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RESUMO E ABSTRACT



BUARQUE, P.F.S.M. Influéncia da luz e temperatura em cavidades e canais
secretores em plantulas de Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae-
Caesalpinioideae): estudo anatomico e ultraestrutural. 2013. 68p. -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - Espacos secretores estdo distribuidos por todo o eixo vegetativo de Copaifera
langsdorffii. Sdo constituidos por epitélio secretor unisseriado e limen amplo e, devido a
secrecdo produzida, representam um mecanismo de defesa constitutivo contra herbivoros e
patogenos. Nas plantulas desta espécie, cavidades secretoras de 6leo ocorrem no mesofilo dos
eofilos e no cortex do epicétilo e hipocétilo, enquanto que canais secretores de oleorresina
estdo presentes na medula do epicétilo e hipocétilo. Evidéncias sugerem que fatores exdgenos
podem influenciar na produgao da secrecao nessa espécie; entretanto, nada se conhece sobre a
influéncia desses fatores no desenvolvimento de canais e cavidades. Este trabalho teve como
objetivo investigar a influéncia da luz e da temperatura na densidade e na drea do limen de
cavidades e canais secretores em plantulas de C. langsdorffii, além de estudar a influéncia da
temperatura na ultraestrutura das células epiteliais. Plantulas foram mantidas em camara
climatica sob 2500lux, 1250lux e 250lux e 15°C, 25°C e 35°C. Para analises anatOomicas
quantitativas, amostras do epicétilo e eofilos foram processadas segundo técnicas usuais em
anatomia vegetal. Para andlises ultraestruturais, amostras de eofilos foram preparadas de
acordo com técnicas convencionais de microscopia eletronica de transmissdo. Plantulas
mantidas sob 25°C/1250lux mostraram maior densidade de cavidades nos eofilos e no
epicétilo, enquanto aquelas mantidas sob 25°C/2500lux apresentaram maior densidade de
canais secretores. Essa resposta diferencial de cavidades e canais a luz pode estar relacionada
a origem meristematica distinta dessas estruturas. Quanto a drea do Iimen, cavidades e canais
respondem de formas varidveis as condi¢des de luz e temperatura. Ultraestruturalmente, as
células epiteliais de plantulas mantidas sob 25°C mostraram sinais de intensa atividade
secretora. Alteracdes estruturais em mitocondrias, plastidios e reticulo endoplasmatico foram
observadas em células de plantulas mantidas a 15°C e 35°C. Em plantulas mantidas sob 35°C,
as células epiteliais mostraram intensos sinais de lise, indicando prejuizos a atividade
secretora.

Palavras-chave: densidade, espacos secretores, eofilos, epicétilo, luz, temperatura,

ultraestrutura celular



BUARQUE, P.F.S.M. Influence of light and temperature on the secretory
cavities and canals in seedlings of Copaifera langsdorffii Desf.
(Leguminosae-Caesalpinioideae): anatomical and ultrastructural study.
2013. 68p. — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

ABSTRACT - Secretory spaces are distributed throughout the vegetative axis of Copaifera
langsdorffii. They are constituted by uniseriate secretory epithelium and wide lumen, and
represent a constitutive defense mechanism against herbivores and pathogens due to the
produced secretion. In C. langsdorffii seedlings, oil cavities occur in the mesophyll of
eophylls and in the cortex of epicotyl and hypocotyl, whereas oleoresin canals are present in
the pith of epicotyl and hypocotyl. Evidences suggest that exogenous factors can influence the
production of secretion in this species; however, nothing is known about these factors
influencing the development of canals and cavities. This work aimed to investigate the
influence of light and temperature on the density and lumen area of secretory canals and
cavities in seedlings of C. langsdorffii, besides to study the influence of the temperature on
the ultrastructural features of epithelial cells. Seedlings were maintained in climatic chamber
under 2500lux, 1250lux and 250lux, and 15°C, 25°C and 35°C. For quantitative anatomical
analysis, samples of epicotyl and eophylls were processed according to usual techniques in
plant anatomy. For ultrastructural studies, samples of eophylls were prepared following
conventional techniques of transmission electron microscopy. Seedlings under 25°C/12501lux
presented higher density of cavities in eophylls and epicotyl, whereas seedlings under
25°C/2500lux showed higher density of canals. This differential answer to light can be related
to the distinctive origin of these secretory structures. Concerning the lumen area, variable
answers were observed to cavities and canals. Ultrastructurally, epithelial cells of seedlings
under 25°C showed evidences of intense secretory activity. Alterations in mitochondria,
plastids and endoplasmic reticulum were observed in seedlings under 15°C and 35°C. In
seedlings under 35°C, the epithelial cells showed evident signals of lysis, indicating damages

to their secretory activity.

Keywords: cell ultrastructure, density, eophylls, epicotyl, light, secretory spaces, temperature
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INTRODUCAO

A presenca de estruturas secretoras externas ou internas no corpo vegetal,
independentemente da ocorréncia de qualquer tipo de injuria, representa um mecanismo de
defesa constitutivo contra herbivoros e patdégenos, enquanto que as estruturas formadas em
resposta a diferentes tipos de estresses sofridos pela planta (Alfaro, 1995; Tomlin et al., 1998;
Langenheim, 2003; Eyles et al., 2004; Solla et al., 2006; Moreira et al., 2008) constituem um
mecanismo de defesa induzido (Langenheim, 2003). Sabe-se que, embora exista uma
predisposicdo genética para respostas a fatores exodgenos, as condicdes ambientais
influenciam significativamente na quantidade e na composi¢do quimica da secre¢do produzida
e na formacao, distribuicdo e nos aspectos morfoldgicos das estruturas secretoras em cada
espécie (Zamski, 1972; Fahn e Benayoun, 1976; Gedalovich e Fahn, 1985; Wimmer &
Grabner, 1997,2000; Russin et al., 1988; Langenheim, 2003; Eyles et al., 2004; Rosner &
Hanrup, 2004; Moreira et al., 2008). Entretanto, a grande maioria das pesquisas disponiveis
na literatura é dedicada aos estudos da influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento
do sistema secretor em espécies de gimnospermas (Fahn & Benayoun, 1976; Greenwood &
Morey, 1979; Gedalovich & Fahn, 1985; Lin et al., 2001; Moreira et al., 2008; Zulak &
Bholmann, 2010), sendo raros os estudos com angiospermas (Eyles et al., 2004; Diinisch &
Bass, 2006).

Dentre os fatores abidticos, luz e temperatura estdo entre os principais fatores que
podem causar alteracdes no desenvolvimento do sistema secretor em plantas. Lin et al. (2001)
demonstraram que aciculas de Pinus sylvestris, localizadas na periferia da copa, as quais
estavam sujeitas a maior irradiancia e temperatura, apresentavam maior densidade de canais
de resina. Da mesma forma, estudos envolvendo a formacdo de canais de resina no xilema
secundério de gimnospermas demonstram a influéncia positiva da temperatura mais elevada
(Zamski, 1972; Blanche et al., 1992; Wimmer & Grabner, 1997, 2000; Rigling et al., 2003;
Kilpeldinen et al., 2007) ou maiores intensidades luminosas (Lin et al., 2001; Wainhouse et
al., 1998) na formacdo dessas estruturas. No que se refere a influéncia desses fatores nos
aspectos ultraestruturais do sistema secretor, os estudos sdo ainda mais escassos, havendo
relatos de que variacdes na temperatura podem levar a alteragdes na densidade do citoplasma
e no desenvolvimento do reticulo endoplasmatico em células epiteliais de canais secretores de
resina (Fahn & Benayoun, 1976). Quanto a influéncia da luz e temperatura nos aspectos
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anatomicos e celulares do sistema secretor interno de angiospermas, ndo foram encontrados
trabalhos disponiveis em literatura.

A ocorréncia de canais e cavidades secretores, genericamente denominados espagos
secretores, ¢ um aspecto comum em muitas espécies de leguminosas (Solereder, 1908;
Metcalfe & Chalk, 1950), sendo que nas espécies pertencentes a subfamilia Caesalpinioideae
essas estruturas sdo reconhecidas pela producdo de uma mistura de terpenos volateis e nao-
volateis denominada oleorresina (Langenheim, 2003). Dentre essas espécies, Copaifera
langsdorffii, popularmente conhecida como copaiba, copauba, pau-d’6leo ou arvore-diesel,
vem recebendo destaque devido sua grande importancia na producdo do 6leo-de-copaiba
exaustivamente explorado pela industria de farmacos e cosméticos no Brasil (Coelho et al.,
1998; Langenheim, 2003).

Em C. langsdorffii a presenca de cavidades e canais secretores de terpenos é um
aspecto constitutivo (Rodrigues et al., 2011a) e representa um importante mecanismo de
defesa conferindo a essa espécie prote¢do contra herbivoros e patégenos (Langenheim et al.,
1982; Langenheim, 2003). Pesquisas demonstram que nesta espécie, espagos secretores
constituidos por limen amplo e epitélio unisseriado estdo presentes em todo o eixo
vegetativo, desde a fase de plantula até planta adulta. Nas plantas adultas, cavidades
secretoras de 6leo ocorrem no mesofilo foliar e no cértex do caule, pulvino, peciolo e raque,
enquanto canais secretores de oleorresina estdo presentes na medula caulinar e do pulvino,
peciolo e raque, além do xilema secunddrio de raiz e caule. Em plantulas, cavidades secretoras
de 6leo foram encontradas no mesofilo dos eofilos e no cortex do epicétilo e hipocdétilo,
enquanto canais secretores de oleorresina foram observados na medula do epicétilo e do
hipocétilo (Rodrigues et al., 2011a). Ultraestruturalmente, as células epiteliais de canais e
cavidades desta espécie sdo caracterizadas pela presenca de paredes delgadas, nucleo
conspicuo, vactiolos pequenos e citoplasma denso e abundante rico em mitocondrias, reticulo
endoplasmadtico liso bem desenvolvido e plastidios desprovidos de tilacéides (Rodrigues et
al., 2011a).

Segundo Carvalho (2003), C. langsdorffii é uma espécie neotropical de ampla
distribuicao geografica, ocorrendo no nordeste da Argentina, sul da Bolivia, norte do Paraguai
e em estados das regides sudeste, centro-oeste, norte e nordeste do Brasil. Ocorre em varios
ecossistemas florestais e savanicos (Correa, 1984; Lorenzi, 1998; Castro, 1999) caracterizados

por diferentes condicdes de solo, disponibilidade hidrica, temperatura e, principalmente,
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luminosidade (Kanegae et al., 2000; Ratter et al., 2003; Haridasan, 2008; Ronquim et al.,
2009), tais como cerrado, cerraddo, caatinga, floresta estacional semidecidual, decidual,
ombroéfila densa, campos rupestres, dentre outros (Salgado et al., 2001; Carvalho 2003). E
uma espécie helidfita tolerante a sombra (Salgado et al., 2001) e, segundo Ronquim et al.
(2009), seu sucesso na colonizagdo de ambientes diversificados se deve ao fato de que suas
plantulas apresentam mecanismos fisiolégicos que permitem a sua sobrevivéncia em
contrastantes condi¢cdes ambientais (Ronquim et al., 2009). Entretanto, nada se conhece sobre
a influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento do sistema secretor desta espécie.

Este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia da luz e da temperatura na
densidade e na area do limen de cavidades e canais secretores em plantulas de C. langsdorffii,
além de estudar a influéncia da temperatura na ultraestrutura das células epiteliais. A falta de
pesquisas experimentais nesta drea, especificamente com leguminosas de valor comercial, €
um dos aspectos que justificam este trabalho; além disso, ao conhecer os possiveis ajustes do
sistema secretor de C. langsdorffii aos fatores mencionados, os resultados obtidos poderdo
subsidiar estudos de biologia celular em plantas, ecofisiologia e programas de manejo e uso
racional de C. langsdorffii, espécie brasileira de reconhecido valor na economia e na

medicina.
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Cavidades e canais secretores em leguminosas: estrutura e secrecao

Estruturas secretoras sdo formacdes especializadas na sintese, actimulo e/ou
eliminacdo de substancias especificas, podendo ser uni ou multicelulares e estar localizadas na
superficie do corpo vegetal ou em tecidos mais internos (Fahn, 1979, Castro & Machado,
2006). Dentre as espécies de Leguminosae, as estruturas secretoras sdo bastante comuns e
diversificadas (Judd et al.,, 1999), podendo ocorrer nectdrios extraflorais, tricomas
glandulares, idioblastos de substancias fendlicas, protéicas, resiniferas ou mucilaginosas,
cavidades e canais secretores e tricomas glandulares foliares (Solereder, 1908; Metcalfe &
Chalk, 1950).

Cavidades e canais, genericamente denominados espacos secretores internos sao
formados por espagos intercelulares conspicuos (limen) delimitados por células secretoras
especializadas, as quais constituem o epitélio (Fahn, 1979; Evert, 2006). Segundo Fahn
(1979), a distin¢gdo entre canais e cavidades é feita de acordo com sua aparéncia em cortes
longitudinais. Assim, enquanto cavidades secretoras possuem limen esférico ou ovdide, os
canais secretores mostram-se alongados e com limen estreito em sec¢des longitudinais (Fahn,
1979; Evert, 2006).

Em Leguminosae, espacos secretores foram relatados em diversos 6rgaos de diferentes
espécies. Cavidades secretoras foram encontradas em folhas de diferentes espécies
pertencentes a géneros das tribos Amorpheae e Psoraleae (Turner, 1986); nas folhas de
espécies de Sympetalandra e Poincianella (Lersten and Curtis, 1996); nas folhas de espécies
de Lonchocarpus (Teixeira et al., 2000); no caule em estrutura primdria, folhas e 6rgdos
florais de espécies de Dahlstedtia (Teixeira & Gabrielli, 2000, 2006; Teixeira & Rocha,
2009); nas folhas de espécies de Myrocarpus, Myrospermum, Myroxylon (Sartori & Tozzi
2002); nas folhas e estipulas de Hymenaea stigonocarpa (Paiva & Machado, 2007); nos frutos
(Paiva et al., 2008), folhas e cortex caulinar de Pterodon pubescens (Rodrigues et al., 2011b;
Rodrigues & Machado 2012) e Copaifera langsdorffii (Rodrigues et al., 2011) e nas folhas de
Copaifera trapezifolia (Milani et al., 2011);. Canais secretores foram observados no xilema
secundario do caule e da raiz de Copaifera langsdorffii (Marcati et al., 2001; Rodrigues &

Machado, 2009) e peciolo e caule em estrutura priméria de Copaifera trapezifolia (Milani et
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al., 2011). Para os membros de Mimosoideae, a literatura comumente relata a ocorréncia de
idioblastos secretores, ndo havendo relatos de canais e cavidades (Metcalfe & Chalk, 1950;
Solereder, 1908).

A secrecdo produzida por canais e cavidades em espécies de leguminosas apresenta
natureza diversa, podendo ser predominantemente lipofilica, mucilaginosa ou mista (Teixeira
& Gabrielli, 2000; Rodrigues & Machado, 2009; Milani et al., 2001; Rodrigues et al.,
2011a,b, 2012), sendo os terpenos e os fendlicos as substancias mais comumente produzidas
pelas estruturas secretoras das leguminosas (Langenheim, 2003). Segundo Langenheim
(2003), a mistura lipossolivel de terpenos voléteis e ndo-volateis secretados por estruturas
especializadas que apresenta importancia nas interacdes ecoldgicas recebe o nome de resina.
Segundo Langenheim (2003) a resina pode ser de dois tipos: fluida ou viscosa. A resina fluida
também chamada de oleorresina apresenta uma maior concentracdo de terpenos voldteis do
que ndo-voléteis, ja a resina viscosa apresenta um predominio de terpenos ndo volateis e em
contato com o0 meio externo sofre polimerizagao. Quando monoterpenos e/ou sesquiterpenos
estdo presentes na secrecdo, eles sdo chamados de Oleos essenciais. Na maioria das
angiospermas, os sesquiterpenos predominam na fra¢do volétil da resina, sendo os diterpenos
dominantes na fracdo ndo-voldtil. Espécies de leguminosas pertencentes a subfamilia
Papilionoideae e que apresentam espagos secretores de terpenos sdo caracterizadas pela
presenca de cavidades secretoras de dleos essenciais, enquanto que aquelas pertencentes a
Caesalpinioideae sdo reconhecidas pela produ¢do de uma mistura de compostos volateis e nao
voléteis denominada oleorresina, como € o caso de espécies pertencentes ao género Copaifera
(Langenheim, 2003).

Os terpenos sao responsaveis pela resisténcia da planta aos ataques microbianos e pela
protecdo contra predadores, principalmente herbivoros e patégenos (Langenheim et al., 1982;
Arrhenius & Langenheim, 1983). Segundo Harbone (1993) e Nishida (2002), terpenos (mono,
sesqui, di e triterpenos) podem ser toxicos, antibidticos, deterrentes alimentares ou de
oviposi¢do e, podem ainda, interferir na produ¢do hormonal de insetos. Além disso, os
terpenos podem ainda atrair predadores de herbivoros que atacam a planta, garantindo uma
defesa indireta (Harbone, 1993).

Além da importancia ecoldgica, trabalhos tém enfatizado o valor comercial dos
terpenos. Dentre as leguminosas, a secre¢do presente em espagos secretores de folhas, caules

e frutos de diferentes espécies vem sendo explorada comercialmente, sendo os terpenos um
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dos mais importantes grupos de matérias-prima para as indudstrias de vernizes, alimentos,
farmacos, cosméticos e afins (Plowden, 1998; Veiga Jr & Pinto, 2002; Langenheim, 2003).
No que se refere aos aspectos ultraestruturais das células secretoras de terpenos,
estudos envolvendo espécies de leguminosas sao raros (Paiva & Machado, 2007; Rodrigues et
al., 2011a,b; Milani et al., 2011; Rodrigues & Machado, 2012). De forma geral, pesquisas
demonstram que células secretoras de terpenos sdo caracterizadas pela presenca de reticulo
endoplasmadtico (liso, tubular ou rugoso) bem desenvolvido e plastidios polimérficos
destituidos de tilacéides, denominados leucoplastos (Fahn, 1979; Castro & Machado, 2003;
Evert 2006). A presenca de uma extensa rede de reticulo endoplasmatico e de leucoplastos
associados com reticulo endoplasmético (reticulo periplastidial) constituem caracteristicas
ultraestruturais comuns a glandulas secretoras de resina (Dell & McComb, 1978; Bosabalidis

& Tsekos, 1982; Monteiro et al., 1999; Rodrigues et al., 2011a; Milani et al., 2011).

Copaifera langsdorffii (Leguminosae-Caesalpinioideae)

O género Copaifera L. (Leguminosae-Caesalpinioideae) possui 72 espécies arbdreas
ocorrentes na regido neotropical da América Latina e Africa ocidental, sendo 16 destas
endémicas do Brasil (Dwyer, 1951). As espécies deste género sdo popularmente conhecidas
como copaibas ou pau-d’éleo e encontram-se amplamente distribuidas pelo territdrio
brasileiro, sendo encontradas principalmente nas regides amazonica e centro-oeste do pais
(Correa, 1984; Lorenzi, 1998). Adaptadas a uma grande variedade de ambientes, as espécies
de Copaifera ocorrem em florestas de terra firme de solo argiloso e arenoso, terras alagadas,
margens de lagos, igarapés e, geralmente, seus espécimes adultos ocupam o dossel de
florestas ou emergem ocasionalmente (Alencar et al., 1979; Shanley et al., 1998; Sampaio,
2000).

Copaifera langsdorfii Desf., popularmente conhecida como bdlsamo, copaiba,
copauba, pau-d’6leo e arvore-diesel, é a espécie de maior distribuicao geografica deste género
(Lorenzi, 1992), sendo encontrada em ambientes caracterizados por diferentes condi¢des de
solo, disponibilidade hidrica, temperatura e, principalmente, luminosidade (Kanegae et al.,
2000; Ratter et al., 2003; Haridasan, 2008; Ronquim et al., 2009). Ocorre na floresta
amazOnica, mata atlantica, matas de galeria, mata mesofitica de interflivio, caatinga e
cerrado, principalmente nos estados de Minas Gerais, Goids, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo e

Parana (Braga, 1976; Lorenzi, 1998; Camargos et al., 2001). No estado de Sao Paulo, a
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ocorréncia de C. langsdorffii foi registrada em vérias fisionomias do cerrado (Batalha et al.,
1997; Ishara, 2010), como cerrado senso stricto e cerradao (Durigan et al., 2005), e na floresta
estacional semidecidual (Pedroni et al., 2002). E uma espécie helidfita tolerante a sombra
(Salgado et al., 2001) ocorrente em matas primérias e secunddrias (Lorenzi, 1998) e, segundo
Ronquim et al. (2009), seu sucesso na coloniza¢do de ambientes diversificados se deve ao fato
de que suas plantulas apresentam mecanismos fisiolégicos que permitem a sua sobrevivéncia
em contrastantes condi¢cdes ambientais (Ronquim et al., 2009).

Os individuos desta espécie apresentam crescimento lento e alcancam de 10 a 40
metros de altura, podendo viver até 400 anos (Veiga Jr & Pinto, 2002). O tronco € dspero, de
coloracdo avermelhada, medindo de 0,4 a 4 metros de diametro; as folhas sdo compostas
pinadas com 3 a 5 pares de foliolos, com filotaxia alterna; as flores sdo pequenas, apétalas,
hermafroditas e arranjadas em paniculas axilares; os frutos do tipo foliculo contém uma
semente ovdide envolvida por um arilo de coloragdo alaranjada (Almeida et al., 1998;
Lorenzi, 1998; Durigan et al., 2005). A germinacdo € epigea e a plantula é fanerocotiledonar
(Rodrigues et al., 2011a); o sistema radicular € axial; a raiz principal € cilindrica e branco-
amarelada; as raizes secunddrias s@o finas, curtas e cilindricas; o colo é bem definido pela
diferenca de cor entre raiz e hipocétilo e pela dilatagdo apresentada nessa regido; o hipocétilo
€ longo, cilindrico, verde e ereto; os cotilédones sdo carnosos e avermelhados; o epicétilo é
alongado, ereto e avermelhado; os eofilos sdo compostos, paripinados, com dois pares de
foliolos avermelhados, opostos, ovdides e com nervagdo peninérvea, sendo possivel visualizar
pontuagdes translicidas em toda a extens@o do limbo foliolar (Guerra et al., 2006; Rodrigues
et al. 2011a).

A espécie desperta grande interesse comercial por seu potencial ornamental,
propriedade melifera, qualidade de sua madeira e pela produg¢do do conhecido Oleo-de-
copaiba que vem sendo utilizado como biodiesel, como matéria-prima nas indudstrias de
vernizes, tintas, resinas e exaustivamente explorado pelas industrias de fairmacos e cosméticos
(Carvalho, 1994; Almeida et al., 1998; Lorenzi, 1998; Veiga Jr e Pinto, 2002; Langenheim,
2003). Segundo Maciel et al. (2002), a espécie € considerada uma das mais importantes
plantas medicinais brasileiras na atualidade sendo utilizada no tratamento de diversas
doencas. Estudos relatam que o o6leo-de-copaiba extraido de diversas partes da planta
apresenta propriedades antimicrobiana, anti-inflamatéria, antiulcerogénica, antitumoral e

cicatrizante, dentre outras (Almeida et al., 1998; Veiga Jr & Pinto 2002). Além da
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importancia econdmica e medicinal, estudos demonstram que o 6leo-de-copaiba apresenta
importante papel na defesa da planta contra ataques de herbivoros e infeccdo de patdgenos
(Langenheim, 2003; Langenheim et al., 1986).

De acordo com Rodrigues et al., (2009, 2011a), a secre¢ao popularmente conhecida
como Oleo-de-copaiba é produzida por espacos secretores amplamente distribuidos no corpo
vegetal. Segundo os autores, cavidades e canais secretores estdo presentes desde a fase de
plantula até planta adulta e apresentam distribuic@o diferencial nos 6rgdos e tecidos vegetais.
Assim, no cortex do caule, pulvino, peciolo, raque e nervura principal, além do mesofilo
foliar, ocorrem cavidades secretoras, enquanto que canais secretores sdo observados na
medula do caule, pulvino, peciolo e raque e nas faixas de parénquima axial no xilema
secundério do caule e raiz. A natureza quimica da secrecdo, detectada histoquimicamente,
difere entre canais e cavidades: 6leos essenciais foram detectados em canais e cavidades,
enquanto que resina foi detectada somente nos canais secretores (Rodrigues & Machado,
2009; Rodrigues et al., 2011a).

Feibert & Langenheim (1988) mostraram que a produ¢do de resina difere nas folhas de
plantulas e plantas jovens desta espécie em relagdo a luminosidade. Plantulas mantidas em
pleno apresentaram maior produ¢do de resina em relacdo aquelas mantidas na sombra. Da
mesma forma, Langenheim et al. (1986) associaram mudancas no desenvolvimento das folhas
e na producdo de compostos secundarios em resposta ao ataque de microlepiddpteros em
individuos adultos de C. langsdorffii.

Apesar da importancia ecoldgica e econdmica desta espécie e dos indicios de que
fatores bidticos e abidticos podem influenciar a produgao do exsudato, faltam estudos sobre a
biologia do desenvolvimento do sistema secretor de C. langsdorffii em condicdes

experimentais.

Influéncia de fatores exégenos nos espacos secretores em diferentes grupos vegetais

A presenca de estruturas secretoras no corpo vegetal, independentemente da
ocorréncia de injurias, representa um mecanismo de defesa constitutivo (Fahn, 1988),
considerado um dos mais importantes mecanismos de defesa contra a herbivoria
(Langenheim, 2003). J4 as estruturas formadas em resposta a injurias ou diferentes tipos de
estresses sofridos pela planta constituem um mecanismo de defesa induzido (Fahn, 1988;

Langenheim, 2003). Embora exista uma predisposi¢do genética para respostas a fatores
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exogenos, as condi¢des ambientais podem influenciar significativamente na formacdo das
estruturas secretoras em cada espécie (Rosner & Hanrup, 2004; Moreira et al., 2008).

A influéncia de fatores exdgenos na formacdo de canais e cavidades de diferentes
espécies vegetais tem sido descrita por diversos autores (Langenheim et al., 1978; Russin et
al., 1988; Langenheim, 2003; Eyles et al., 2004; Rosner & Hannrup, 2004; Moreira et al.,
2008). Pesquisas demonstraram que a intensidade luminosa, temperatura, disponibilidade
hidrica e de nutrientes, diferencas de altitude, idade da planta, ataque de herbivoros e
patégenos, ferimentos artificiais, dentre outros, podem influenciar a distribui¢do e densidade
dos espacos secretores, além de induzir mudancas quantitativas e qualitativas na secrecao
produzida por eles (Greenwood & Morey, 1979; Nair et al., 1980,1985; Fahn, 1988;
Gedalovich & Fahn, 1985; Alfaro, 1995; Tomlin et al., 1998; Lin et al., 2001; Sheue et al.,
2003; Hudgins et al., 2003,2004; Eyles et al., 2004; Rosner & Hannput 2004; Diinisch &
Bass, 2006; Luis et al., 2007; Moreira et al., 2008). Entretanto, a maior parte dos estudos €
dedicada a espécies de gimnospermas, sendo raros os estudos envolvendo espécies de
angiospermas.

Nesse sentido, pesquisas mostraram que a temperatura mais elevada no verdo no
hemisfério norte induz a formacao de maior nimero de canais de resina nos tecidos vasculares
secundarios de gimnospermas (Blanche et al., 1992; Larson, 1994; Wimmer & Grabner, 1997;
Rigling et al., 2003). Em seu estudo sobre a influéncia de fatores climéaticos na formagao de
canais de resina no xilema secundario em populagdes de Picea abies da Alemanha, Wimmer
& Grabner (1997) observaram maior densidade de estruturas secretoras nas porgdes
xilemadticas formadas durante o verdo quente e seco. Os autores ressaltam que a densidade de
canais de resina apresentou uma correlagdo positiva com a temperatura acima do normal
observada nos meses de junho a agosto e que a precipitacdo acima do normal nos meses de
maio a julho influenciou de forma negativa a densidade destas estruturas secretoras. Os
pesquisadores sugerem ainda que a formagdo dos canais de resina nesta espécie pode ser
modelada por uma combinacdo de diversas varidveis climaticas.

Rigling et al. (2003) investigaram a influéncia da temperatura e da disponibilidade
hidrica no sistema secretor de Pinus sylvestris em populacdes naturais encontradas nos Alpes
Suicos. Foi observada correlacdo positiva entre temperatura mais elevada e densidade de

canais secretores e correlacdo negativa entre precipitacao e densidade de canais de resina. Os
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cientistas atribuiram os resultados ao estresse provocado pela baixa disponibilidade hidrica e
alta temperatura dos verdes mais quentes.

Lin et al. (2001) estudaram a variacdo do nimero de canais de resina nas folhas
aciculares de Pinus sylvestris de acordo com a posi¢do destas na copa da arvore. Os autores
relataram que folhas localizadas em posi¢cdo mais elevada e/ou mais periférica na copa
apresentavam maior densidade de canais secretores do que aquelas localizadas em posi¢cao
mais basal e/ou mais interna, e atribuiram essas varia¢cdes ao microambiente diferencial na
copa, especialmente temperatura e radiacdo incidente, o que pode influenciar na
disponibilidade de metabdlitos necessérios para a formacgdo dos canais de resina.

Estudos experimentais confirmaram a influéncia da temperatura e da luminosidade na
formacdo de canais secretores de resina em espécies de Pinus. A producdo de maior nimero
de canais de resina no lenho de plantas jovens de Pinus halepensis mantidas em condi¢des de
temperatura mais elevada foi atribuida a maior e mais continua atividade cambial no caule sob
essas condi¢des (Zamski, 1972). Da mesma forma, Johnson et al. (1997) demonstraram que
ramos de Pinus ponderosa que receberam um envoltdrio protetor capaz de reduzir em 60% a
radiacdo solar incidente sobre as folhas, apresentaram nimero significativamente menor de
canais secretores de resina que aquelas mantidas a pleno sol. Em seu experimento
combinando o efeito da elevada concentracio de CO? e diferentes temperaturas na densidade
de canais de resina no xilema secundéario de Pinus sylvestris, Kilpeldinen et al. (2007)
mostraram que tais fatores exercem influéncias contrarias no sistema secretor desta espécie.
Os autores observaram maior densidade de canais de resina em condi¢Oes de temperaturas
mais elevadas e a diminuicdo na densidade desses canais sob elevada concentracio de CO”.
Os pesquisadores associam a formagdo de maior nimero de canais a situagdo de estresse
ocasionado pela alta temperatura.

Ultraestruturalmente, Fahn & Benayoun (1976) observaram que em raizes de plantulas
de Pinus halepensis mantidas no escuro, houve um maior acimulo de material osmiofilico nas
células epiteliais dos canais secretores de resina. Esses autores observaram ainda que em
condi¢Oes de temperatura mais elevada, as células epiteliais mostraram maior densidade do
citoplasma, reticulo endoplasmdtico mais desenvolvido e maior acimulo de material
osmiofilico, indicando maior produgdo de resina nessas condicoes.

De forma geral, os trabalhos retratam que a maior producdo de canais de resina em

determinadas condi¢des pode ser resultante do estresse provocado por determinados fatores
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exogenos que desencadeiam a maior produgdo de reguladores vegetais associados ao estresse
(Fahn & Zmski, 1970; Gedalovich & Fahn, 1985; Yamamoto & Kozlowski, 1987; Rigling et
al., 2003; Kilpeldinen et al., 2007). Segundo Fahn (1988), o etileno € um dos reguladores
vegetais que podem estimular a formagdo de canais secretores. Da mesma forma, a acdo do
metil jasmonato mediada pelo etileno parece induzir o aumento da densidade e do tamanho de
canais traumaticos de resina em coniferas formados em resposta ao ataques de herbivoros e
patégenos por ativar genes relacionados com a defesa (Zulak & Bholmann, 2010).

No que se refere a influéncia de fatores ambientais no sistema secretor de espécies de
angiospermas, os trabalhos sao bastante escassos, ndo tendo sido encontrados estudos sobre a
influéncia da luz ou temperatura em canais e/ou cavidades em espécies de angiospermas.
Nesse sentido, os trabalhos disponiveis em literatura sobre a influéncia de fatores exdgenos
em canais e cavidades de angiospermas referem-se ao efeito da herbivoria e da injuiria
mecanica.

Diinisch & Bass (2006) observaram que a herbivoria também induziu a formagao de
canais no xilema secunddrio de dez espécies de Meliaceae; canais secretores estavam
presentes em todas as espécies analisadas, sendo que faixas continuas de canais traumédticos
eram formadas no xilema secunddrio de arvores cujos meristemas primdrios apresentaram
injurias. Segundo Eyles et al. (2004), além de promover alteragdes estruturais no sistema
secretor de diferentes espécies, ferimentos artificiais também podem ocasionar variagdes
qualitativas e quantitativas da secrecao produzida por Eucalyptus globosus. Dois anos apds a
poda de ramos laterais, Eyles et al. (2004) observaram que o floema formado na regido de
cicatrizacao apresentou maior densidade de cavidades secretoras de 6leo do que o floema de
regides caulinares saudaveis; além disso, a quantidade total de secrecdo foi quatro vezes
maior no floema associado ao ferimento, tendo sido observadas variagdes na composicao da
secrecdo produzida. Assim, sugere-se que a formacdo de um sistema secretor induzido em
resposta a ataques de herbivoros ou ferimentos artificiais de tecidos resulta na sintese de
compostos secunddrios deterrentes, contribuindo para a reducdo do desempenho ou da
preferéncia de herbivoros e patégenos pela planta (Alfaro, 1995; Tomlin et al., 1998; Solla et
al., 2006; Moreira et al., 2008).

Como ja mencionado, com base na literatura, pode-se observar que a maior parte dos
estudos sobre as influéncias de fatores ambientais bidticos e abidticos no sistema secretor de

plantas € dedicada a espécies de gimnospermas, sendo raras as pesquisas com espécies de
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angiospermas. Com relagdo as leguminosas, as informagdes disponiveis sdo ainda mais
escassas e referem-se a variagdes na quantidade e na composicdo da secrecao produzida, com
nenhuma referéncia aos aspectos morfoldgicos e celulares das estruturas que as produzem
(Janzen, 1975; Crankshaw & Langenheim, 1981; Langenheim, 1973, 2003; Langenheim et
al., 1978, 1986; Langenheim & Stubblebine, 1983), como se segue abaixo.

Langenheim et al. (1978) estudaram a variagdo na composi¢do da resina entre
diferentes tecidos, 6rgaos e populacdes de Hymenaea courbaril e H. verrucosa. A variagao na
composi¢do de sesquiterpenos foi analisada na lamina foliar, peciolo e caule primario.
Segundo os autores, a resina produzida no peciolo e no caule apresentou composi¢do similar,
diferindo significativamente daquela produzida na lamina foliar. Os constituintes que ocorrem
em maior propor¢ao na resina sao aqueles que apresentam maior variacao entre os tecidos,
entretanto, todos os constituintes da resina variaram significativamente entre as diferentes
populacdes de mesmas espécies. A variacdo na composicdo da resina entre os diferentes
tecidos e diferentes populacdes € atribuida a pressdo seletiva exercida por herbivoros e
patégenos. Segundo os autores, a maior abundancia de espécies produtoras de resina
encontra-se em regides tropicais, o que provavelmente estd relacionada as maiores
diversidade e abundancia de herbivoros e patdgenos nessas regioes.

Em 1983, num estudo sobre a composi¢do quimica da resina produzida na folha de
individuos de diferentes espécies de Hymenaea, Langenheim and Stubblebine confirmaram
que tipos quimicos bem distintos ocorrem na Floresta Alta Amazobnica, mas que nio sdo
comuns em outros habitats. Auséncia de variacdo na composi¢do da secrecdo foi constatada
entre individuos adultos e plantas jovens de H. courbaril var. subsessilis e entre plantulas de
H. courbaril var. stilbocarpa.

Feibert & Langenheim (1988) mostraram que a producao de resina difere nas folhas de
plantulas e plantas jovens desta espécie em relacdo a luminosidade. Plantulas mantidas em
plena luz apresentaram maior produgdo de resina em relacdo aquelas mantidas na sombra. Da
mesma forma, Langenheim et al. (1986) associaram mudancas no desenvolvimento das folhas
e na producdo de compostos secundarios ao ataque de microlepidépteros em individuos
adultos de C. langsdorffii.

Estudos também relatam a influéncia de fatores exdgenos na quantidade de secrecao
produzida por espécies do género Copaifera. Alencar (1982) observou em C. multijuga maior

producdo de exsudato durante a estagdo chuvosa; contrariamente, Oliveira et al. (2006)
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relatam maior producdo de exsudato em C. reticulata durante a estacdo seca. Pesquisas
indicam ainda que o tipo de solo pode influenciar na quantidade da secre¢do produzida por
espécies de Copaifera. Assim, C. multijuga produz maior quantidade de oleorresina quando
vegetando em terra firme, enquanto que C. guyanensis produz maiores volumes de oleorresina
em solo de véarzea (Newton et al., 2011). Medeiros & Viera (2008) registraram que a maior
producdo do oleorresina em C. multijuga na Reserva Adolpho Duck em Manaus estd
relacionada a fatores bidticos, tais como infestacdo por cupim. Contudo, ainda ndo estdo
claros quais sdo os fatores envolvidos na regulacio da produgdo da secrec@o e seu mecanismo
de acgdo.

Relatos sobre a influéncia de fatores exdgenos nos aspectos anatdmicos e celulares de

canais e cavidades secretores de C. langsdorffii ndo foram encontrados.
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CAPITULO I

Conforme estabelecido pelo programa de Pés-graduacao em Ciéncias Biologicas
(Botanica), expresso na portaria n° 01/2010-SPG/IBB/UNESP, o capitulo apresentado a
seguir foi redigido na forma de um artigo cientifico. Para tal, foram seguidas as normas

de formatacao do periddico cientifico Environmental and Experimental Botany.

Environmental and Experimental Botany

http://www.elsevier.com/journals/environmental-and-experimental-botany/0098-8472/guide-for-author:
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Influéncia da luz e temperatura em cavidades e canais secretores em plantulas de
Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae-Caesalpinioideae): estudo anatomico e

ultraestrutural

RESUMO - Espacos secretores estdo distribuidos por todo o eixo vegetativo de Copaifera
langsdorffii. Sao constituidos por epitélio secretor unisseriado e limen amplo e, devido a
secrecdo produzida, representam um mecanismo de defesa constitutivo contra herbivoros e
patdgenos. Nas plantulas desta espécie, cavidades secretoras de 6leo ocorrem no mesofilo dos
eofilos e no cortex do epicétilo e hipocétilo, enquanto que canais secretores de oleorresina
estdo presentes na medula do epicétilo e hipocétilo. Evidéncias sugerem que fatores exdgenos
podem influenciar na produgao da secrecao nessa espécie; entretanto, nada se conhece sobre a
influéncia desses fatores no desenvolvimento de canais e cavidades. Este trabalho teve como
objetivo investigar a influéncia da luz e da temperatura na densidade e na drea do limen de
cavidades e canais secretores em plantulas de C. langsdorffii, além de estudar a influéncia da
temperatura na ultraestrutura das células epiteliais. Plantulas foram mantidas em camara
climatica sob 2500lux, 1250lux e 250lux e 15°C, 25°C e 35°C. Para analises anatOmicas
quantitativas, amostras do epicétilo e eofilos foram processadas segundo técnicas usuais em
anatomia vegetal. Para andlises ultraestruturais, amostras de eofilos foram preparadas de
acordo com técnicas convencionais de microscopia eletronica de transmissdo. Plantulas
mantidas sob 25°C/1250lux mostraram maior densidade de cavidades nos eofilos e no
epicétilo, enquanto aquelas mantidas sob 25°C/2500lux apresentaram maior densidade de
canais secretores. Essa resposta diferencial de cavidades e canais a luz pode estar relacionada
a origem meristemdtica distinta dessas estruturas. Quanto a drea do Iimen, cavidades e canais
respondem de formas varidveis as condi¢des de luz e temperatura. Ultraestruturalmente, as
células epiteliais de plantulas mantidas sob 25°C mostraram sinais de intensa atividade
secretora. Alteragdes estruturais em mitocondrias, plastidios e reticulo endoplasmatico foram
observadas em células de plantulas mantidas a 15°C e 35°C. Em plantulas mantidas sob 35°C,
as células epiteliais mostraram intensos sinais de lise, indicando prejuizos a atividade
secretora.

Palavras-chave: densidade, espacos secretores, eofilos, epicétilo, luz, temperatura,

ultraestrutura celular
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As plantas estdo adaptadas a se desenvolver dentro de uma faixa estreita de condi¢des
ambientais (Pareek et al., 1997), sendo que cada espécie vegetal pode apresentar diferentes
graus de sensibilidade em resposta a fatores ambientais (Sam et al., 2001). Pesquisas
demonstram que fatores externos podem exercer efeitos vantajosos ou desvantajosos sobre o
crescimento da planta, influenciando nas divisdes e no metabolismo celular, no crescimento
da planta, na fotossintese e causando alteracdes na morfologia da planta e na ultraestrutura
celular (Ciamporova & Mistrik, 1993; Taiz & Zeiger, 2009; Ishikawa, 1996).

Estudos demonstram que além de induzir mudancas qualitativas e quantitativas na
secrecdo produzida, fatores ambientais bidticos e abidticos podem influenciar na formacao,
distribuicdo e nos aspectos morfolégicos das estruturas secretoras (Russin et al.,, 1988;
Langenheim, 2003; Eyles et al., 2004; Rosner & Hanrup, 2004; Moreira et al., 2008). Nesse
sentido, pesquisas com diversas espécies vegetais tém relacionado mudancas na distribuicao e
na densidade de espacos secretores com fatores ambientais, sendo a grande maioria das
pesquisas dedicada a espécies de gimnospermas (Zamski, 1972; Greenwood & Morey, 1979;
Gedalovich & Fahn, 1985; Wimmer & Grabner, 1997; Lin et al., 2001; Grabner & Wimmer,
2006). Dentre os fatores abidticos, luz e temperatura estdo entre os principais que podem
causar alteracdes no desenvolvimento do sistema secretor em plantas. Lin et al. (2001)
demonstraram que aciculas de Pinus sylvestris localizadas na periferia da copa apresentavam
maior densidade de canais de resina. Da mesma forma, estudos envolvendo a formacgdo de
canais de resina no xilema secunddrio de gimnospermas demonstram a influéncia positiva da
temperatura mais elevada (Blanche et al., 1992; Wimmer & Grabner, 1997, 2000) ou maiores
intensidades luminosas (Martin et al., 2010) na formacdo dessas estruturas.

Estudos ultraestruturais t€ém enfatizado a influéncia da temperatura na ultraestrutura de
células secretoras, especialmente de gimnospermas. Nesse contexto, Fahn & Benayoun (1976)
observaram maior densidade do citoplasma e reticulo endoplasmético menos desenvolvido
nas células epiteliais de canais de resina em plantulas de Pinus halepensis mantidas sob
baixas temperaturas. Entretanto, para espécies de angiospermas, estudos sobre a influéncia da
luz e temperatura no desenvolvimento de canais e/ou cavidades secretoras nao foram
encontrados.

Copaifera langsdorffii ¢ uma espécie neotropical de Leguminosae arbdrea que

apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde a regido norte até o sudeste do
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Brasil (Carvalho, 2003) em varios ecossistemas florestais e savanicos (Correa, 1984; Lorenz,
1998; Castro, 1999). E uma espécie helidfita tolerante a sombra (Salgado et al., 2001) e
segundo Ronquim et al. (2009), seu sucesso na coloniza¢do de ambientes diversificados se
deve ao fato de que suas plantulas apresentam mecanismos fisiol6gicos que permitem a sua
sobrevivéncia em contrastantes condi¢des ambientais.

No Brasil, C. langsdorffii € conhecida como copaiba, pau-d’6leo ou arvore-diesel
devido a producdo do Oleo-de-copaiba, que é amplamente utilizado pelas industrias de
farmacos, cosméticos e biodiesel e na medicina popular (Correia, 1984; Lorenzi, 1998; Veiga
& Pinto, 2002; Langenheim, 2003; Plowden, 2003). Nessa espécie, os canais e cavidades
secretores do O6leo-de-copaiba, genericamente denominados espagos secretores, Sao
constituidos por epitélio secretor unisseriado e Ilimen amplo e estdo distribuidos por todo o
eixo vegetativo da planta, estando presentes desde a fase de plantula até planta adulta
(Rodrigues et al., 2011a). Nas plantulas de C. langsdorffii, cavidades e canais secretores
apresentam distribui¢do diferencial. Segundo Rodrigues et al. (2011a), cavidades secretoras
de Oleos essenciais ocorrem no mesofilo dos eofilos e na regido cortical do epicétilo e
hipocétilo, enquanto que canais secretores de oleorresina, uma mistura de terpenos voléteis e
nao-volateis, estdo presentes na medula do epicétilo e hipocétilo.

Nessa espécie, a presenga de canais e cavidades secretores de terpenos representa um
mecanismo de defesa constitutivo contra herbivoros e patégenos, que se forma independente
da influéncia de fatores exdgenos (Langenheim, 2003). Entretanto, Feibert & Langenheim
(1988) mostraram que a intensidade luminosa pode influenciar na producdo de resina em
plantulas e plantas jovens desta espécie, sendo que plantulas mantidas em pleno sol
apresentam maior producio de resina em relagdo aquelas mantidas na sombra.

Este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia da luz e da temperatura na
densidade e na 4rea do limen de cavidades e canais secretores em plantulas de Copaifera
langsdorffii, além de investigar as respostas ultraestruturais das células epiteliais a diferentes

temperaturas.
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Material e Métodos

Coleta de material vegetal no campo

Para fins de obten¢do de plantulas, sementes aparentemente sauddveis foram coletadas
de individuos adultos de C. langsdorffii vegetando em remanescente de cerrado localizado na
Reserva Particular de cerrado da Fazenda Palmeira da Serra, municipio de Pratania-SP
(522°48°50.2” e W 48°44°35.8”), apds a deiscéncia espontanea dos frutos do tipo foliculo.

Ramos férteis foram coletados e exsicatas depositadas no Herbdrio “Irina Delanova de
Gemtchujnicov” (BOTU), Instituto de Biociéncias de Botucatu-UNESP sob o nimero de

registro 28515.

Germinagdo de sementes e obtengdo de plantulas em laboratorio

As sementes coletadas foram lavadas em édlcool 70% por 1 minuto e com hipoclorito
de sodio 2% durante 20 minutos. Em seguida, foram lavadas em dgua destilada e colocadas
em caixas acrilicas do tipo gerbox entre folhas de papel filtro umedecidas com dgua destilada
e mantidas em camara de germinagdo a 25°C sob iluminagdo fluorescente branca (lampadas

Phillips, tipo luz do dia), com fotoperiodo de 12 horas, conforme Rodrigues et al. (2011a).

Experimentos com plantulas

Apo6s o eixo hipocétilo-raiz atingir cerca de 3 cm de comprimento, as plantulas foram
transferidas para tubetes contendo vermiculita e mantidas em mini-camara climatica Tecnal
(TE 4001-E) sob luz branca (l1ampadas Phillips, tipo luz do dia), fotoperiodo de 12 horas,
umidade relativa do ar 35% e diferentes condi¢des de luz e temperatura, conforme descrito na
tabela 1. Para cada tratamento, foram selecionadas 10 plantulas (n=10).

O desenvolvimento das plantulas foi acompanhado diariamente. Amostras da regido
mediana do epicétilo e da regido mediana dos foliolos proximais do primeiro par de eofilos
foram coletadas quando estes atingiram cerca de 3 cm de comprimento e 1,5 cm de largura.

Deve-se salientar que neste trabalho, o termo plantula se refere a fase de
desenvolvimento vegetal que abrange desde a emergéncia da raiz primdria até a completa

expansao do primeiro par de eofilos (Oliveira, 2001).
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Tabela 1. Diferentes tratamentos aplicados as plantulas de Copaifera langsdorffii.

Tratamentos Temperatura Luminosidade
Tratamento 1 15°C 2500 lux = 100% de luz
Tratamento 2 15°C 1250 lux = 50% de luz
Tratamento 3 15°C 250 lux = 10% de luz
Tratamento 4 25°C 2500 lux = 100% de luz
Tratamento 5 25°C 1250 lux = 50% de luz
Tratamento 6 25°C 250 lux = 10% de luz
Tratamento 7 35°C 2500 lux = 100% de luz
Tratamento 8 35°C 1250 lux = 50% de luz
Tratamento 9 35°C 250 lux = 10% de luz

Microscopia de luz

Amostras de eofilos e epicétilo coletadas de plantulas mantidas sob cada uma das nove
condicdes experimentais foram fixadas em FAA 50 (Johansen, 1940), desidratadas em série
etilica e embebidas em resina metacrilato (Gerrits, 1991). O material foi seccionado em
micrétomo rotativo semiautomadtico e os cortes (6 um de espessura) corados com Azul de
Toluidina 0,05% pH 4,7 (O’Brien et al., 1964). Laminas permanentes foram montadas com
laminulas utilizando-se resina sintética Entelan® como meio de montagem. O lamindrio foi
analisado ao fotomicroscopio Olympus® e os resultados documentados através do sistema de

camera digital acoplado.

Andlises quantitativas

A densidade e a drea do limen de canais e cavidades secretores foram mensuradas em
uma 4rea de 1lmm? em cortes transversais do limbo foliolar de eofilos e do epicotilo. Tais
medicdes foram realizadas com o auxilio do Programa Cell® Olympus-Imaging Software for

Life Science Microscopy.

Andlises estatisticas

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e
de comparagdo entre médias (teste de Tukey) ao nivel de 5% de probabilidade num arranjo
fatorial 3x3 com dez repeticdes. A normalidade e a homogeneidade dos dados foram
analisadas e, quando necessario, foram realizadas transformacdes por log (10) ou raiz

quadrada.
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Microscopia eletronica de transmissdo

Para estudos ultraestruturais foram utilizadas amostras de eofilos de plantulas
mantidas sob 15°C, 25°C e 35°C e 1250 lux (tratamentos 2, 5 ¢ 8). As amostras foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,IM, pH 7,3 por 24 horas, pds-fixadas em
tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampdo por lhora, desidratadas em série cetOnica e
embebidas em Araldite (Machado e Rodrigues, 2004). As secc¢des ultrafinas foram
contrastadas com acetato de uranila (Watson, 1958) e citrato de chumbo (Reynolds, 1963), e

examinadas ao microscépio eletronico de transmissao Fei Tecnai, 80 kV.

Resultados

Densidade e drea do lumen de cavidades secretoras nos eofilos

Em todas as condi¢cdes experimentais empregadas, foram observadas cavidades
secretoras constituidas por epitélio unisseriado e limen amplo no mesofilo dos eofilos de C.
langsdorffii (Figura 1A). Entretanto, a densidade de cavidades secretoras e a drea do limen
variaram entre os diferentes tratamentos.

Observou-se influéncia significativa (P<0,001) dos fatores luz e temperatura na
densidade das cavidades secretoras nos eofilos, embora a interacdo entre esses fatores nao
tenha produzido resultados significativos (P>0,05; Tabela 2). Os eofilos de plantulas
mantidas a 25°C mostraram valores significativamente maiores quanto a densidade de
cavidades secretoras em comparagdo com plantulas mantidas sob 15°C e 35°C, em todas as
condi¢des de luminosidade empregadas. Independentemente da condi¢do térmica, plantulas
mantidas sob 50% de intensidade luminosa mostraram maior densidade de cavidades
secretoras (Tabela 2).

Com relagdo a darea do limen das cavidades secretoras dos eofilos, foi observado que
este parametro foi influenciado de forma significativa (P<0,001) pelo fator luminosidade e
pela interacdo entre os fatores luminosidade e temperatura (P<0,05). As andlises mostraram
que o fator temperatura ndo produziu efeito significativo (P>0,05) na area do limen das
cavidades secretoras de plantulas de C. langsdorffii (Tabela 2). Cavidades secretoras com
Iimen mais amplo foram observadas nos eofilos de plantulas mantidas a 35°C sob 100% de

luminosidade (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados médios + desvio padrido da densidade e drea do limen de cavidades secretoras nos eofilos de plantulas de Copaifera
langsdorffii (n=10) mantidas sob diferentes condicdes de luz e temperatura e resultado da anélise de varidncia (ANOVA) ao nivel de 5%

de probabilidade.

Tratamento Densidade (1 mm?) Area do lumen (pm?)

Luminosidade Luminosidade

Temperatura 100% 50% 10% Média 100% 50% 10% Média
15°C 2,60+0,97 3,10+ 1,20 2,10+0,88 2,60 b 2795,32 +1229,77 Aab 2109,97 + 514,33 Aa 2719,50 + 783,44 Aa 2541,60
25°C 4,10+0,74 5,70+0,67 3,70+0,95 4,50a 2425,47 + 476,18 Ab 2703,31£954,15Aa  1951,44 + 420,84 Aab 2360,10
35°C 2,50+0,70 3,30+0,95 2,70+0,67 2,83b 3632,66 + 921,98 Aa 2160,98 + 1030,22 Ba 1604,47 + 785,27 Bb 2466,00
Média 3,06 B 4,03 A 2,83B 2951,20 2324,80 2091,80

(ANOVA)

FT 35,23 ** 0,32 ns

FL 12,16 ** 8,19 **

FT+FL 1,25 ns 5,98 *

Médias seguidas por letras iguais, mindsculas na linha e maitisculas na coluna, ndao diferem pelo teste de Tukey em 5% de
probabilidade. ** significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade (P < 0,001); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (P <
0,05); ns: ndo significativo (P > = 0,05). FT: Fator Temperatura; FL: Fator Luminosidade.
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Densidade e drea do liimen de cavidades e canais secretores no epicotilo

Cavidades e canais secretores foram observados respectivamente no cortex
(Figuras 1B, C) e na medula (Figuras 1B, D) do epicétilo de plantulas de C.
langsdorffii, em todos os tratamentos empregados. Entretanto, diferencas significativas
para a densidade e a drea do lumen de cavidades e canais secretores foram encontradas
(Tabela 3).

A influéncia da temperatura (P<0,05), luminosidade (P<0,001) e interagao entre
esses fatores (P<0,001) na densidade de cavidades secretoras no cortex do epicétilo foi
significativa. Os resultados obtidos para plantulas mantidas a 25°C e 50% de luz
diferiram daqueles observados para os demais tratamentos, mostrando-se
significativamente maiores (Tabela 3). Da mesma, os fatores luminosidade (P<0,05),
temperatura (P<0,001) e a interacdo entre eles (P<0,001) exerceram influéncia
significativa na drea do limen das cavidades secretoras no epicétilo (Tabela 3). Os
maiores valores foram observados em plantulas submetidas aos tratamentos de 25°C sob
10% de luz e de 15°C a 100% de luz; entretanto, para o limen de cavidades mantidas a
100% os valores observados ndo diferiram entre plantulas mantidas a 15°C e 35°C
(Tabela 3).

Na regidao medular do epicétilo, a temperatura (P<0,05), a luminosidade
(P<0,001) e a interacdo entre esses fatores (P<0,001) influenciaram na densidade dos
canais secretores de forma significativa (Tabela 4). Maior densidade de canais
secretores foi observada na medula do epicétilo de plantulas a 25°C a 100% de luz
(Tabela 4). A influéncia desses fatores e a interacao entre eles também foi significativa
(P<0,001) no que se refere a area do limen dos canais medulares. Canais secretores
com lumen mais amplo foram observados em plantulas mantidas a 15°C sob 100% e

50% de luz (Tabela 4).
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Tabela 3. Dados médios + desvio padriao da densidade e area do limen de cavidades secretoras no cértex do epicétilo de plantulas de
Copaifera langsdorffii (n=10) mantidas sob diferentes condi¢des de luz e temperatura e resultado da andlise de varidncia (ANOVA) ao
nivel de 5% de probabilidade.

Tratamento Densidade (1 mmz) Area do limen (umz)
Luminosidade Luminosidade

Temperatura 100% 50% 10% Média 100% 50% 10% Média
15°C 540+1,58Aa 5,90+1,73Ab 6,60+ 1,50 Aa 5,97 ‘ 817,37 +£39,98 Aa  509,6+85,54Bab 484,94+92,31Bb  2541,60
25°C 490+099Ba 8,50+1,78Aa 550+1,27Bab 6,30 ‘ 575,71+49,39Bb  628,6+74,75Ba  898,23+19,24Aa  2360,10
35°C 440+1,19Ba 6,60+2,01Ab  4,20+1,47 Bb 523 | 636,17+83,50Aab  366,2+89,13Bb 355,84 +38,23Bb  2466,00
Média 5,07 7,00 4,20 2951,2 2324,80 2091,80

FT 4,09 * 11,11 **

FL 12,37 ** 5,46 *

FT+FL 4,91 ** 7,87 **

Médias seguidas por letras iguais, mindsculas na linha e maitisculas na coluna, ndao diferem pelo teste de Tukey em 5% de
probabilidade. ** significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade (P < 0,001); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (P <
0,05); ns: ndo significativo (P > = 0,05). FT: Fator Temperatura; FL: Fator Luminosidade.
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Tabela 4. Dados médios + desvio padrdo da densidade e drea do liimen de canais secretores na medula do epicétilo de plantulas de Copaifera
langsdorffii (n=10) mantidas sob diferentes condi¢des de luz e temperatura e resultado da andlise de varidncia (ANOVA) ao nivel de 5% de

probabilidade.
Tratamento Densidade (1mm?) Area do lumen (pm?)
Luminosidade Luminosidade
Temperatura L Ly
100% 50% 10% Média 100% 50% 10% Média
15°C 3,90+1,10Aab 2,50+ 1,58 Bb 3,40 + 0,96 ABa 3,26 | 1776,75+491,49 Aa  2158,60+1176,57 Aa  1100,42+427,64Ba  1678,70
25°C 580+1,39Aa  3,40+0,84Ba 2,50 + 1,08 Bab 3,90 | 1094,63+266,62 Ab  532,06+177,72Bc  1228,68+176,37Aa 951,80
35°C 2,90+ 0,99 ABb 3,50 + 1,43 Aab 2,10+ 1,28 Bb 2,83 | 1280,6 +459,30 Aab 941,31+ 333,83 Ab 599,20 + 211,24 Bb 940,40
- 4,20 3,13 2,66 1384,00 1210,70 976,20
Média
FT 4,22 * 21,92%*
FL 10,02 ** 8,81 **
FT+FL 5,69 ** 12,44 **

Meédias seguidas por letras iguais, mintsculas na linha e maidsculas na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey em 5 % de probabilidade.
**significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade (P < 0,001); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05); ns: ndo

significativo (P > = 0,05). FT: Fator Temperatura; FL: Fator Luminosidade.
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Ultraestrutura das células epiteliais das cavidades secretoras nos eofilos

As células epiteliais das cavidades secretoras dos eofilos de plantulas mantidas a 25°C
caracterizam-se pelo formato piramidal e por apresentar paredes delgadas com plasmodesmos
amplos (Figuras 2A, B), citoplasma abundante e elétron-denso, vacuiolos pequenos com
inclusdes lipidicas ou osmiofilicas e nudcleo volumoso com regides de condensacdo de
cromatina dispersas no nucleoplasma (Figura 2A). No citoplasma dessas células ocorrem
poliribossomos, mitocondrias (Figura 2B), numerosos plastidios polimérficos destituidos de
tilacoides (Figura 2C), dictiossomos (Figura 2D), reticulo endoplasmaético liso com cisternas
alongadas (Figura 2B, E) e reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 2F). Os plastidios
apresentam matriz homogénea finamente granular (Figura 2B) podendo apresentar inclusdes
lipidicas (Figura 2C). Merece destaque a presenga de reticulo periplastidial (Figuras 2B, C).
Vesiculas (Figura 2E) e corpos multivesiculares (Figura 2F) foram observadas no citoplasma.
Gotas de 6leo volumosas foram observadas dispersas no citoplasma (Figuras 2E, G) e no
interior de vactolos (Figura 2G). A parede periclinal externa dessas células apresenta aspecto
fibrilar mostrando a descamacao liberacao de material para o limen (Figuras 2E, F).

Em plantulas mantidas a 15°C, as células epiteliais mantiveram suas caracteristicas de
atividade secretora, como citoplasma denso e abundante rico em organelas (Figuras 3A-E),
nucleo volumoso (Figuras 3A, C, E) com nucléolo evidente e regides esparsas de condensacao
da cromatina (Figura 3A). A membrana plasmatica mostrou-se sinuosa (Figuras 3C-D).
Vacuolos de diversos tamanhos contendo inclusdes membranosas (Figura 3A) ou elétron-
densas (Figura 3B) foram encontrados. As mitocOndrias mostraram-se arredondadas ou
discretamente elipticas e com cristas moderadamente dilatadas, além de apresentarem
inclusdes osmiofilicas (Figuras 3 B-E). Sinais de lise representados por dreas elétron-lucentes
na matriz foram observados em algumas mitocondrias (Figuras 3D-E). Os plastidios com
formato arredondado e destituidos de tilacéides mostraram estroma elétron-denso, além de
apresentarem acumulo de inclusdes osmiofilicos (Figuras 3B, C, E). Por¢des de reticulo
endoplasmatico liso foram observadas no formato de cisternas alongadas (Figuras 3B, C, F)
ou formando al¢as que envolvem porg¢des de citoplasma (Figuras 3B-E). Foram encontradas
porcdes de reticulo endoplasmatico liso bem proximas a membrana plasmatica (Figura 3C),
além de porcdes em intima associagdo com os plastidios (Figuras 3C, E). Dictiossomos ativos
na producdo de vesiculas foram encontrados (Figura 3E). No citoplasma, foram observadas

numerosas vesiculas dispersas e corpos multivesiculares (Figuras 3C, E). Gotas de 6leo
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volumosas foram encontradas no interior de vaciolos (Figura 3F) e dispersas no citoplasma,
principalmente no p6lo distal da célula (Figuras 3A, F). Imagens sugerem que essas gotas
lipidicas podem atravessar a parede periclinal externa das células epiteliais e serem liberadas
para o lumen da cavidade secretora (Figura 3F).

As células epiteliais de plantulas mantidas a 35°C mostraram sinais de degradacdo
mais intensos em comparacdo com aquelas observadas em plantulas mantidas nas demais
condi¢cdes experimentais. Essas células apresentaram vacuoma desenvolvido e citoplasma
reduzido (Figuras 4A-B). A parede periclinal externa dessas células mostrou contorno sinuoso
(Figura 4B), enquanto que a parede periclinal interna apresentou-se mais espessa (Figuras 4C,
D) que nos demais tratamentos. A membrana plasmadtica apresentou-se sinuosa € 0 espaco
periplasmdtico proeminente em algumas regides da célula (Figuras 4C, D, J). O nicleo
mostrou-se reduzido, com nucléolo compacto e com regides esparsas de condensacdo da
cromatina (Figura 4B). Regides elétron-lucentes foram observadas no citoplasma dessas
células indicando sinais de lise (Figura 4D). Mitocondrias com diferentes formatos, desde
elipticas até bastante alongadas, com cristas dilatadas e matriz bastante elétron-densa foram
observadas (Figuras 4C-F); algumas mitocondrias mostraram sinais de lise da matriz (Figura
4D). Os plastidios, destituidos de tilacéides, mostraram-se elétron-densos (Figuras 4A, E, F) e
continham inclusoes lipidicas (Figura 4E). Plastidios com sinais de degradagao representados
por areas claras no estroma foram observados livres no citoplasma (Figuras 4E, F); plastidios
em degradacdo também foram observados no interior de vactolos (Figura 4G). Cisternas
alongadas de reticulo endoplasmatico liso (Figura 4E) e numerosas por¢des em forma de alcas
envolvendo dreas do citoplasma (Figuras 4C, E, H) foram observadas. Gotas de 6leo foram
encontradas dispersas no citoplasma (Figuras 4C, J) e no interior de vactolos (Figuras 41, K).
Actmulos osmiofilicos foram visualizados no citoplasma das células epiteliais. (Figuras 4F,
J). No interior dos vacuolos foram observadas estruturas membranosas (Figuras 4A, B),
corpos multivesiculares (Figuras 4B, H), além de grumos elétron-densos e material
filamentoso (Figura 4K). Pequenos grupos de material osmiofilico podem estar aderidos a
superficie interna do tonoplasto (Figura 4K). Em algumas células, observou-se a ruptura do
tonoplasto (Figura 4G). No lumen de algumas cavidades secretoras foi observado acimulo de
material filamentoso (Figura 41). A tabela 5 apresenta uma sintese dos principais resultados
obtidos para as células epiteliais de cavidades secretoras nos eofilos de plantulas de Copaifera

langsdorffii mantidas sob diferentes temperaturas.
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Tabela 5. Principais caracteristicas ultraestruturais das células epiteliais de cavidades secretoras nos eofilos de plantulas de Copaifera langsdorffii

mantidas sob diferentes temperaturas.

15°C

25°C

35°C

Citoplasma

Nucleo

Vacuoma

REL

Mitocondrias

Plastidios

Denso e abundante

Volumoso

Reduzido; inclusdes lipidicas,

membranosas e osmiofilicas

Alongado; em algas

Cristas moderadamente dilatadas;

inclusoes osmiofilicas; lise na matriz

Elétron-densos; inclusdes osmiofilicas

Denso e abundante

Volumoso

Reduzido; inclusdes lipidicas e

osmiofilicas

Alongado

Integras

Integros; inclusdes lipidicas

Reduzido; lise; acimulos osmiofilicos
Compacto

Desenvolvido; inclusdes lipidicas,
membranosas, grumos elétron-densos,
material filamentoso; adesdo de material
osmiofilico a superficie interna do

tonoplasto; ruptura do tonoplasto
Alongado; em algas

Cristas dilatadas e matriz bastante elétron-

densa; lise da matriz

Elétron-densos; inclusdes lipidicas; sinais

de degradacdo
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Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a luz e a temperatura influenciam
significativamente o desenvolvimento dos espagos secretores em plantulas de C. langsdorffii,
evidenciado pela variacdo na densidade e na drea do limen dos espagos secretores, € que
canais e cavidades nessas plantulas respondem de formas diferentes a esses fatores.

Espacos secretores se diferenciam precocemente durante a ontogenia de eofilos e
epicétilo de C. langsdorffii, (Rodrigues et al., 2011a) e, provavelmente, o desenvolvimento
dessas estruturas depende do suprimento de metabdlitos vindos dos cotilédones carnosos que
armazenam reservas nutritivas para o desenvolvimento da plintula e da
capacidade/metabolismo fotossintético dos eofilos (Hanley et al. 2004). Assim, fatores
exdgenos como luz e temperatura que podem influenciar os processos metabodlicos das plantas
e a disponibilidade de compostos de carbono, podem induzir alteragdes no desenvolvimento
do sistema secretor (Lin et al., 2001).

A andlise dos dados obtidos neste trabalho revelou que a temperatura de 25°C
influenciou de forma positiva a densidade de cavidades e canais secretores em C. langsdorffii.
Isso pode estar relacionado ao fato que esta espécie € nativa de regides tropicais da América
Latina (Veiga Jr & Pinto, 2002), onde a temperatura média anual fica em torno dos 25°C.
Sabe-se que as plantas estdo adaptadas a se desenvolver dentro de uma faixa estreita de
condi¢cdes ambientais (Pareek et al., 1997) e variacdes nessas condi¢des podem influenciar o
crescimento da planta (Taiz & Zeiger, 2009; Mooney et al., 1991; Went, 1953), sendo que
cada espécie vegetal pode apresentar diferentes graus de sensibilidade em resposta ao
ambiente (Sam et al., 2001). Assim, podemos sugerir que sob a temperatura de 25°C, os
processos metabdlicos de C. langsdorffii seriam favorecidos levando a maximizagdao do
funcionamento de enzimas, de taxas fotossintéticas e respiratorias, além da mobilizacdo de
compostos de carbono a partir dos cotilédones carnosos e de sua translocacao.

Lin et al. (2001), estudando canais de resina em aciculas de Pinus sylvestris,
sugeriram que esses sdo processos fisioldgicos importantes que culminam na maior
disponibilidade de compostos organicos, levando a formacdo de maior nimero de canais
secretores. Sob temperaturas mais elevadas, processos fisiolégicos vitais sdo prejudicados,
sendo a fotossintese inibida antes da respiracdo, o que causa diminui¢do nas reservas de
carboidratos nas plantas (Taiz & Zeiger, 2009). Da mesma forma, temperaturas mais baixas

levam a diminuic¢do da fotossintese e da respiracdo, a transloca¢do mais lenta de carboidratos
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e a inibi¢do de sintese protéica (Taiz & Zeiger, 2009). Assim, a manutencao de plantulas de
C. langsdorffii sob temperaturas mais elevadas (35°C) ou mais baixas (15°C) em relagdo a de
seu habitat natural (cerca de 25°C) pode ter afetado diferentes processos do metabolismo
vegetal, diminuindo a disponibilidade de compostos de carbono necessérios para a formacao
de canais e cavidades secretores. Para comprovar essa hipdtese, estudos fisioldgicos que
envolvam registros de taxas fotossintéticas, trocas gasosas e transloca¢do de compostos de
carbonos deverdo ser realizados.

Além da temperatura, a luz é um dos principais fatores exdgenos que afetam a
obtencdo de carbono e consequentemente o desenvolvimento e a estrutura dos sistemas
secretores Schoettle & Smith (1999). Segundo, Lin et al., (2001) variacdes na intensidade da
radiacdo incidente sobre as plantas podem alterar a capacidade das folhas de drenagem de
metabolitos, alterando a disponibilidade de macro e micro-nutrientes e, consequentemente, a
disponibilidade de metabodlitos de carbono. Nossos resultados mostraram que a maior
intensidade luminosa (100% de luz) influenciou positivamente a formacdo de canais
secretores na medula do epicétilo de C. langsdorffii, enquanto que a condicao de 50% de luz
favoreceu a formacdo de cavidades secretoras no cortex do epicétilo e no mesofilo dos
eofilos. Levando em consideragdo que cavidades secretoras do epicétilo e dos eofilos de C.
langsdorffii se originam a partir do meristema fundamental periférico no dpice caulinar e que
canais secretores medulares se originam a partir do meristema medular (ou meristema em
costela) (Rodrigues et al., 2011a), podemos sugerir que essa resposta diferencial de cavidades
e canais a luz esteja relacionada a sua origem distinta e a expressdo diferencial dos genes em
resposta a luminosidade nos diferentes meristemas. Esses resultados corroboram estudos que
demonstram que o efeito da luz pode diferir drasticamente entre diferentes 6rgdos de uma
mesma espécie ou até mesmo entre células vizinhas (von Arnim & Deng, 1996). Assim,
embora o mecanismo fundamental de resposta a luz seja similar nas diferentes espécies, tais
respostas sdo especificas e mediadas por mudangas no nivel de expressdo de determinados
genes (Li et al., 1993; Terzaghi & Cashmore, 1995; von Arnim & Deng, 1996).

A importancia de cavidades e canais secretores de terpenos constituindo um sistema de
defesa contra herbivoros e patégenos € bem conhecida em C. langsdorffii (Arrhenius &
Langenheim, 1983; Langenheim, 2003; Rodrigues et al., 2011a). Sugerimos que nessa
espécie, as cavidades secretoras de 6leo localizadas no mesofilo dos eofilos e no cortex do

epicétilo podem representar a primeira linha de defesa contra os ataques de herbivoros e
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patdgenos por serem localizadas mais externamente no corpo vegetal. Nossos resultados
mostraram maior densidade de cavidades secretoras em plantulas mantidas a 25°C ou 50% de
luz, o que parece ser um aspecto favordvel a protecdo de plantulas em &reas naturais
sombreadas. Plantulas de C. langsdorffii presentes em &dreas sombreadas demonstram ter
crescimento lento e longo periodo de sobrevivéncia na vegetacdo de sub-bosque (Leite &
Salomao, 1992; Ronquim et al., 2009), o que torna a habilidade de resisténcia a herbivoros e
patégenos crucial para a manutencdo dos individuos (Kitajima, 1994). Assim, a maior
densidade de cavidades secretoras de 6leo nessa condicdo poderia favorecer a protecdao dos
individuos contra ataque de herbivoros e patégenos. Sob pleno sol, os individuos jovens de C.
langsdorffii apresentam crescimento vegetativo mais rapido e maior taxa de fotossintese,
resultando em maiores valores de biomassa total, altura e area foliar (Ronquim et al., 2009).
Com isso, a maior abundancia de canais medulares secretores de oleorresina em plantulas de
C. langsdorffii mantidas em maiores intensidades luminosas sugere que nessa condi¢cao o
sistema defensivo interno seja mais efetivo. Esses dados corroboram as informacdes de
Feibert & Langenheim (1988) que encontraram maior producdo de resina em plantulas
mantidas em pleno sol em comparacdo com individuos localizados em dreas sombreadas.
Entretanto, estudos adicionais sobre o mecanismo de defesa desta espécie sdo necessarios para
confirmacao desta hipétese.

Os dados obtidos neste trabalho também mostraram variacdes na darea do limen dos
espacos secretores em plantulas de C. langsdorffii sob os diferentes tratamentos. Foi
observado que cavidades e canais secretores responderam de formas distintas e varidveis as
condicdes de luz e temperatura quanto a esse aspecto. De forma geral, o que se pode notar foi
uma tendéncia a maiores valores para drea do limen em canais e cavidades de plantulas
mantidas nas condi¢des mais extremas de luz e/ou de temperatura empregadas neste trabalho.
Limen mais amplo foi observado em cavidades secretoras nos eofilos de plantulas mantidas a
35°C e 100% de luz e no epicétilo de plantulas mantidas a 25°C e 10% de luz e 15°C e 35°C
sob 100% de luz; enquanto que canais com limen mais amplo foram observados no epicétilo
de plantulas mantidas a 15°C sob 100% e 50% de luz. Com base nesses dados, podemos
sugerir que uma provdvel condicao de estresse tenha sido desencadeada pelas condi¢cdes mais
extremas de luz e/ou temperatura sob as quais as plantulas foram mantidas. Sabe-se que o
estresse provocado por diferentes fatores, dentre eles luz e temperatura, pode induzir a

biossintese de etileno nas células vegetais (Taiz & Zeiger, 2009) que pode levar a producgdo de
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enzimas hidroliticas causando a degrada¢do da lamela média e da matriz celular (Osborne &
Sargent, 1976; Uheda & Nakamura, 2000), o que poderia explicar o aumento da drea do
limen de canais e cavidades secretoras de plantulas de C. langsdorffii em determinadas
condicoes.

Pesquisas sugerem uma relagcdo direta entre drea do limen de espagos secretores e
volume do exsudato acumulado (Chudnyi, 1974). Entretanto, estudos mais aprofundados sao
necessarios para determinar se variagdes na drea do limen de cavidades e canais secretores
desta espécie refletem efetivamente no volume do exsudato acumulado em C. langsdorffii. Se
essa relacdo for confirmada, parece que temperaturas mais elevadas poderiam favorecer o
acumulo de dleo nas cavidades secretoras, enquanto que temperaturas mais baixas aumentam
a capacidade de estocagem de resina dos canais secretores. Assim, a presenga de cavidades
com limen mais amplo em plantulas sob temperaturas mais elevadas pode estar relacionada
ao fato de que cavidades secretoras sdo estruturas mais comumente encontradas em
angiospermas (Fahn, 1979), cuja maior diversificagdo ocorreu na faixa equatorial do globo
terrestre (Judd et al., 1999) onde a temperatura é mais elevada que em regides polares. Por
outro lado, o notdvel desenvolvimento dos canais secretores de oleorresina em plantulas de C.
langsdorffii mantidas a 15°C pode estar relacionado a origem evolutiva dos canais secretores
de terpenos a partir de ancestrais adaptados a colonizacdo de ambientes temperados (Fahn,
1988; Langenheim, 1990). Essa ideia € reforcada por andlises filogenéticas que indicam que
todas as enzimas terpeno-sintases vegetais (Trapp & Croteau, 2001) e todas as estruturas
internas secretoras de resina (Denissova, 1975; Fahn, 1988) compartilham uma origem
evolutiva comum, a partir de onde foram se diversificando e especializando nos diferentes
grupos de plantas. No entanto, os dados obtidos neste trabalho nao nos permitem concluir se a
variacdo observada na drea do limen de canais e cavidades se deve a danos celulares causados
pelo estresse fisioldgico ou se significa maior acimulo de exsudato.

No que se refere as andlises ultraestruturais, nossos resultados mostraram que
variagdes na temperatura podem alterar os aspectos morfolégicos das células epiteliais das
cavidades secretoras nos eofilos de C. langsdorffii. As células epiteliais de plantulas de C.
langsdorffii mantidas a 25°C apresentam caracteristicas semelhantes aquelas descritas para
folhas jovens de C. langsdorffii em condi¢des naturais (Rodrigues et al., 2011a). Os aspectos
observados, tais como reticulo endoplasmaético liso bem desenvolvido, reticulo periplastidial,

abundancia de plastidios polimérficos sem tilacéides e gotas de 6leo volumosas no citoplasma
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e no vacuolo sdo tipicos de células ativas na secrecao de substincias lipofilicas (Fahn, 1979;
Castro & Machado, 2006; Evert, 2006; Paiva & Machado, 2007; Rodrigues et al., 2011a,b).

Alteragdes ultraestruturais como reticulo endoplasmatico liso em formato de algas,
actimulo de granulos osmiofilicos nos plastidios e mitocondrias, além da dilatagdo das cristas
e sinais de lise mitocondrial foram observadas nas células epiteliais de plantulas de C.
langsdorffii mantidas a 15°C e 35°C. Entretanto, a presenga de citoplasma denso rico em
organelas, vacuolos pequenos e nicleo volumoso, além do acimulo de numerosas gotas
lipidicas indicam que a 15°C permanecem ativas em secre¢do e sugerem sua aclimatacdo a
baixa temperatura. Por outro lado, nas células epiteliais de plantulas mantidas sob 35°C sdo
evidentes a baixa defini¢cdo de organelas, a intensa vacuolizacdo e a lise de organelas e do
citoplasma, indicando diminui¢do de sua atividade secretora. Se as alteracdes celulares
associadas a algum tipo de estresse sdo consequéncias de um efeito prejudicial causado por
determinados fatores ou se sdo respostas adaptativas a tais condicoes € um assunto
controverso (Pareek et al., 1997).

A presenga de por¢des do reticulo endoplasmaético liso formando al¢as que envolvem
porcdes do citoplasma é um aspecto notavel tanto nas células epiteliais de plantulas mantidas
a 15°C quanto naquelas mantidas a 35°C. Na literatura, esse evento € relatado como sendo
uma caracteristica tipica do estresse provocado por baixa temperatura (Ishikawa, 1996), ndo
tendo sido encontrados relatos de por¢des circulares de reticulo endoplasmético em células
mantidas sob temperaturas elevadas. A ocorréncia de porcdes circulares de reticulo
endoplasmatico foi relatada em células com atividade metabdlica reduzida (Ishikawa, 1996) e
sua origem foi atribuida aos niveis reduzidos de produtos da respiracdo e supressdo de
atividades fisioldgicas como sintese protéica causadas pelo frio (Ishikawa, 1996). Estudos
sugerem que as alcas de reticulo endoplasmatico que envolvem por¢des do citoplasma
originem vesiculas de membrana dupla ou autofagossomas que participam do processo
autofagico de morte celular (Huang & Klionsky, 2002; Thompson & Vierstra, 2005; Caca,
2010).

A maior elétron-densidade da matriz das mitocondrias e maior dilatagdo de suas
cristas, como observado, principalmente, nas células de plantulas mantidas a 35°C, podem
indicar alteracdes no status de energia mitocondrial resultante da diminui¢do dos niveis de
ATP (Kandasamy & Kristen, 1989; Pareek et al., 1997). Segundo Li et al. (2012) alteragdes

estruturais observadas em mitocondrias podem ser decorrentes do aumento dos niveis de
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espécies reativas de oxigénio (ROS), como radicais superdxido (0 e peréxido de hidrogénio
(H,0O,) os quais podem causar danos a proteinas, DNA e lipidios, tais como aqueles das
membranas celulares (Noctor & Foyer, 1998; Niyogi, 1999; Imlay, 2003; Apel & Hirt, 2004).
Da mesma forma, a abundancia de glébulos eletron-densos nos plastidios e mitocondrias das
células epiteliais de C. langsdorffii sob 15°C é um sintoma comum em casos de estresse
provocado por temperaturas baixas e resultante da atividade de ROS (Hudék and Salaj, 1999).
Segundo Ciamporovd & Mistrik (1993) granulos densos na matriz mitocondrial ou no estroma
de plastidios podem representar acimulos de proteinas que se precipitam em decorréncia de
algum tipo de estresse. A presenca de actimulos osmiofilicos no citoplasma das células
epiteliais de plantulas mantidas a 35°C também pode ser um aspecto comum resultante do
estresse provocado pela elevada temperatura causado pela desorganizagdo dos componentes
celulares e a ruptura das membranas internas que provocam a liberacdo de granulos presentes
nos plastidios ou mitocondrias (Gross & Parthier, 1994; Sam et al., 2001). Ainda, as inclusdes
osmiofilicas encontradas nos vaciolos dessas células epiteliais podem representar proteinas
desnaturadas de baixo peso molecular (Parsell et al., 1994; Pareek et al., 1997; Sam et al.,
2001). Segundo Sam et al. (2001), essas proteinas podem proteger o mRNA contra a
degradacao induzida pelo estresse provocado pela temperatura elevada.

A obsevacao de citoplasma reduzido com sinais de lise e degradacdo de organelas nas
células epiteliais de plantulas de C. langsdorffii mantidas sob 35°C pode ser resultante da
expansdo de um vacuiolo litico ocasionada pela absor¢do e degradacdo de porcdes do
citoplasma (van Doorn and Woltering, 2005; van Doorn et al., 2011), liberando hidrolases
capazes de digirir todo o protoplasto, incluindo a membrana plasmatica (van Doorn, 2011). A
degradacdo de organelas, lise de porcdes do citoplasma e a intensa vacuolizacdo observadas
nessas células sao consistentes com relatos de danos celulares causados por altas temperaturas
(Sam et al., 2001; Vani et al., 2001; Zhang et al., 2005; Swidzinski et al., 2002, Fan and Xing,
2004, Burbridge et al., 2006, Reape et al., 2008) e indicam prejuizos a sua atividade
secretora.

Em conclusdo, nossos resultados mostraram maior desenvolvimento do sistema
secretor, representado pela maior densidade de cavidades e canais secretores em plantulas de
C. langsdorffii mantidas sob 25°C a 50% e 100% de luz, respectivamente, sugerindo maior
protecdao nessas condi¢des. Isso nos permite inferir que plantulas dessa espécie teriam um

sistema secretor desenvolvido em ambientes com diferentes condi¢des de luminosidade, o que
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pode colaborar com a ampla distribuicdo de C. langsdorffii em varios dominios
fitogeograficos brasileiros. Nossos dados mostraram ainda que sob 25°C as células epiteliais
mostraram sinais de intensa atividade secretora e que condi¢des mais extremas de
temperaturas, principalmente temperaturas mais elevadas, podem provocar alteracoes
estruturais na maquinaria celular responsével pela sintese, acimulo e elimina¢@o da secre¢ao,
alterando sua capacidade secretora; esse ¢ um aspecto que merece atencdo, uma vez que sao
previstos aumentos de 1,5 a 6°C na temperatura global para os proximos anos (Houghton et
al., 2001). Pesquisas adicionais sobre a influéncia da luz e temperatura no sistema secretor
interno de plantulas de C. langsdorffii, envolvendo estudos fisiolégicos, ecoldgicos,
fitoquimicos e genéticos serdo essenciais para determinar a complexa resposta funcional desse

sistema aos fatores abidticos e sua implica¢do na interagao da planta com o ambiente.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figuras 1. A-D. Fotomicrografias de plantulas de Copaifera langsdorffii mantidas a 25°C e
1250 lux. A. Seccido transversal de eofilo mostrando cavidade secretora no mesofilo. EP =
epitélio secretor; LU= lumen. B-D. SeccOes transversais do epicétilo. B. Aspecto geral
mostrando cavidades (setas) no cortex e canais (seta) na medula. C. Detalhe mostrando
cavidade secretora no cértex do epicétilo. EP = epitélio secretor; LU= limen. D. Detalhe
mostrando canal secretor na medula do epicétilo. EP = epitélio secretor; LU= limen. Barras:

A, CeD=50um; B =150um.

Figura 2. A-G. Eletronmicrografias (MET) de células epiteliais de cavidades secretoras nos
eofilos de plantulas de C. langsdorffii mantidas a 25°C. A. Aspecto geral mostrando paredes
delgadas, citoplasma denso e abundante, nicleo (N) volumoso e vacuolos (VA) pequenos.
LU=limen. B. Detalhe mostrando parede com plasmodesmos (setas), além de ribossomos,
reticulo endoplasmaético liso (REL), mitocondria (MI) e plastidio (PL) associado a reticulo
periplastidial (RP). C. Por¢do celular mostrando numerosos plastidios (PL). Observar
inclusdes lipidicas (seta) e reticulo periplastidial (RP). D. Detalhe mostrando dictiossomo
(DI) ativo na producao de vesiculas. E. Pormenor mostrando vesiculas (setas) no citoplasma e
gota de Oleo (OL) proxima a parede periclinal externa. LU=limen. F. Porcdo celular
mostrando nucleo (N), reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e corpo multivesicular (CM).
VA= vacuolo; LU=ldmen. G. Detalhe mostrando numerosas gotas de 6leo (OL) no
citoplasma e no interior do vactolo (VA). N=nucleo; LU=limen. Barras: A = Sum; C =

Ium; E, F e G=0,5um; B e D=0,2um.

Figura 3. A-F. Eletronmicrografias (MET) de células epiteliais de cavidades secretoras nos
eofilos de plantulas de C. langsdorffii mantidas a 15°C. A. Aspecto geral mostrando
citoplasma abundante rico em organelas, vaciolos (VA) pequenos e nucleo (N) volumoso
com nucléolo (NU) evidente. PL=plastidio. Observar numerosas gotas de 6leo no pdlo distal
da célula. LU=limen. B. Célula com citoplasma abundante contendo numerosas mitocondrias
(MI) e plastidios (PL) com granulos elétron-densos e reticulo endoplasmatico liso (REL).
Observar acimulos osmiofilicos no interior de vacuolos (VA). LU=limen. C. Detalhe

mostrando citoplasma denso rico em polirribossomos e vesiculas dispersas (seta preta).
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Observar plastidios (PL), mitocondrias (MI) e reticulo endoplasmatico liso (REL) alongado
ou formando al¢as que envolvem por¢des do citoplasma. As setas brancas indicam inclusdes
osmiofilicas nos plastidios e mitocondrias. N=nticleo; CM=corpo multivesicular; RP=reticulo
periplastidial., D. Detalhe mostrando membrana plasmaética sinuosa, reticulo endoplasmaético
liso (REL) em formato de alca e mitocondria com cristas pouco dilatadas contendo inclusdes
osmiofilicas (setas brancas) e regides de lise (*) da matriz sinais. VA=vactolo. E. Por¢ao
celular mostrando citoplasma rico em polirribossomos e vesiculas dispersas (setas pretas).
Observar dictiossomos (DI), mitocondria (MI) com sinal de lise (*) na matriz e plastidio (PL)
associado a reticulo periplastidial (RP). N=nticleo; VA=vactolo. F. Imagem mostrando gota
de 6leo (OL) volumosa no citoplasma préxima a parede periclinal externa (PPE) e no interior
de vacuolo (VA). REL=Reticulo endoplasmatico liso; LU= Limen. Barras: A e B = 1um; C,
D,Ee F=0,5um.

Figura 4. A-K. Eletronmicrografias (MET) de células epiteliais de cavidades secretoras nos
eofilos de plantulas de C. langsdorffii mantidas a 35°C. A. Aspecto geral mostrando
citoplasma reduzido e vactolo (VA) proeminente com inclusdes membranosas (setas).
PL=plastidio; LU=Ilimen. B. Células mostrando vaciolos (VA) volumosos. Nota-se nicleo
(N) com nucléolo compacto (NU). CM=corpo multivesicular, LU=limen. C. Detalhe
mostrando parede periclinal interna (PPI) espessa, mitocondrias (MI) com cristas dilatadas e
reticulo endoplasmatico liso (REL) em formato de alca. A seta indica inclusio membranosa
no interior do vactuolo (VA). D. Pormenor mostrando mitocondrias (MI) com sinais de lise (*)
na matriz. DI=dictiossomos; VA=vacuolo. E. Detalhe da figura B mostrando plastidios (PL)
elétron-densos contendo gotas elétron-opacas e sinais de lise. Observar mitocondrias (MI)
elétron-densas com cristas dilatadas, reticulo endoplasmatico liso (REL) e vacuiolo (VA). F.
Porcdo celular mostrando mitocondria (MI) elétron-densa alongada e com cristas dilatadas,
plastidios (PL) com sinais de lise e vaciolos (VA) volumosos. G. Plastidio (PL) em
degradacdo no interior do vaciolo (VA). OL=gota de O6leo; LU=limen. H. Observar
abundancia de reticulo endoplasmatico liso (REL) em formato circular no citoplasma
periférico e corpo multivesicular (CM) no interior do vactiolo (VA). I. Gota de 6leo (OL) no
interior do vacuolo (VA), plastidio (PL) em degradac@o acimulo de material filamentoso no
limen (LU) da cavidade. J. Detalhe mostrando gota de 6leo (OL) volumosa e corpos

osmiofilicos no citoplasma. CM=corpo multivesicular; VA=vacuiolo. K. Célula mostrando
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vacuolo (VA) volumoso contendo grumos e filamentos de material osmiofilico. As pontas de
setas indicam acimulo de material osmiofilico aderido ao tonoplasto. OL=gota de dleo.

Barras: B=2um; Ae K=1um; C,E,F,G,He I =0,5um; De J=0,2pum.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho avaliou a influéncia da luz e da temperatura no desenvolvimento do
sistema secretor de uma espécie arbérea de leguminosa nativa do Brasil. Mais
especificamente, foi estudada a influéncia da luz e da temperatura na densidade e na drea do
limen de cavidades e canais secretores em plantulas de Copaifera langsdorffii, além das
respostas ultraestruturais das células epiteliais a diferentes temperaturas.

Atualmente, frente as mudancgas climédticas globais, a realizacdo de pesquisas visando
compreender os ajustes do sistema secretor das plantas a fatores associados ao estresse torna-
se cada vez mais necessdria. A inexisténcia de pesquisas experimentais nesta drea envolvendo
espécies nativas de leguminosas de valor comercial estimulou o desenvolvimento deste
trabalho.

A escolha desta espécie deveu-se a sua ampla distribuicdo em vdrios dominios
fitogeograficos brasileiros e a sua importancia na economia nacional devido a produgdo do
6leo utilizado na produg¢dao de biodiesel, nas indudstrias de farmacos e cosméticos e na
medicina popular, além do papel ecoldgico da secrecdo na protecdo da planta contra
herbivoros e patégenos.

Os resultados obtidos mostraram que, apesar da presenca de canais e cavidades
secretores ser um aspecto constitutivo determinado geneticamente em C. langsdorffii, fatores
exdgenos, como luz e temperatura, influenciam de forma significativa o desenvolvimento do
sistema secretor desta espécie.

A maior densidade de cavidades secretoras de 6leo observada em plantulas de C.
langsdorffii mantidas sob 25°C e 50% e de canais secretores de oleorresina em plantulas sob
25°C e 100% pode estar relacionada ao sucesso desta espécie na colonizacdo de diferentes
ambientes caracterizados por diferentes intensidades luminosas. O fato de serem os canais e
cavidades os sitios de producdo de substincias biologicamente ativas faz com que essas
estruturas secretoras tenham papel fundamental na prote¢do das plantas contra herbivoros e
patégenos e, portanto, na sobrevivéncia das plantulas aos ataques externos.

A resposta diferencial de cavidades e canais secretores a luminosidade € um aspecto
interessante e que merece estudos mais aprofundados nas dreas de biologia molecular,

fisiologia e ecologia vegetal.

55



No que se refere a drea do limen, cavidades e canais respondem de formas varidveis
as condi¢des de luz e temperatura. Entretanto, neste estudo nio foi possivel identificar se o
aumento na drea do limen em determinadas condi¢des se deve a um processo de degradacao
de lamela média e afastamento celular causado pelo estresse gerado por condi¢des mais
extremas de luz e/ou temperatura ou se representam um aumento na capacidade de
armazenamento do exsudato produzido pelas células epiteliais. Estudos adicionais envolvendo
andlises ultraestruturais aprofundadas, testes citoquimicos para marcag¢do da degradacdo de
parede celular e andlise da produtividade da secre¢do em plantulas nessas condi¢cdes poderdao
colaborar para o entendimento deste aspecto.

Pdde-se também observar que células de plantulas mantidas em condicdes mais
extremas de temperatura (15°C e 35°C) apresentam altera¢des ultraestruturais em comparacao
com aquelas mantidas a 25°C evidenciadas por sinais de lise em diferentes compartimentos
celulares, principalmente em células mantidas a 35°C. Tais alteragdes poderiam comprometer
a capacidade secretora dessas células levando a menor protecdo dos individuos contra
herbivoros e patégenos. Estudos futuros envolvendo aspectos ecoldgicos e fisioldgicos, além
de marcagdes para espécies reativas de oxigénio (ROS) e morte celular, além de técnicas
fitoquimicas que indiquem a maior ou menor produg¢do de secre¢do em determinadas
condi¢des podem corroborar nossos resultados.

Espera-se que os resultados obtidos neste estudo possam subsidiar pesquisas em
diferentes dreas da Botanica, programas de manejo e uso racional de C. langsdorffii, além de

contribuir com a conservacao da espécie estudada e dos ambientes onde ela ocorre.
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