, corpos multivesiculares (ambos oriundos
tanto do reticulo endoplasmético como dos dictiossomos) e de espaco periplasmdtico com
acumulos de estruturas vesiculares sugerem a ocorréncia secre¢do granuldcrina, que se
caracteriza pelo transporte de material célula-a-célula via fusdo de vesiculas com a membrana
plasmatica (Fahn 1979). Os corpos multivesiculares sdo apontados como importantes na
manuten¢do da integridade da membrana plasmadtica, a qual ¢ aumentada durante o processo
de secre¢do granuldcrina (ver Nepi 2007). Além disso, a considerdvel populagdo de
mitocondrias e de plastideos com grao de amido nas células do nectério constituem evidéncias
de um processo que requer energia, caracteristico do mecanismo de secre¢do écrina (Razem &
Davis 1999).

A regido parenquimadtica vascularizada dos nectédrios em geral é clorofilada, porém os
plastideos s@o morfologicamente distintos do clorénquima adjacente, conforme observado em

D. pubipetala. Esta regido do nectdrio, embora apresente intensa atividade metabdlica e



também participe ativamente na coleta e/ou produgdo e transporte dos precursores do néctar
tem recebido pouca atencdo dos pesquisadores (Sawidis et al. 1987).

No nectdrio de D. pubipetala chama atencdo a presenca de plastideos conspicuos,
destituidos de lamelas internas e com inclusdes lipidicas, mitocondrias com granulagdes
elétron-densas além de numerosas gotas de 6leo no interior de vaciolos ou dispersas no
citoplasma. A técnica do 6smio imidazol possibilitou confirmar a natureza lipidica das
inclusdes presentes nos plastideos e das gotas dispersas no citoplasma as quais ndo foram
detectadas através do teste histoquimico com o Sudan IV. Plastideos com tais caracteristicas
sdo similares aos leucoplastos envolvidos na sintese de terpendides em diferentes glandulas
lipofilicas (Gleizes et al. 1980, Cheniclet & Carde 1985, Turner et al. 1999, Machado et al.
2006). Mitocdndrias com cristas desenvolvidas e granulacdes densas tém sido relacionadas,
em células animais, com a sintese de esterdides, uma substancia terpendide (Alberts et al.
1997). Estas substancias, além da importdncia como componentes da membrana plasmatica
podem atuar na defesa contra insetos fitéfagos e pequenos herbivoros vertebrados. Um
esterdide vegetal de grande importancia é o chamado fitoecdisoma, que ao possuir a mesma
estrutura bdsica dos horménios que induzem a muda nos insetos, ao ser ingerido induz
precocemente a muda e desorganiza os processos desenvolvimentais, com conseqiiéncias
letais aos insetos fitéfagos (Taiz & Zeiger 1998).

Como ja mencionado, tais caracteristicas s@o pouco comuns em tecidos nectariferos,
mas tipicamente encontradas em glandulas envolvidas na secrecio de substancias terpendides.
Glandulas foliares classificadas como sendo NEFs porém com predominéncia de lipideos e
tracos ou mesmo auséncia de agucares foram relatados em Ailanthus glandulosa (Clair
Maczulajtys & Bory 1983), Passiflora foetida (Durkee et al. 1984) e Citharexylum
mirianthum (Machado 1999). Em P. foetida os autores sugerem que os nectrios extraflorais
representam uma transi¢do para glandulas secretoras de lipideos.

A presenca de substancias lipidicas no néctar extrafloral e de agticares na secrecio dos
elai6foros em plantas de Malpighiaceae tem servido de base para inferéncias sobre a filogenia
da familia e esclarecer a coevolugdo com seus polinizadores (Cocucci et al. 1996). Nas
espécies de Malpighiaceae representantes do Velho Mundo as glandulas presentes no célice
sdo nectérios, enquanto que nas espécies do Novo Mundo sdo elaidforos que produzem 6leos
como recompensa aos polinizadores (Faegri & Van der Pijl 1979). Estudos sobre elaiéforos e
nectdrios extraflorais em uma mesma espécie de Malpighiaceae (Subramanian et al. 1990,
Castro et al. 2001, Vinson et al. 1997) tém mostrado que essas estruturas sdo homodlogas as

quais mostram semelhangas na organiza¢do anatdmica e no mecanismo de secrecio diferindo



apenas quanto a natureza quimica da secrecdo, corroborando assim, a hipétese de Vogel
(1990) sobre a origem das glandulas lipofilicas a partir de nectarios. Segundo este autor, a
modificacdo de nectarios em elai6foros pode ter ocorrido em resposta a mutualismos entre
flores e abelhas silvestres da tribo Centridini. Tais abelhas usam os éleos juntamente com o
polen para a alimentacdo larval e 6leo puro para o revestimento e impermeabilizacdo das
celas. Ja, a producdo de néctar concentrado em actuicares ocorre nas glandulas localizadas
principalmente nas regides de crescimento vegetativo que sdo mais vulnerdveis a injurias e
predacdo.

Com base nas analises ultra-estruturais realizadas, os nectarios extraflorais de D.
pubipetala podem ser classificados como glandulas de secrecdo mista, visto que possuem
maquinaria para a sintese de secre¢@o hidrofilica e lipofilica. No entanto, a secre¢do liberada
por essas glandulas € hidrofilica e composta predominantemente por agtcares, caracterizando-
as como nectdrios. O fato de estas glandulas serem funcionais unicamente em folhas jovens e
intensamente visitadas por formigas cujo comportamento é agressivo sugere a existéncia de
um sistema de protecdo a planta. Estudos morfoldgicos e quimicos envolvendo maior nimero
de espécies de Malpighiaceae sdo necessdrios para verificar a extensdo em que tais

caracteristicas ocorrem neste grupo de plantas.
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Figuras e Tabelas




Figuras 1-5 — Folhas de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C.Cav.
Davis. em diversas fases de desenvolvimento. 1. Ramo contendo folhas e inflorescéncias
axilares jovens. Notar filotaxia oposta cruzada e formato eliptico das folhas, com base
obtusa e dpice cuspidado. 2-3. Folhas bem jovens recobertas por tricomas. Notar coloragdo
avermelhada do limbo, exceto na regido apical que é esverdeado. 4. Folhas jovens em
estagio mais avancado. Notar maior tamanho do limbo e superficie mais brilhante devido a
diminuicdo dos tricomas. 5. Folhas adultas. Notar coloracdo verde-escura e superficie

glabra.






Figuras 6 -13 — Distribuicao dos nectarios foliares de Diplopterys pubipetala (A. Juss.)
W.R. Anderson & C.Cav. Davis. 6. Face abaxial do dpice de folha jovem mostrando
distribuicao das glandulas na margem do limbo. Notar 2-3 glindulas de cada lado (setas).
7. Detalhe de uma glandula apical. Notar formato ovéide e leve saliéncia com relacdo a
superficie foliar. 8. Glandula apical diafanizada. Notar intensa vascularizagcdo. 9. Face
abaxial da base de folha jovem. Notar um par de glandulas préximo ao peciolo (seta). 10.
Detalhe de glandula basal, mostrando formato mais circular e maior sali€ncia com relac¢do
a superficie da folha. 11. Detalhe de glandula basal diafanizada. Notar intensa
vascularizacdo. 12. Glandula menos desenvolvida localizada na margem do limbo foliar

(seta). 13. Detalhe de glandula menos desenvolvida apds diafanizagdo.
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Figura 14 - Fenologia de Diplopterys pubipetala, em area de cerraddo no municipio de
Botucatu (SP) no periodo de agosto 2006 a dezembro 2007. Notar gradiente de
intensidade das fenofases, sendo que a cor preta indica mdxima intensidade.



Figuras 15-19 — Atividade secretora dos nectarios foliares de Diplopterys pubipetala
(A. Juss.) W.R. Anderson & C.Cav. Davis. 15. Ramo mostrando folhas jovens com
diferentes tamanhos e estiagios de desenvolvimento, exibindo secrecdo volumosa sobre os
nectarios (setas). 16. Apice de um ramo, mostrando folhas bem jovens com nectirios
ativos em secrecdo (seta). 17. Folha jovem totalmente expandida exibindo secrecdo
volumosa nos nectérios do dpice e da base do limbo foliar. 18. Detalhe mostrando secrec¢ao

nos nectdrios apicais. 19. Detalhe mostrando secre¢@o nos nectarios basais.






Figuras 20-28 — Visitantes foliares de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis. 20. Formiga percorrendo folha jovem. 21-23. Formigas com
comportamento de coleta da secre¢do. Notar localizacdo das mesmas na face abaxial e
antenas tocando as regides onde se localizam os nectérios do dpice (21, 23) e da base da
folha (22). 24. Formiga percorrendo folha em direcao ao apice. 25-27. Formigas visitando
folhas bem jovens nas quais se observa a coleta da secrecdo dos nectdrios apicais. 28.

Formiga visitando glandula basal de folha jovem totalmente expandida.






Figuras 29-35 — Nectarios foliares de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis. (MEV e ML). 29. Face abaxial de folha jovem, mostrando um par de
nectdrios na base do limbo (setas) e superficie coberta por tricomas malpiguidceos em
forma de “T”. 30. Detalhe de nectdrio em folha jovem mostrando superficie lisa e sem
poros, além de tricomas malpiguidceos localizados basalmente. 31. Superficie do nectario
exibindo ruptura na cuticula. Notar hifas de fungos (detalhe - 25 pum). 32. Secg¢do
transversal de folha jovem, mostrando nectdrio parcialmente embutido no mesofilo foliar.
33. Secc¢do transversal nectdrio, mostrando epiderme, parénquima subepidérmico com 1-2
camadas de células justapostas e parénquima vascularizado predominantemente por
floema. 34. Detalhe mostrando células epidérmicas colunares dispostas em palicada, com
citoplasma abundante, nicleo conspicuo e vacuiolos localizados nos pélos. Notar paredes
anticlinais e periclinal interna delgadas e parede periclinal externa espessa aderida a
cuticula. 35. Detalhe mostrando espago subcuticular formado pelo afastamento da
cuticula. ct = cuticula. ep = epiderme. es = espaco subcuticular, fl = floema. ps =

parénquima subepidérmico. pv = parénquima vascularizado.






Figuras 36-44 — Nectarios foliares de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis. (MET). 36. Células epidérmicas com ntcleo volumoso, citoplasma
abundante e vacuolos localizados nos pdlos basal e apical. O detalhe mostra plasmodesmo
entre as parede anticlinais das células epidérmicas. 37. Citoplasma de célula epidérmica
rico em organelas, tais como mitocondrias, dictiossomos e reticulo endoplasmatico rugoso.
Nota-se também a presenca de corpos multivesiculares e espaco periplasmatico entre o
protoplasto e a parede celular (setas). 38. Inimeras mitocondrias com cristas desenvolvidas
e matriz contendo granulagdes elétron-densas. Notar a presenca de reticulo endoplasmaético
liso e rugoso, além de pequeno vacutolo. 39. Espaco periplasmdtico (setas) bastante
desenvolvido com materiais membranosos e vesiculas. Notar mitocondria e gotas de 6leo
dispersas no citoplasma. 40-44. Detalhes de plastideos com conteddo varidvel. Notar a
presenca de gotas de 6leo (40), corpos osmiofilicos (41-44) e amido (42-44). Platideos em
processo de divisdo s@o observados (42, 44). cm = corpo multivesicular. di = dictiossomo.
ol = 6leo. mi = mitocondria. nu = nucleo. pl = platideo. rel = reticulo endoplasmaético liso.

rer = reticulo endoplasmaético rugoso. va = vactolo.






Figuras 45-48 — Nectarios foliares de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis. (MET). 45. Célula epidérmica exibindo sinais de degradagdo no estrato
externo da parede periclinal. Notar cuticula espessa e formacgao de lacunas (*). 46. Detalhe
desta regido mostrando inimeras mitocondrias no citoplasma subjacente. 47. Espaco
subcuticular formado através do afastamento da cuticula. 48. Hifas na regido do espaco

subcuticular. ct = cuticula. ee = estrato externo. ei = estrato interno. pc = parede celular.






Figuras 49-53 — Nectarios foliares de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis. (MET). 49. Aspecto geral de células parénquimdticas subepidérmicas.
Notar nicleo volumoso de posicdo basal, citoplasma abundante e vactiolo preenchido com
composto fendlico. 50. Detalhe da regido de contato entre uma célula epidérmica e uma
parenquimatica, as quais sdo conectadas via plasmodesmo. Notar plastideos gobular com
sistema de membranas internas desenvolvido. 51. Detalhe de célula parenquimatica
subepidérmica exibindo plasmodesmos entre as paredes anticlinais e entre as paredes
periclinais. 52. Plastideos observados nas células do parénquima vascularizado. 53.
Cloroplastideo observado no mesofilo. ce = célula epidérmica. cp = célula do parénquima
subepidérmico cpv = célula do parénquima vascularizado. ol = dleo. di = dictiossomo. mi

= mitocondria. rer = reticulo endoplasmatico.






Figuras 54-59 — Nectarios foliares de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson
& C.Cav. Davis. (MET - ZIO). 54. Aspecto geral de células epidérmicas com grande
populacdo de organels. O retangulo mostra células com abundancia de reticulo
endoplasmadtico, diferente das outras células. 55. Citoplasma de célula epidérmica
mostrando mitocOndrias e reticulo endoplasmatico bem marcados. 56. duas células
epidérmicas com diferentes populacdes de organelas. Notar abundancia de reticulo
endoplasmdtico na célula da direita. 57. Marcagdo intensa nos dictiossomos e reticulo
endoplasmaético tanto da célula epidérmica como da célula parenquimética. 58. Detalhe de
dictiossomo bem marcado presente na célula epidérmica. Notar plastideo com amido e
mitocondrias. 59. Detalhe de dictiossomo presente em célula do parénquima

subepidérmico.






Tabela 1. Testes histoquimicos realizados nos nectarios foliares de D. pubipetala.

Teste Composto detectado po folha
reacao local
Sudan IV Lipideos totais s cuticula
Cloreto Férrico III Compostos fendlicos * epiderme
++ parénquima
++ paredes celulares
PAS Polissacarideos totais + espaco subcuticular
+ epiderme
+ parénquima
++ paredes celulares
Vermelho de Ruténio Mucilagem/pectina + espago subcuticular
+ epiderme
Solugdo de Fehling Actcares redutores + espaco subcuticular
Azul mercurio de bromofenol Proteinas totais ++ epiderme
Wagner Alcaléides -
Lugol Amido + parénquima

- reacdo negativa, + reacdo fraca, ++ reacdo intensa



Consideracoes finais




Diplopterys pubipetala ¢ uma espécie com diversidade de estruturas secretoras
encontradas nas flores e nas folhas, as quais apresentam importantes fungdes nas interacoes
inseto-planta, atuando na atra¢do de polinizadores, como as abelhas, ou na atragdo de agentes
defensores, como as formigas.

Os dados de fenologia e atividade secretora dos nectarios mostraram fortes indicios da
existéncia de associagdo benéfica com as formigas observadas. Estes nectarios parecem estar
envolvidos na atragdo e na recompensa destas formigas, as quais provavelmente atuam na
defesa da planta contra herbivoria.

Os estudos do sistema reprodutivo indicaram que a populacido é predominantemente
alégama, comprovando a grande dependéncia com relagdo aos agentes polinizadores e a
importincia das glandulas florais como mediadoras destas interagcdes.

Os resultados sugerem que todas as glandulas florais estudadas apresentam
importantes fun¢des para a polinizagdo de D. pubipetala: as glandulas calicinais atuam na
oferta de recompensa aos visitantes enquanto as glandulas das pétalas e dos estames atuam na
atracdo visual e olfativa. Além da funcao de atracdo de visitantes, observou-se a liberacido de
secrecdo relativamente viscosa pelo conectivo glandular a qual deve atuar no aumento da
aderéncia dos graos de pdlen ao corpo dos visitantes. A partir disso, € possivel concluir que
esta espécie apresenta grande investimento energético na atracido e recompensa de visitantes,
foliares e florais.

As andlises estruturais e histoquimicas trouxeram importantes contribui¢des com
relacdo ao conhecimento da organizagdo e funcionamento das glandulas, do mecanismo de
liberac@o da secrecdo e principais componentes quimicos encontrados nas células secretoras e,
eventualmente na secrecao.

Assim, o presente estudo contribui para o conhecimento da diversidade de estruturas

glandulares em flores e folhas de Malpighiaceae e seu papel nas interagdes planta-animal.
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