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“Estruturas secretoras em O0rgaos vegetativos aéreos de Passiflora alata Curtis e P.
edulis Sims (Passifloraceae) com énfase na localizagao in situ de compostos
bioativos”

RESumMO

Esta tese tem como principal objetivo contribuir para o conhecimento morfolégico das
glandulas dos 6rgdos vegetativos aéreos de Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims e
localizacdo dos compostos bioativos responsaveis pela reconhecida importancia
farmacoldgica apresentada por estas espécies. Técnicas em microscopias fotbnica e
eletrbnica de varredura sdo utilizadas na observacdo da morfologia das glandulas,
visualizacdo dos compostos fendlicos presentes no interior destas estruturas e exame da
micromorfologia dos cristais; a espectrometria por energia dispersiva de raios-x €
empregada na identificacdo dos atomos constituintes dos cristais. Testes histoquimicos
convencionais e de fluorescéncia sdo aplicados nas glandulas para a caracterizagao in situ
do exsudato; estes procedimentos sdo acoplados a analise do exsudato em
espectrometria de massas (MS). Os principais pontos abordados na tese sao: a validacao
das glandulas presentes nos peciolos e laminas foliares de ambas as espécies como
nectarios extraflorais (NEF); identificacdo das glandulas estipulares de P. alata como
coléteres; a localizagdo de alcaldides e flavonoides no interior dos idioblastos dispersos
nos tecidos vasculares, majoritariamente no floema, do caule e da folha destas espécies.
A morfologia, coloracdo e variacdo no numero de NEF peciolares de P. alata indicam que
estas glandulas atuam como egg mimics, estruturas miméticas de ovos de borboletas
Heliconiini — principal consumidor de espécies de Passiflora — que previnem a oviposi¢ao
destes insetos. Ainda, estas glandulas apresentam idioblastos dispersos no parénquima
cujo conteudo é composto por terpenos e, neste contexto, a morfologia crateriforme pode
propiciar um microambiente de contencéo de volateis nos NEF peciolares de P. alata. A
analise dos cristais presentes no parénquima nectarifero dos NEF peciolares de ambas as
espécies identificou cristais do tipo agregado cristalifero, cuja composi¢édo € de oxalato de
calcio, e areia cristalifera, constituida por atomos de ferro, em P. alata e drusas de oxalato
de calcio em P. edulis. O registro de ferro armazenado fora do cloroplasto é inédito. A
analise quimica qualitativa do exsudato proveniente dos NEF peciolares e laminares de

ambas as espécies evidenciou agucares e, em menor concentracao relativa, flavondides e



alcaldides — exceto nos NEF peciolares de P. alata. A deteccdo de diferentes tipos de
acucares no exsudato das glandulas estipulares de P. alata corrobora sua identificacéo
como coléteres. Em ambas as espécies, a localizacdo dos idioblastos dispersos nos
tecidos vasculares contendo alcaléides e flavondides sugere uma translocacao destes
compostos pelos elementos de tubo crivado para diferentes 6rgdos e acumulo nos
idioblastos. A técnica usada para estimar a atividade antioxidante de compostos in vitro
com o uso do reagente DPPH foi adaptada para a observacdo in situ desta reacao,
evidenciando esta atividade nos idioblastos contendo flavonoides em ambas as espécies.
Os estudos histoquimicos aliados as analises do néctar em MS sugerem uma relagéo
entre as diferentes concentracdes de alcaldides e flavonoides no interior e fora da planta,
em que a alta concentracdo destes compostos apresenta efeito dissuasivo,
comprometendo o desenvolvimento de herbivoros, enquanto a baixa concentragcdo nao
acomete o crescimento dos coletores mutualistas. Este trabalho inova ao integrar técnicas

distintas na caracterizacao das estruturas secretoras e do exsudato por elas produzido.

Palavras-chave: Passiflora alata, Passiflora edulis, nectarios extraflorais, alcaldides,

flavondides.



“Secretory structures in aerial vegetative organs of Passiflora alata Curtis and P.
edulis Sims (Passifloraceae) with emphasis on in situ localization of bioactive

compounds”

ABSTRACT

The purpose of the present study is to contribute to the morphological knowledge of the
glands present in aerial vegetative organs of Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims and in
situ localization of bioactive compounds responsible for the recognized pharmacological
importance of both species. Scanning electron and photonic microscopy techniques are
applied to the observation of glands morphology, visualization of phenolic compounds into
these structures and the examination of crystals micromorphology; the energy dispersive x-
ray spectrometry is applied to identify the constituent atoms of crystals. Conventional
histochemical tests and fluorescence are applied to the glands for in situ characterization of
exudate; these procedures have been coupled with the analysis of exudate in mass
spectrometry (MS). The main points of this research are the validation of the glands
present in the petiole and leaf blade of both species as extrafloral nectaries (EFN) and of
stipular glands of P. alata as colleters; the in situ localization of alkaloids and flavonoids
within the idioblast scattered through the vascular tissue, mainly in the phloem, in stem and
leaves of these species. The morphology, color and variation in number of petiolar ENF of
P. alata indicate that these glands act as egg mimics, mimetic structures of the Heliconiini
butterflies eggs — the main consumer of Passiflora species — that prevent oviposition of
these insects. Nevertheless, these glands possess idioblasts that synthesize terpenes. In
this context, the crateriform morphology of petiolar ENF of P. alata may provide a
microenvironment for holding volatile. The analysis of crystals present in the petiolar
nectariferous parenchyma of both species identified aggregate crystals, whose composition
is calcium oxalate, and crystal sand, consisting of iron atoms in P. alata, and druses of
calcium oxalate in P. edulis. This is the first record of iron stored outside the chloroplast.
The qualitative chemical analysis of the exudate from petiolar and laminar ENF of both
species detected sugar and lower concentrations of flavonoids and alkaloids — except in
the petiolar ENF of P. alata. The identification of different types of sugars found in stipular
glands exudate of P. alata confirms its identification as colleters. In both species, the
location of idioblasts containing alkaloids and flavonoids scattered through the vascular



tissue suggest a translocation of those compounds through sieve-tube members of phloem
to different organs and their consequent accumulation inside the idioblasts. The technique
used in order to estimate the antioxidant activity of compounds in vitro with the aid of
DPPH reagent was adapted for in situ observation of this reaction, showing this activity in
idioblasts synthesizing flavonoids in both species. Histochemical studies coupled with
nectar analysis in MS suggest a relationship between the different concentrations of
alkaloids and flavonoids inside and outside the plant, where high concentration of these
compounds has a deterrent effect, endangering the development of herbivores, while low
concentration does not affect the mutualistic collectors growth. This work innovates by
integrating different techniques for the characterization of the secretory structures and the

exudate produced by them.

Keywords: Passiflora alata, Passiflora edulis, extrafloral nectaries, alkaloids, flavonoids.



INTRODUCAO GERAL

Passiflora alata Curtis e Passiflora edulis Sims, espécies nativas do Brasil, e
Passiflora incarnata L., nativa da América do Norte (Killip 1938), apresentam reconhecido
valor farmacologico (Farmacopéia Brasileira 1977, Farmacopéia Helvética 1987,
Farmacopéia lItaliana 1988, Farmacopéia Alema 1992, Farmacopéia Européia 1996,
Farmacopéia Americana 2000) e econémico (Oliva et al. 1996, Dornelas et al. 2006) por
possuirem compostos bioativos nos 6rgaos vegetativos aéreos utilizados no tratamento de
disturbios psiquicos (Graeff & Guimardes 1999; Petry et al. 2001; Dhawan et al. 2001a,b,c;
2004; Otobone et al. 2005; Akhondzadeh & Maleki 2006; Castro et al. 2007), destacando-
se os efeitos ansiolitico e sedativo (Petry et al. 2001; Dhawan et al. 2001c, 2004; Otobone
et al. 2005; Akhondzadeh & Maleki 2006; Castro et al. 2007). Ainda, os extratos destas
plantas sao utilizados no tratamento de insénia, epilepsia, tétano e espasmos musculares
(Dhawan et al. 2001a), apresentando atividade antioxidante, antimicrobiana (Bendini et al.
2006), cicatrizante (Bezerra et al. 2006) e citotéxica (Yudasheva et al. 2005).

Embora existam trabalhos que identifiquem os compostos bioativos presentes em
espécies de Passiflora, ndo ha resultados conclusivos que indiguem quais classes de
compostos quimicos promovem acao sobre o sistema nervoso central, e se estas
atividades biologicas sao realizadas por um composto isolado ou por grupos de compostos
quimicos presentes em orgdos aéreos (Pereira & Vilegas 2000; Dhawan et al. 2001b,

2004).

Compostos bioativos em Passiflora
Estudos farmacoldgicos e de bioprospeccao referentes as espécies de Passiflora

evidenciam que 0s compostos bioativos presentes nos 6rgdos vegetativos aéreos sao



6
principalmente alcaldides (Lutomski 1959, 1967; Lutomski & Wrocinski 1960; Lutomski et
al. 1968, 1974, 1975; Benatti & Fedeli 1968; Benatti 1971; Lutomski & Malek 1975;
Dhawan et al. 2001b, 2004), flavondides (Oga et al. 1984, Freitas 1985, Proliac &
Raynaud 1988, Li et al. 1991, Moraes 1995, Rhaman et al. 1997, Pereira & Vilegas 2000,
Dhawan et al. 2001a, 2004) ou um complexo alcaléide-flavondide (Lutomski et al. 1974,
1975).

Alcalbides séo substancias de carater basico e baixo peso molecular, que contém um
ou mais atomos de nitrogénio combinados como parte de um sistema ciclico, distintos em
grupos baseados em suas moléculas precursoras (DelLuca & St-Pierre 2000, Makkar et al.
2007). Normalmente, estes compostos sdo encontrados em todos os 6rgaos da planta em
qualquer estadio de desenvolvimento (Hartmann & Dierich 1998). A func&o primordial dos
alcaléides nas plantas € de defesa contra insetos e patdégenos, devido a sua alta
toxicidade (Williams et al. 1989, Hartmann & Witte 1995, Hartmann & Dierich 1998, Makkar
et al. 2007).

Os alcaldides encontrados no género Passiflora sdo do tipo inddlico simples,
derivados do sistema R-carbolina: harmana, harmol, harmalol, harmalina e harmina
(Lutomski 1959, 1967; Lutomski & Wrocinski 1960; Lutomski et al. 1974, 1975; Oga et al.
1984, Pereira & Vilegas 2000, Dhawan et al. 2004), cujas estruturas sdo apresentadas no
quadro 1. Na literatura, os teores de alcaldides descritos sao baixos, com concentracdes
em torno de 10°mol/g (Copeland & Slaytor 1974, Oga et al. 1984, Pereira & Vilegas 2000,

Zuanazzi & Montanha 2001, Dhawan et al. 2004).



Quadro 1. Estrutura quimica dos alcal6ides descritos em P. alata e P. edulis.

R = H = harmana R = OH = harmalol

R = OH = harmol il :
=0 _
R = OCH; =harmina R = OCH; =harmalina

(adaptado de Dhawan et al. 2004)

Flavondides sdo compostos cuja estrutura quimica consiste em quinze carbonos
organizados em dois anéis fendlicos (anéis A e B) ligados por uma ponte de trés carbonos
(anel C). Estédo divididos em diversas classes, como antocianinas, flavonas, flavonais,
favanonas, dihidriflavondis, chalconas, auronas, flavononas, isoflavonoides, biflavondides,
e sdo encontrados em todos os 6Orgaos das plantas (lwashina 2000, Davies & Shwinn
2006).

Os flavondides representam a classe de compostos fenélicos mais importantes e
diversificados produzidos a partir da biossintese dos fenilpropandides, e apresentam as
seguintes funcdes nas plantas: protecao contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel,
protecao contra patdgenos, atracdo de animais para a polinizacédo, antioxidantes, controle
da acdo de hormodnios vegetais, agentes alelopaticos e inibidores de enzimas (Dixon &
Paiva 1995, Zuanazzi & Montanha 2001, Barp et al. 2006, Davies & Shwinn 2006). O
metabolismo dos fenilpropandides é induzido pelo aumento da incidéncia de raios UV,
atague de patégenos, diminuicdo de nitrogénio, fosfato e ferro no solo, variacdes na
temperatura e injarias, o que consequentemente aumenta a producédo de flavondides nas
plantas submetidas a estes tipos de estresse (Dixon & Paiva 1995, Antognoni et al. 2007,

Marinova et al. 2007).



Em Passiflora, os flavonodides encontrados sdo do tipo C-glicosilados, possuem
atividade bioldgica e sdo de interesse quimiotaxondmico, sendo freqientemente usados
como marcadores na analise de medicamentos fitoterdpicos (lwashina 2000, Zuanazzi &
Montanha 2001, Dhawan et al. 2004). Entre os flavondides isolados mais comumente
encontrados em Passiflora, destacam-se: apigenina, luteonina, quercetina, kaempferol,
vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina (Oga et al. 1984, Dhawan et al. 2004), cujas
estruturas sao apresentadas no quadro 2.

Quadro 2. Estrutura quimica dos flavondides descritos em P. alata e P. edulis.

Flavonoide R8 R7 R6 R3 R
Apigenina H H H H H
Luteonina H H H H OH
Quercetina H H H OH OH
Kaempferol H H H OH H
Vitexina C-glicosilado H H H H
Isovitexina H H C-glicosilado H H
Orientina C-glicosilado  H H H OH
Isoorientina H H C-glicosilado H OH

(adaptado de Dhawan et al. 2004)

Outras substancias como terpenos, saponinas, glicosideos cianogénicos, esterdéides,
lignanas, &cidos graxos, maltol, aminoacidos e taninos sdo descritos como possiveis
responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos de algumas espécies de Passiflora (Rhaman et
al. 1997; Dhawan et al. 2001a,b,c; 2004; Petry et al. 2001; Akhondzadeh & Maleki 2006;
Bezerra et al. 2006; Castro et al. 2007).

Estudos de localizacdo in situ de compostos bioativos ganham destaque por
possibilitar relacionar as rotas biossintéticas as organelas, células e tecidos das plantas
(Weissenbock & Sachs 1977, Deus-Neumann & Zenk 1984, DelLuca & Cutler 1987, Ehmke
et al. 1988, Waldhauser & Baumann 1996, Zamski et al. 1996, St-Pierre et al. 1999,
DelLuca & St-Pierre 2000, Pozuelo et al. 2001, Bird et al. 2003, Weid et al. 2004, Kutchan
2005, Otani et al. 2005, Wollenweber & Do6rr 2008). Estes estudos sdo essenciais ao

entendimento das causas do insucesso de induzir culturas de células para produzir



compostos bioativos presentes na planta como um todo, mesmo fornecendo o0s
precursores as culturas (Fowler 1981). Alguns metabdlitos, como os alcalbides, requerem
diferenciacdo das células (citodiferenciagdo) ou organizacdo de células em 6rgdos como
raizes ou caule para sua sintese (Lindsey & Yeoman 1983). Um exemplo de insucesso é a
pesquisa dos alcal6ides inddlicos monoterpénicos de Catharanthus roseus G. Don
(Apocynaceae) — vincristina e vinblastina — que possuem alto valor terapéutico como
antitumorais, mas se apresentam em concentra¢des infimas na planta, o que eleva
consideravelmente os custos dos medicamentos (St-Pierre et al. 1999, DelLuca & St-Pierre
2000, Bird et al. 2003, Mahroug et al. 2006). Técnicas de cultura de células tentaram, sem
sucesso, obter os alcalbéides fornecendo precursores as culturas. Posteriores estudos de
histoquimica, imunolocalizacdo e hibridizacdo in situ revelaram a necessidade da
presenca de pelo menos dois tipos celulares e translocacéo intercelular de intermediarios
para a sintese de vindolina — precursor de vincristina e vinblastina — o que justificaria
parcialmente as falhas na producdo deste precursor por meio da tecnologia de cultura de
células (St-Pierre et al. 1999, Mahroug et al. 2006).

Padrbes de biossintese que requerem diversos tipos celulares e a translocacéo de
precursores até os locais de armazenamento de compostos bioativos como alcaldides,
flavondides e terpendides sdo sugeridos para diversas plantas de valor econdmico e
farmacoldgico (DeLuca & St-Pierre 2000, Weid et al. 2004, Marinova et al. 2007). Até o
momento, ndo ha trabalhos que enfoquem a localizac&o in situ dos possiveis sitios de
sintese/translocacao/armazenamento dos compostos bioativos descritos na literatura em
P. alata e P. edulis. Estudos anatdbmicos e ultra-estruturais da organogénese e

embriogénese in vitro foram realizados em P. edulis (Appezzato-da-Gloria et al. 1999,
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Fernando et al. 2007, Lombardi et al. 2007); no entanto, ndo ha énfase quanto a procura

de células produtoras de compostos bioativos.
Estruturas secretoras em Passifloraceae

As obras classicas de revisdo apresentam as seguintes estruturas secretoras nos
orgaos vegetativos aéreos de espécies de Passifloraceae: nectarios extraflorais (NEF),
coléteres, células taniferas e/ou “sacos taniferos” (idioblastos), hidatédios, cavidades e
tricomas (Solereder 1908; Metcalfe & Chalk 1950, 1979; Fahn 1979; Thomas 1991).

Os NEF apresentam diversas definicdes e conceitos (cf. Schmid 1988), sendo mais
simples e adequados aqueles que os consideram como estruturas secretoras de néctar
nao envolvidas diretamente com a polinizacdo (Fahn 1979, Elias 1983, Koptur 1992,
Machado 2002), presentes em estruturas vegetativas e reprodutivas (Fahn 1979, 2000;
Durkee et al. 1981, 1984; Durkee 1982; Elias 1983; Rico-Gray et al. 2004). Os NEF séo
glandulas estruturalmente diversas que apresentam ou ndo vascularizacdo (Zimmermann
1932; Bentley 1977; Durkee 1982, 1983a,b; Diaz-Castelazo et al. 2005). O néctar
proveniente dos NEF contém uma alta proporcdo de acucares (15-75% em peso seco) e
possuem quantidades significantes de aminoacidos e baixas propor¢cdes de outros
compostos organicos, em maior concentracdo comparados ao floema. Estas
concentraces estdo sujeitas as variacbes temporal, espacial e bidtica (Kenoyer 1917;
Baker et al. 1978; Durkee 1983a,b; Smith et al. 1990; Galetto & Bernardello 1992; Koptur
1992; Pascal 1993; Heil et al. 2000).

Em Angiospermas, a fungéo ecoldgica dos NEF foi motivo de debates controversos
no passado (Bentley 1977), entretanto evidéncias para a hipotese “protetora”, i.e., atracao
de insetos benéficos, € amplamente aceita (Bentley 1977, Koptur 1992, Labeyrie et al.

2001, Rudgers & Gardener 2004), embora esta funcdo nao seja aplicada a todos os NEF
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(O’'Dowd & Catchpole 1983, Pemberton & Lee 1996, Apple & Feener 2001, Wagner & Kay
2002, Bluthgen & Reifenrath 2003). Espécies de Passiflora possuem relagdes mutualistas
entre os NEF e insetos, sendo alvo de estudos de relagcdes ecologicas e evolutivas
(Janzen 1968, Benson et al. 1975, McLain 1983, Buckley 1987, Belin-Depoux 1993, Heil &
McKey 2003, Yockteng & Nadot 2004).

Em Passiflora, os NEF ja foram relatados na regido abaxial do peciolo e nas
margens das laminas foliares (Roth 1969, 1974; Fahn 1979; Durkee 1982, 1983 a,b; Elias
1983; Durkee et al. 1984; Belin-Depoux 1989; Pascal 1993; Garcia et al. 2000; Jauregui et
al. 2002; Kurtz et al. 2003; Farinazzo & Salimena 2007; Nicolson et al. 2007). Apesar da
existéncia de relatos sobre NEF em diversas espécies de Passiflora, estudos
interdisciplinares que legitimem a identificacdo destas glandulas como nectariferas foram
realizados em apenas algumas espécies (Janzen 1968, Durkee 1982, McLain 1983, Apple
& Feener 2001, Wirth & Leal 2001). Esta verificacdo tornou-se necessaria a partir do
trabalho realizado em P. foetida por Durkee et al. (1984), em que estruturas antes
descritas como NEF (Roth 1969) revelaram-se glandulas lipofilicas.

Os coléteres sao estruturas que produzem uma secrecao viscosa que protege 0s
meristemas contra o dessecamento (Thomas 1991) e, as vezes, contra fitéfagos (Demarco
2005, Castro & Demarco 2008). A secrecdo pode ser constituida apenas por mucilagem
(Fahn 1979) ou uma mistura de mucilagem, terpenos (Fahn 1990), acidos graxos e
compostos fendlicos (Demarco 2005, Castro & Demarco 2008). Estruturalmente, os
coléteres podem ser tricomas ou emergéncias, sendo encontrados nos 6rgaos vegetativos
de diversas familias (Fahn 1979, 1990; Thomas 1991). Em Passifloraceae, a Unica
descricdo de coléteres refere-se genericamente a tricomas posicionados na base da

lamina foliar em espécies de Passiflora (Solereder 1908, Thomas 1991).
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Idioblastos secretores sdo células individualizadas cujo conteddo vacuolar
apresenta composi¢cdo quimica distinta das células que a cercam; apresentam formato
variavel e sdo classificadas de acordo com 0s compostos presentes em seu interior
(Solereder 1908; Metcalfe & Chalk 1950, 1979; Fahn 1990; DelLuca & St-Pierre 2000;
Evert 2006; Castro & Demarco 2008). Parte da sintese de precursores — p. ex. alcaldides
inddlicos — ou do armazenamento de compostos bioativos — p. ex. alcalbéides tropanicos e
nicotinicos pode ocorrer no vacuolo dos idioblastos secretores (St-Pierre et al. 1999,
DeLuca & St-Pierre 2000, Bird et al. 2003, Weid et al. 2004, Mahroug et al. 2006).
Diversas classes de compostos fendlicos sdo sintetizadas/acumuladas em um grande
vacuolo central ou em numerosos glébulos de varios tamanhos no citoplasma dos
idioblastos (Weissenbock & Sachs 1977, Iwashina 2000, Marinova et al. 2007, Castro &

Demarco 2008).
Relacfes ecoldgicas em Passiflora

A defesa das plantas ocorre por uma combinacdo de defesas constitutivas e
induzidas, que reduz o desempenho dos herbivoros (Price et al. 1980, Karban & Baldwin
1997). A defesa constitutiva define-se pela expressdo continua de resisténcia,
independente da presenca ou acdo de herbivoros (Price et al. 1980). A induzida é
caracterizada pela expressao de resisténcia da planta somente apds a injuria, atuando
direta ou indiretamente sobre o folivoro (Thaler 1999). Entre as defesas constitutivas
apresentadas por espécies de Passiflora destacam-se a presenca de antocianinas — em
que o estimulo para sua producdo é a intensidade de luz solar — e adaptacbes
morfologicas, como tricomas tectores e NEF. As defesas induzidas dividem-se em diretas,
caracterizadas por incrementos em metabdlitos secundarios que afetam diretamente o

herbivoro, ou indiretas, descritas como defesas bioticas (Thaler 1999). As defesas
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indiretas incluem a atragdo de inimigos naturais de herbivoros mediante a liberagdo de
volateis (Ament et al. 2004) e aumento na liberacdo de compostos nutritivos — p. ex. néctar
— que estimulam a associa¢cdo mutualista de plantas com outros organismos (Coley et al.
1985).

O mutualismo é definido como qualquer interagdo na qual duas ou mais espécies se
beneficiam mutuamente (Boucher et al. 1982, Addicott 1984). Esta troca de beneficios
entre espécies pode resultar em uma relagdo facultativa ou na especializacdo e
dependéncia mutua para ambas as partes, resultando em uma interacdo obrigatéria
(Boucher et al. 1982). Os principais coletores de néctar dos NEF sdo as formigas
(Bluthgen et al. 2000). Geralmente, as relacdes mutualistas entre formigas e plantas sao
de natureza facultativa e ndo especifica (Addicott 1984). O efeito protetor conferido as
plantas inclui a reducdo da presenca de herbivoros e predadores de sementes (Smiley
1978, 1986), e aumento do crescimento e sobrevivéncia das plantas (Kelly 1986). Este
efeito protetor é relatado em P. adenopoda (Gilbert 1971), P. coccinea (Wirth & Leal 2001,
Leal et al. 2006), P. incarnata (McLain 1983), P. quadrangularis e P. vitifolia (Smiley 1986).

Tradicionalmente, as substancias quimicas do chamado metabolismo secundario
sdo consideradas as grandes responsaveis pela defesa de plantas, influenciando
fortemente o padrdo de utilizacdo de recursos por insetos fitéfagos (Fraenckel 1959). A
teoria da coevolucdo, proposta por Ehrlich e Raven (1964), sugere que substancias do
metabolismo secundario sdo as maiores responsaveis pela coevolugdo entre insetos
fitofagos especialistas e suas plantas hospedeiras. Os autores se baseiam no fato destes
insetos apenas consumirem grupos de plantas que produzem a mesma classe de
metabolitos secundéarios e de serem capazes de detoxicar essas substancias, muitas

vezes sequestrando-as para defesa contra seus inimigos naturais.
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Borboletas da tribo Heliconiini (Nymphalidae) sdo reconhecidas ecologicamente
pelas relacdes coevolutivas que estabelecem com espécies de Passiflora (Benson et al.
1975, Gilbert 1975, Copp & Davenport 1978, Brown 1981). As larvas destas borboletas se
alimentam exclusivamente de individuos deste género, sendo referidas como “borboletas
de passiflora” (Coop & Davenport 1978). Pesquisas desta interacdo sugerem que muitos
aspectos comportamentais e sistemas sensoriais de Heliconiini evoluiram no contexto da
exploracdo de Passiflora como recurso alimentar para a larva das borboletas; em
contrapartida, as plantas desenvolvem estratégias quimicas e morfolégicas de defesa
contra a predacao por estes insetos (Benson et al. 1975, Gilbert 1975, Copp & Davenport
1978). Os compostos quimicos presentes em Passiflora provavelmente evoluiram como
dissuasivos de borboletas; entretanto, estes insetos desenvolveram formas de detoxicar e
incorporar estas substancias, usados por larvas e adultos como protecdo contra seus
predadores e até na sintese de feroménios (Benson et al. 1975).

Ainda segundo a teoria da coevolucdo (Ehrlich & Raven 1964), a sucessao de
defesas quimicas contra herbivoros € produzida de forma gradual pela espécie
hospedeira: a cada etapa, alguns herbivoros se tornam extintos, enquanto outros
contornam o desafio quimico, levando a planta a desenvolver novos compostos
dissuasivos. Situacdes em que um grupo restrito de insetos € relevante para o vegetal —
como borboletas Heliconiini e Passiflora —, este desenvolve atributos morfolégicos que sao
mais vantajosos em termos de custos: as defesas morfolégicas ndo apresentam custos
adicionais como a autotoxicidade, em que a solucéo requer muita energia da planta cada
vez que novas defesas quimicas sdo desenvolvidas.

A selecdo natural atua fortemente sobre caracteristicas que reduzem as taxas de

herbivoria das plantas, favorecendo estruturas que atraem predadores de herbivoros para
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as plantas, ou que produzem compostos quimicos nocivos aos herbivoros (Smiley 1986).
Neste contexto, a elucidacédo das estruturas secretoras envolvidas nas interagdes inseto-
planta € essencial para o entendimento das relagBes ecoldgicas e evolutivas que
concernem Passiflora e as borboletas Heliconiini. O estudo das estruturas secretoras
baseia-se em um tripé constituido por investigacdes acerca da estrutura da glandula,
cujos resultados sao fornecidos por observacdes morfolégicas e anatbmicas; do exsudato
por elas produzido, avaliado por meio de analises histoquimicas que detectam as
principais classes de compostos in situ, e quimicas que identificam as substancias
efetivamente disponibilizadas pela planta; e da funcéo, atribuida a glandula somente
guando a estrutura e 0 exsudato séo definidos e com base no contexto ecologico/evolutivo
sob o qual a planta esta submetida. O grupo de pesquisa em estruturas secretoras

(IB/UNICAMP) inova ao apresentar o primeiro estudo em que as técnicas que integram 0s

trés pilares fundamentais acima mencionados séo utilizadas.

Objetivo geral

O presente trabalho tem o propésito de caracterizar a morfologia e anatomia das
estruturas secretoras presentes nos 6rgaos vegetativos aéreos de Passiflora alata Curtis e
P. edulis Sims, com énfase na localizacao in situ dos compostos bioativos.

Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims sdo espécies bem posicionadas
taxonomicamente (Muschner et al. 2003, Yockteng & Nadot 2004) e ndo possuem
problemas quanto a sua identificacéo (Killip 1938, Bernacci et al. 2003).

Os aspectos morfolégicos dos individuos sombreados e expostos ao sol de ambas
as espécies sdo apresentados com base nas observacfes das plantas cultivadas no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA; Paulinia,

SP), pertencente a UNICAMP, e em literatura (Bernacci et al. 2003): P. alata (figura 1) é
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uma liana robusta, glabra, de caule quadrangular; possui folhas simples (figura 1, inset)
com um par de estipulas falciformes (figura 2) e o peciolo exibe duas a quatro glandulas
de formato estipitado-crateriforme, em numero varidvel no mesmo individuo (figuras 3-6).
A margem foliar é inteira a denteada.

P. edulis € uma trepadeira glabra a pubescente, com ramos subcilindricos e
estipulas triangulares-subuladas pouco conspicuas; a lamina foliar é simples e trilobada
(figura 7, inset), cujos lobos sdo oval-elipticos, serreados e glandulares (figura 8); o
peciolo apresenta um par de glandulas céncavas (figura 8, inset). Quando presentes, 0S
tricomas tectores sao observados nas regifes costais e margens da lamina foliar (figuras 9
e 10).

As antocianinas acumulam-se nos individuos expostos ao sol: em P. alata,
restringem-se as alas do caule (figura 2), enquanto estdo amplamente distribuidas no
apice caulinar vegetativo e primeiros nés visiveis de P. edulis, inclusive nas glandulas
peciolares (figura 8, inset). Em ambas as espécies, 0s nés subseqiientes ao apice caulinar
vegetativo, sombreados por outros ramos, e individuos sombreados ndo apresentam

antocianinas (figuras 3,5).
Objetivos especificos

e Verificar a ocorréncia de acucares no exsudato das glandulas foliares e efetuar
registros fotogréaficos dos eventuais coletores;

e Realizar um estudo morfolégico e ontogenético com o escopo de verificar a origem
e estrutura das glandulas foliares;

e Verificar a natureza quimica do material sintetizado pelas glandulas foliares

através de testes histoquimicos convencionais;
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e Identificar compostos quimicos de massas conhecidas — acucares e compostos
bioativos — no exsudato produzido pelas glandulas foliares;

e Analisar a micromorfologia e identificar os &tomos constituintes dos cristais

presentes nas glandulas peciolares;
e Detectar os possiveis locais de translocagdo/armazenamento dos compostos

bioativos (alcaldides e flavondides) através de testes com reagentes especificos.

Os objetivos especificos sdo abordados em trés capitulos distintos e conjuntamente

avaliados na discussao geral e consideragoes finais:

Capitulo 1: Morfologia e ontogénese dos nectarios extraflorais peciolares de Passiflora

alata Curtis e P. edulis Sims (Passifloraceae);

Capitulo 2: Caracterizacdo morfologica e estrutural das glandulas foliares marginais em

Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims (Passifloraceae);

Capitulo 3: Localizacéo in situ dos compostos bioativos nos 6rgaos vegetativos aéreos de

Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims (Passifloraceae).

llustragdes
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Figuras 1-6. Individuos de Passiflora alata Curtis cultivados no CPQBA (Paulinia,
SP). 1,2,4. Individuos expostos ao sol. 3,5. Individuos sombreados. 1. Org&os
vegetativos aéreos; folha do sétimo no visivel (seta); folhas simples e inteiras
(inset). 2. Antocianinas restritas as alas do caule. 3-6. Glandulas peciolares. 3. Um
par de glandulas no terceiro né visivel. 4. Trés glandulas no quarto né. 5. Dois
pares no quinto nd. 6. Numero variavel de glandulas em um mesmo individuo.
Barras: 10cm (1), 1cm (2-6).
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Figuras 7-8. Individuos de Passiflora edulis Sims cultivados no CPQBA (Paulinia,
SP). 7. Folhas simples e trilobadas (inset). 8. Individuo exposto ao sol:
antocianinas nos 0rgaos jovens e nas glandulas peciolares (inset). Barras: 10cm

(7), 1cm (8).
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Figuras 9-10. Distribuicdo dos tricomas tectores na lamina foliar de Passiflora
edulis Sims em MEV. 9. Tricomas nas nervuras foliares; face abaxial. 10.

Tricomas nas margens foliares; sec¢ao transversal.
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CapPiTULO 1

Morfologia e ontogénese' dos nectéarios extraflorais peciolares de Passiflora

alata Curtis e P. edulis Sims (Passifloraceae)

Introducéo

Passiflora L. apresenta espécies de grande complexidade estrutural vegetativa,
resultado dos avangos evolutivos desenvolvidos a partir de relacdes coevolutivas com
seus herbivoros primarios, as borboletas da tribo Heliconiini (Benson et al. 1975, Brown
1981, Spencer 1988). Lagartas de espécies de Agraulis, Dione, Eueides e Heliconius
podem desfolhar rapidamente as plantas hospedeiras e representam o maior desafio
biotico para a sobrevivéncia de individuos de Passiflora nos trépicos (Benson et al. 1975,
Gilbert & Smiley 1978, Brown 1981). Os representantes deste género possuem diversas
estratégias de defesa, nas quais destacam-se as inovac¢des morfoldgicas — tricomas de
apice agudo, morfologia foliar variavel, estruturas mimicas — como resposta evolutiva as
lagartas herbivoras (Spencer 1988), visto que as alteragbes que promovem no
comportamento do herbivoro apresentam maior influéncia sobre o curso da evolugcdo do
gue a presenca de compostos quimicos defensivos (Benson 1978).

A selecdo visual condicionou muitas diversificacbes da morfologia foliar entre
Passiflora e outros taxa de plantas tropicais (Gilbert 1971). Experimentos comportamentais
demonstram que as borboletas do género Heliconius apresentam visdo de cores como
possivel resposta a selecéo para a habilidade discriminativa dos sitios de oviposi¢cao pelas

fémeas (Crane 1955, 1957; Swihart 1971; Struwe 1972; Kelber et al. 2003), apesar dos

! Desenvolvimento de um organismo, 6rgdo, tecido ou célula desde a concepcao até a maturidade (Evert
2006).
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estimulos quimicos ndo serem excluidos (Williams & Gilbert 1981). Entre as estratégias
apresentadas por espécies de Passiflora destacam-se 0os ovos mimicos — egg mimics —,
estruturas derivadas de diversos tecidos que desencorajam a oviposi¢cdo de borboletas
que possuem lagartas solitarias e agressivas (Gilbert 1975). Evidéncias do surgimento
independente destas estruturas em diversas espécies sao indicadas pela importancia dos
heliconideos como consumidores de Passiflora, pelo comportamento canibalista das
lagartas ao se alimentarem de ovos e individuos da mesma espécie, e ao cuidado
apresentado pelas fémeas em inspecionar os sitios de oviposicao (Gilbert 1975, Williams
& Gilbert 1981).

Glandulas peciolares séo caracteristicas de Passifloraceae (Killip 1938, Bernacci et
al. 2003) e geralmente descritas como nectarios extraflorais (NEF) sem que estudos que
legitimem sua identificacdo sejam realizados. Esta generalizacdo € equivocada, visto que
glandulas nesta mesma posicdo podem ser lipofilicas e secretar compostos dissuasivos,
como em P. foetida (Durkee 1982).

Os NEF sdo um tipo de defesa bibética em que as glandulas presentes em diversos
orgdos vegetativos ou reprodutivos — nao ligados a polinizacdo — oferecem néctar as
formigas que apresentam comportamento agressivo, estabelecendo rela¢gées mutualistas
(Addicott 1984). Em Passiflora, estudos interdisciplinares que legitimem a identificacéo de
glandulas peciolares como nectariferas foram realizados em poucas espécies (Janzen
1968, Durkee 1982, McLain 1983, Apple & Feener 2001, Wirth & Leal 2001), ressaltando-
se a necessidade da investigagao e identificagédo correta destas glandulas.

O néctar € uma solucdo em que os solutos dominantes sdo acucares (Fahn 1979) —
glicose, frutose e sacarose — e outros compostos, incluindo metabdlitos secundarios, em
menor concentracéo relativa (Fahn 2000, Nicolson et al. 2007). A variacdo na composi¢cao

do néctar normalmente observada entre diferentes espécies pode ser explicada por duas
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hipoteses ndo mutuamente exclusivas: (i) 0 processo secretor nos nectarios controla a
composicao quimica; ou (ii) os constituintes do néctar refletem a composi¢cdo quimica do
floema (Adler 2001). Compostos secundarios incluindo alcalbdides, compostos fendlicos,
glicosideos iridoides, glicosinolatos e cardenolidas eventualmente estdo presentes em
baixa concentracdo na solucédo nectarifera e sdo transportados entre os tecidos da planta
via floema, a partir do qual alguns séo transferidos diretamente ao néctar, enquanto outros
sao retidos (Fahn 1979, Kuo & Pate 1985, Adler 2001). A presenca de compostos do
metabolismo secundario no néctar € bem documentada em nectarios florais, em
detrimento aos NEF (Baker & Baker 1975, Baker et al. 1978b, Stephenson 1982, Smith et
al. 1990, Adler 2001, Varassin et al. 2001, Adler & Irwin 2005, Nicolson et al. 2007). Em
Passiflora, o relato destes compostos no exsudato proveniente dos NEF €& ainda
inexistente.

Diante da importancia das glandulas peciolares nas defesas constitutivas e
adaptativas que se estabelecem entre Passiflora e as borboletas Heliconiini, a
identificacdo destas estruturas em Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims provera dados
que poderéo auxiliar na compreensao das relagdes co-evolutivas desenvolvidas por estes

organismos.
Objetivos

O presente estudo tem o propésito de caracterizar a morfologia e estrutura das

glandulas peciolares de Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims.

Objetivos especificos
e Verificar a ocorréncia de acgucares no exsudato pelo uso de tiras de identificacao

de glicose (glicofita) e efetuar registros fotograficos dos eventuais coletores;
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¢ Realizar um estudo morfolégico e ontogenético com o escopo de verificar a
origem, estrutura e funcéo destas glandulas;

e Verificar a natureza quimica do material sintetizado pelas glandulas através de
testes histoquimicos convencionais;

e Identificar compostos quimicos de massas conhecidas — acucares e compostos
bioativos — no exsudato produzido pelas glandulas;

e Analisar a micromorfologia e identificar os atomos constituintes dos cristais

presentes nestas glandulas.

Materiais e Métodos

Em campo

Individuos de P. alata e P. edulis foram coletados pela manha no CPQBA (Paulinia,
SP), disponibilizados pelo Prof. Dr. Pedro Melillo de Magalhdes, e identificados pelo
especialista Dr. Luis Bernacci do Instituto Agronédmico de Campinas (IAC). O material
testemunha de cada espécie foi providenciado e incluido no Herbario UEC. Dados
referentes ao material testemunha sdo apresentados a seguir: P. alata — BRASIL: SAO
PAULO: Paulinia, CPQBA, 25-VII-2009, P.R. Cardoso 3 (UEC 145620); P. edulis —
BRASIL: SAO PAULO: Paulinia, CPQBA, 24-X1-2008, P.R. Cardoso 2 (UEC 111509).
Ressalta-se que ambas as espécies sdo cultivadas sob as mesmas condi¢oes.

Os aspectos morfolégicos da ontogénese das glandulas peciolares foram registrados
de dois individuos sombreados e dois expostos a luz solar de cada espécie. As bases dos
ramos vegetativos foram isoladas com graxa in6cua “Tanglefoot” (figura 1) para evitar a

remocao do exsudato pela fauna associada; na manha seguinte ao isolamento dos ramos,
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as glandulas cuja secrecédo era profusa foram testadas com glicofita (figura 2) (Keeler &
Kaul 1979, Dias 2008) e o exsudato coletado para analises quimicas posteriores.

Observacgdes e registros fotograficos foram realizados no periodo da manha para
verificar se o exsudato produzido pelas glandulas peciolares provia recursos a fauna
associada. Fotos de formigas foram enviadas ao Prof. Dr. Carlos Roberto Brandao (Museu
de Zoologia, USP) e das abelhas a Profa. Dra. Marlies Sazima (Departamento de Biologia
Vegetal, Unicamp) para identificacdo. Os aspectos morfologicos das glandulas peciolares
foram registrados em dois individuos sombreados e dois expostos a luz solar de cada
espécie. O registro fotografico dos aspectos relevantes foi obtido com a camera digital
Sony Cyber-Shot DSC-H1 e as imagens (600dpi) editadas no programa Photoshop 7.0
para elaboracéo das pranchas.

O critério adotado na selecdo do numero de nés para o acompanhamento da
ontogénese foi o apice caulinar e folhas dos sete nds subseqilientes em ambas as
espécies, visto que a partir do sexto né visivel as laminas foliares podem ser encontradas

em total expansao.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia por energia dispersiva de
raios-x (EDS)?

Pecas fixadas em FAA (Johansen 1940) e Karnovsky (Kraus & Arduin 1997) de um
individuo de cada espécie foram isoladas, desidratadas em série etilica ascendente, secas
pelo método de ponto critico e metalizadas com ouro coloidal (Ascensédo et al. 1999,

modificado).

2 A incidéncia do feixe de elétrons sobre um mineral provoca a excitacdo dos elétrons mais externos dos
atomos ou ions constituintes, promovendo mudangas nos niveis energéticos; o retorno dos elétrons a
posicdo inicial libera a energia adquirida, emitida em comprimento de onda no espectro de raios-x. O
detector instalado na camara de vacuo do MEV mede a energia associada a esse elétron, correspondente a
um atomo ou ion distinto, identificando os elementos constituintes da amostra (Goldstein et al. 1994).
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A microandlise dos cristais foi realizada em secc¢des longitudinais dos nectarios
peciolares em fase secretora de ambas as espécies. O material foi fixado, desidratado e
seco conforme as técnicas supramencionadas, e metalizado com ouro ou cobertos com
carbono (Rio et al. 2008).

A metalizacdo do material botanico com ouro coloidal para visualizacdo em MEV
requer uma camada espessa deste metal (200s) devido a sensibilidade do material
botanico aos feixes de elétrons e ao espalhamento de elétrons promovido pela clorofila.
Entretanto, para o estudo em EDS, a metalizacdo com ouro introduz artefatos no espectro,
ao promover o0 surgimento de picos correspondentes a este metal. Recomenda-se a
metalizacdo com carbono para estudos de cristais em EDS, pois esta técnica nao introduz
artefatos e facilita a localizac&o dos cristais (Razzo, comunicacao pessoal).

As observacdes, microanalises e captura de imagens (600dpi) foram procedidas em
microscopio JEOL JSM 5000LV 6350 acoplado ao espectrometro por energia dispersiva
de raios-x a 20kV, do Instituto de Quimica/Unicamp, e as imagens editadas no programa

Photoshop 7.0.
Estudos estruturais e histoquimicos

Ramos vegetativos aéreos de dois individuos de cada espécie foram fixados em

FAA (Johansen 1940) por 24h para preservar compostos hidrofilicos; em formalina neutra

tamponada (FNT; Lillie 1965) por 48h para os compostos lipofilicos; e em sulfato ferroso

em formalina (SFF; Johansen 1940) por 48h para a localizacdo in situ de compostos
fendlicos totais (Castro & Demarco 2008).

Glandulas peciolares foram isoladas; o material foi desidratado em série butilica

ascendente (&lcool butilico terciario, Johansen 1940) e incluido em parafina. Os cortes

seriados obtidos foram corados com safranina e azul de astra (Gerlach 1969) e tripla
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coloracao de Flemming (Johansen 1940) para estudos estruturais, e as laminas montadas
em resina sintética. A observacéao de cristais foi realizada sob luz polarizada.

Testes histoquimicos® foram aplicados em material fresco e fixado proveniente de um
individuo de cada espécie. Os ensaios foram procedidos nas glandulas em fase secretora
para a localizacéo in situ das principais classes de compostos quimicos que constituem a
secrecdo: grupos 1,2-glicol presentes em polissacarideos totais (McManus 1948, Jensen
1962), compostos alifaticos (Pearse 1985), terpendides (David & Carde 1964), compostos
fendlicos totais (Johansen 1940, Castro & Demarco 2008), flavondides (Charriére-Ladreix
1976, Wollenweber 1982, Tattini et al. 2000) e aminas terciarias e quaternarias presentes
em alcaloides (Yoder & Mahlberg 1976, Furr & Mahlberg 1981, Svedsen & Verpoorte
1983). Os tratamentos estao citados na tabela 1.

O controle dos testes hidrofilicos foi procedido de acordo com as respectivas
técnicas; aos testes lipofilicos foi realizada a extracdo prévia dos compostos lipofilicos pela
solugcdo cloroférmio/metanol/agua/acido cloridrico (66:33:4:1 v/v; High 1984) e posterior
fixacdo em FNT (Lilie 1965). O controle dos testes para deteccao de alcaldides foi
efetuado pelo tratamento prévio das pecas com &cido tartarico 5% (Svedsen & Verpoorte
1983). Seccdes a mao livre foram realizadas em individuos expostos ao sol e sombreados
para a localizagdo in situ de antocianinas. As laminas foram montadas em gelatina
glicerinada.

Observagdes sob fluorescéncia na banda do ultravioleta (UV) foram realizadas em
microscépio de epifluorescéncia Olympus BX51 equipado com lampada de mercurio
(HBO 100W) e filtro bloqueador BA420 (filtro de excitagdo BP330-385 e espelho

dicromatico DM400).

® A sensibilidade dos testes histoquimicos é da ordem de 1-10pg; compostos cuja concentracdo se
apresenta em tragos néo séo detectados (Goodwin 1976).
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Os aspectos relevantes foram registrados através de imagens (600dpi) obtidas na
camera digital DP71 acoplada ao fotomicroscopio Olympus BX51 e em filme Pro Image
Kodak 100, e os negativos digitalizados. As escalas foram obtidas pela projecdo da
lamina micrométrica nas mesmas condicbes Opticas. As imagens foram editadas no

programa Photoshop 7.0 para a elaboragéo das pranchas.
Andlise quimica do exsudato — espectrometria de massas (MS)*

O exsudato proveniente de diferentes glandulas de ambas as espécies foi coletado
com microcapilares, agrupados e armazenados em tubos eppendorff a -10°C (Thadeo et
al. 2008).

A analise das amostras foi realizada em triplicata. A aliquota de 10ul do exsudato
foi solubilizada na concentracdo de 50ug/ml em agua: metanol (7:3, v:v) contendo 5mmol/I
de cloreto de sédio ou potassio (Souza 2008).

As amostras foram aplicadas por injecao direta em dois equipamentos distintos: os
espectros 70, 72 e 73 foram obtidos no espectrometro de massas Q-TOF Micromass
Waters; o espectro 71 no espectrometro de massas Thermofischer Scientific High
Resolution Mass Spectrometer 7.2 Tesla, FT-LQT-MS Ultra. As condi¢cdes de andlises
foram as mesmas em ambos 0s espectrometros: temperatura de dessolvatacdo a 100°C,
em que o nitrogénio foi usado como gas de nebulizacdo e dessolvatacdo; capilar de

3000V; cone de 40V. A deteccéo foi feita em modo positivo e negativo® de ionizacdo em

* A espectrometria de massas é um método analitico de identificacéo dos diferentes atomos e moléculas que
compdem uma substancia. A amostra inserida no espectrometro de massas € bombardeada com elétrons
para produzir ions, ou atomos eletricamente carregados, que atravessam um campo magnético curvando
distintamente suas trajetérias, de acordo com suas massas molares. O campo separa 0s ions e atomos
eletricamente carregados em um padrdo chamado espectro de massa, em que a massa e a carga dos ions
E)odem ser medidas e identificadas por sua posi¢éo no espectro (Gross 2004).

O espectro no modo positivo detecta os ions protonados (com cargas positivas); no modo negativo, as
espécies desprotonados (cargas negativas) (Gross 2004).
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pressdo atmosférica. As analises foram obtidas em modo de scan continuo; a aquisicédo e
processamento dos espectros foram realizados com o software Excalibur 2.0 SR1™.

O processamento e analise das amostras foram realizados no laboratério Thomson
de Espectrometria de Massas, no Instituto de Quimica/Unicamp, sob a supervisdo e

auxilio da Dra. Alexandra C.H.F. Sawaya e Msc. Nathalia Luiza Andreazza.

Resultados
Dados macromorfolégicos e observacdes de campo (figuras 1-18)

O exsudato profuso é registrado apenas nos individuos cuja base dos ramos foi
isolada com graxa inOcua para evitar o acesso das formigas as glandulas peciolares
(figura 1). A presenca de glicose no exsudato é evidenciada pelo uso da glicofita (figura 2)
em individuos de ambas as espécies ja a partir do primeiro no visivel.

Os NEF em fase secretora possuem morfologia distinta. P. alata apresenta duas a
quatro glandulas de formato estipitado-crateriforme, com 1-2mm de altura e coloracao
amarela (figuras 3-9). Os NEF s&o assincronicos em seu desenvolvimento — e,
consequentemente, na liberacdo de néctar —, ocorrendo primeiro nas glandulas préximas
ao caule (glandulas inferiores, figura 3). O néctar acumula-se na regido crateriforme do
nectario e é exposto no apice da glandula localizada na porcdo superior do peciolo
(glandula superior; figura 4), a partir do segundo né visivel. A distincdo morfolégica entre
as diferentes fases de desenvolvimento dos NEF é evidente nos primeiros nos visiveis: no
par de glandulas do segundo no € observada a morfologia convexa, caracteristica da fase
pré-secretora (figura 3), e estipitado-crateriforme no par inferior, propria da fase secretora
(figuras 3,4). A visualizagdo morfologica das fases de desenvolvimento dos NEF é

dificultada nos nds subseqlientes, em que as glandulas em um mesmo peciolo parecem
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sincronizadas, e volta a ser notavel a partir do sexto nd, em que a fase pds-secretora ja
pode ser constatada nas glandulas inferiores (figura 5).

Os individuos de P. edulis expostos ao sol apresentam antocianinas na epiderme
de drgdos jovens e sdao menos consumidos quando comparados aos individuos
sombreados. Esta espécie apresenta um par de NEF na base da lamina foliar (figuras 10-
15). As glandulas possuem formato convexo, com 1-1,5mm de altura e coloracéo verde
em individuos sombreados (figuras 10,12,13) e avermelhada nos expostos ao sol (figuras
11,14,15). O desenvolvimento dos NEF é sincronico (figuras 12,14) e o néctar deposita-se
sobre a superficie da glandula (figuras 13,15). A morfologia céncava, caracteristica da fase
secretora, é observada a partir do segundo no visivel. A fase pos-secretora de néctar pode
ocorrer nos NEF a partir do quinto no (figura 16).

Formigas do género Crematogaster sdo observadas coletando o néctar de ambas
as espeécies (figuras 6,7,17,18) e, eventualmente, promovem injarias na epiderme
secretora dos NEF de P. edulis. Em P. alata, abelhas operéarias “jatai” — Tetragonisca

angustula (Latreille 1811) — também coletam o néctar (figuras 8,9).
Dados micromorfolégicos e ontogenéticos (figuras 19-57)

Ontogénese dos NEF peciolares em MEV (figuras 19-31)

A fase meristemética dos NEF é evidenciada pelo surgimento de protuberancias na
base do primordio foliar, um a dois pares em P. alata e um par em P. edulis (figuras 19-
21,27), que aumentam em volume até adquirir formato aplainado (figuras 21,28), indicativo
do inicio da fase pré-secretora. Em P. alata, a fase pré-secretora € caracterizada pelo
alongamento da por¢éo periférica do NEF, denotando o formato estipitado-crateriforme da

glandula (figuras 22-24); em P. edulis, o NEF aumenta em volume, tornando-se convexo.
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Em ambas as espécies, a fase secretora € identificada pela distensédo da cuticula
na regido central do NEF (figuras 25,29-31). Inicialmente, observam-se pequenas
elevacbes na porcdo central da glandula (figuras 25,29), que se sobressaem formando
regides abauladas (figura 30). A formacéo do espaco subcuticular decorrente da distensao
da cuticula é evidenciada na secc¢éao transversal da glandula (figura 31).

A fase poOs-secretora em ambas as espécies é caracterizada pela colonizacdo de
fungos na regido secretora e pelo aplainamento da regido periférica dos NEF de P. alata

(figura 26).

Ontogénese dos NEF peciolares em microscopia Optica (32-57)

A formacao dos NEF envolve a atividade dos trés meristemas primarios. No inicio
do desenvolvimento, divisbes celulares periclinais e anticlinais na protoderme e em
diversos planos no meristema fundamental originam uma protuberancia na base do
primordio foliar (figuras 32,34,47). As glandulas recebem um corddo procambial do
primérdio foliar que se ramifica em direcdo ao centro da glandula (figuras 33,37,38,46).

As células da protoderme comecam a se diferenciar radialmente, do centro para a
periferia do nectario, passando por divisdes periclinais que culminam com a formacéo da
epiderme multipla em palicada (figuras 34,47), enquanto células da protoderme de posi¢cédo
periférica continuam a se dividir anticlinalmente. A visualiza¢&@o de cristais ja ocorre a partir
desta fase (figuras 35,36).

A assincronia no desenvolvimento dos nectarios é evidenciada na figura 37: o NEF

inferior est& no final da fase pré-secretora e o superior no final da fase meristemética.
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Fase pré-secretora

Em ambas as espécies, a regido central do nectario apresenta epiderme multipla,
composta por até trés camadas de células em palicada; a regido periférica da glandula
possui uma camada de células pavimentosas (figuras 38,48,49).

A fase pré-secretora de P. alata caracteriza-se pela presenca de dois tipos distintos
de células parenquimaticas que se diferenciam a partir do meristema fundamental: células
do parénquima nectarifero — menores, com nucleo periférico, nucléolo evidente, vacuolos
distintos e citoplasma denso — e, limitadas pelos feixes vasculares em diferenciacao,
células do parénquima subnectarifero — composto por células parenquimaticas comuns. O
formato estipitado-crateriforme deve-se a proliferacdo das células parenquimaticas
comuns na regiao sob os tecidos nectariferos e periférica da glandula (figura 38).

Em P. edulis a distincdo entre o parénquima nectarifero e subnectarifero nédo é
facilmente visualizada, sendo ambos limitados pelas terminacdes vasculares. As células
do parénquima nectarifero aumentam em numero e volume, promovendo o formato
convexo (figuras 48,49).

Todos os tecidos estao diferenciados ao final da fase pré-secretora em ambas as

espécies.

Fase secretora

Esta fase é determinada pela distenséo da cuticula em ambas as espécies (figuras
39,52). Os fixadores preservam diferencialmente os compostos hidrofilicos: o pré-néctar® é
preservado nas glandulas fixadas em FAA dos individuos de ambas as espécies (figuras

39,50,51).

® A solucéo resultante da modificacdo do contetido do floema pelos tecidos nectariferos é denominada pré-
néctar (Fahn 1979, Vassilyev 2010).
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Epiderme — apresenta uma fina cuticula e flanges’ que se estendem até a parede
periclinal interna da primeira camada celular (figura 54). Estas células sédo polinucleadas,
nacleos em posicao central ou basal, com conteddo denso e inUmeras vesiculas (figuras
40,41,53,54). O néctar produzido é confinado ao espaco subcuticular, situado entre a
cuticula e a parede periclinal externa das células epidérmicas; a liberacdo do néctar pela
epiderme nectarifera promove distenséo cuticular (figuras 39,52). Estbmatos e rompimento
de cuticula ndo sdo observados. Em alguns nectarios processados de P. edulis, observou-
se ruptura da cuticula na regido secretora ap0s a coleta do néctar por formigas.

A epiderme nectarifera multipla € constituida por células em palicada que possuem
numerosos vacuolos ou um grande vacuolo com conteudo denso ou granuloso. Em P.
alata, o conteudo vacuolar possui alta afinidade pelo corante violeta cristal (figuras 40,41);
em P. edulis, o conteudo vacuolar apresenta baixa afinidade pela safranina, sendo
observado o contorno de vacuolos — um grande ou pequenos e numerosos (figuras 53,54).
Tecido secretor e fundamental — o parénquima nectarifero de P. alata € composto por uma
a cinco camadas distintas das células do parénquima ndo-secretor e separadas destas
pelas terminacBes vasculares (figura 39). As células do parénquima nectarifero
apresentam paredes finas, nucleo proeminente, citoplasma menos denso que as células
epidérmicas nectariferas e sdo mais volumosas; estas células aumentam em volume
proximo as terminacdes de floema. Idioblastos secretores sdo visualizados nas
terminacfes vasculares e dispersos no parénquima nectarifero (figuras 39,44). O
parénguima subnectarifero possui grdos de amido evidenciados sob luz polarizada (figuras
42,43). O parénquima nectarifero de P. edulis possui trés a dez camadas de células muito

semelhantes ao parénquima subnectarifero, distintos pela presenca das terminacdes

" Espessamentos irregulares coextensivos aos contornos laterais das paredes anticlinais das células

epidérmicas (Miller 1985).
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vasculares entre estes dois tecidos (figuras 49-51). Idioblastos secretores e gréos de
amido ndo sao observados. Em ambas as espécies, os cristais estdo distribuidos por todo
0 nectario, préximos aos feixes vasculares (figuras 39,55,56).
Tecido vascular — o feixe vascular principal provém do peciolo e se ramifica na base do
nectario. As terminacfes vasculares consistem apenas de floema, contiguo ao
parénquima nectarifero (figuras 39,44,50-52). Contato entre o floema e a epiderme
nectarifera ndo é observado.

A fase pos-secretora é evidenciada pela presenca de hifas de fungos em P. alata e

a perda da integridade da epiderme de ambas as espécies (figuras 45,57).
Histoquimica dos NEF em fase secretora (figuras 58-69)

Os resultados da localizagéo in situ dos compostos quimicos presentes nas células

dos NEF peciolares de ambas as espécies estdo apresentados na tabela 1.



Tabela 1. Resultados dos testes histoquimicos

de P. alata e P. edulis.
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realizados nos nectarios peciolares

Tratamentos Nectarios peciolares
(referéncias) Compostos Cor i
identificados (resultado positivo) P. alata P. edulis
(figuras) (figuras)
grupos 1,2- + +
reacdo PAS glicol presentes epiderme e epiderme e
(McManus 1948, em magenta parénquima parénquima
Jensen 1962) polissacarideos nectariferos nectariferos
totais (58) (66)
+
cuticula e flanges +
preto de Sudao B compostos CUt'CUIareAS’ ep_lderme cuticula e flanges
er azul a preto e parénquima ;
(Pearse 1985) alifaticos . cuticulares
nectariferos, (68)
idioblastos
(59)
+ +
reacdo PAS / grup”c::sé)&,z- epiderme e epiderme e
preto de Sudao B g magenta/azul a preto parénquima parénquima
compostos . . . .
(Pearse 1985) e nectariferos/ cuticula  nectariferos/ cuticula
alifaticos
(60) (67)
+
reagente de Nadi egrlgﬁrrﬂi?nz
(David & Carde terpendides vinho, azul e lilas P b -
nectariferos,
1964) L
idioblastos
(61)
+
- epiderme e
SFF* compostos marrom a preto epiderme nectarifera e aFt)rén uima
(Johansen 1940)  fendlicos totais P idioblastos P qf
(62) nectariferos
(69)
reagente natural A +
(Charriére-Ladreix .
epiderme e
1976, flavondides amarelo esverdeado em arénquima )
Wollenweber UV gectagferos
1982, Tattini et al. (63)
2000)
reagente de
Dragendorff aminas +
(Yoder & terciarias e epiderme e
Mahlberg 1976, quaternérias marrom avermelhado parénquima -
Furr & Mahlberg presentes em nectariferos,

1981, Svedsen &
Verpoorte 1983)

alcaléides

idioblastos (64)

Notas: * fixador; ** 350-390nm; +, resultado positivo; -, resultado negativo.

Em ambas as espécies, os testes com preto de Suddo B evidenciam os flanges

cuticulares que em algumas regides se estendem até a parede periclinal interna da

primeira camada de células epidérmicas em palicada (figura 59,68); os testes com a
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reacdo PAS e preto de Sudao B revelam o acumulo de exsudato no espacgo subcuticular
formado entre a parede periclinal externa e a cuticula (figura 67).

Em P. alata, os testes histoquimicos evidenciaram resultado positivo nas células da
epiderme nectarifera e também do parénquima nectarifero, indicando a presenca de
compostos hidro e lipofilicos no interior das mesmas células. A natureza lipofilica dos
idioblastos encontrados no parénquima nectarifero é evidenciada pelo resultado positivo
para compostos alifaticos; no interior destas células, os testes evidenciam a co-ocorréncia
de terpendides, compostos fendlicos totais e alcaldides; a reacdo PAS nestas células
apresenta resultado positivo no controle, indicando que este resultado é falso positivo e
nao deve ser considerado para efeitos analiticos.

Em P. edulis, polissacarideos e compostos fendlicos sao localizados no interior das
células da epiderme nectarifera (figura 69). As seccbes a fresco detectam a presenca de

antocianinas apenas na epiderme nao secretora (figura 65).
Andlises quimicas qualitativas do néctar em MS (figuras 70-73)

Aclcares — glicose elou frutose® e sacarose sdo detectadas no espectro full scan do
néctar de ambas as espécies (figuras 70,71,72).
Compostos bioativos - o flavondide apigenina € detectado no néctar em ambas as
espécies (figuras 70, 73) e os alcaldéides harmana, harmina e harmalina em P. edulis
(figuras 72 e 73), a partir dos espectros obtidos em full scan de P. alata e referentes aos
intervalos da razdo massa/carga (m/z) de ambas as espécies.

A diferenca nas massas correspondentes & glicose ou frutose (MM°=180g/mol),

sacarose (MM=342g/mol), apigenina (MM=270g/mol), harmana (MM=189g/mol), harmina

8 A técnica aplicada nao diferencia isémeros.
° Massa molar.
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(MM=228g/mol) e harmalina (MM=221g/mol) decorrem da ligacdo destes compostos com

fons hidrogénio (MM=1g/mol), sédio (MM=23g/mol) ou potassio (MM=39g/mol) *°.
Andlise dos cristais em MEV — EDS (figuras 74-78)

Em P. alata, os NEF peciolares apresentam cristais morfologicamente distintos:
agregado cristalifero (figura 74, inset) e areia cristalifera (figura 75, inset), ambos no
parénquima nectarifero de um mesmo NEF.

O material metalizado com ouro coloidal apresenta um pico relativo a camada
espessa deste metal usada para cobrir o material botanico (figura 74, seta); para evitar o
surgimento deste artefato, o material foi coberto com carbono (figuras 75-78).

O espectro obtido com o feixe focado no cristal tipo agregado cristalifero denota a
presenca de atomos de calcio, carbono e oxigénio, em que a abundéancia relativa de célcio
€ a maior observada (figura 74). O pico relativo ao nitrogénio é muito semelhante ao ruido
apresentado pelo espectro e ndo sera considerado para efeitos analiticos.

Os espectros evidenciados nas figuras 75 e 76 correspondem a areia cristalifera e
ao sinal background, respectivamente. O espectro relativo a areia cristalifera detecta
atomos de aluminio, célcio, carbono, enxofre, ferro, fésforo, oxigénio, silicio e sédio, em
que o ferro apresenta a maior abundancia relativa. A anélise comparativa do background
evidencia a presenca de carbono, enxofre, fosforo, oxigénio e sddio; a excecdo de

carbono e oxigénio, constituintes comuns da parede celular, os atomos detectados estao

19 O espectrdmetro de massas fornece a massa de fons; moléculas neutras, que ndo contdm grupos
guimicos naturalmente carregados, ndo sdo detectadas. A glicose, uma molécula neutra, apresenta uma
massa molecular nominal de 180Da. A ionizagdo desta molécula envolve a incorporagdo de adutores
idnicos, sendo comuns os cations sodio (Na") e potassio (K*). Neste processo, o adutor participa de ligagbes
coordenadas com o analito, fornecendo a ele sua propria carga. No processo de ionizagao da glicose com o
cation Na', a massa idnica da glicose passa de 180Da para 203Da, ou seja, seu ion pseudo-molecular tem
m/z 203 [M+Na]". Se z=1, pela subtragéo do adutor se conhece a massa do composto original: m/z 203— 23
(Na")=180Da (Souza 2008).
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em concentracdes relativas insuficientes, sendo desconsiderados no espectro relativo a
areia cristalifera.

Cristais do tipo drusas sdo encontrados no parénquima nectarifero dos NEF
peciolares de P. edulis (figuras 77 e 78, inset). Os espectros evidenciam a presenca de
atomos de carbono, oxigénio, célcio e sédio, em que a abundancia relativa de calcio € a
maior enquanto a de sodio é muito proxima ao limite operacional do sistema e nédo sera
considerada para efeitos analiticos. As drusas presentes em diferentes regides de um

mesmo NEF apresentam os mesmos elementos quimicos constituintes.

llustracdes
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Figuras 1-5. Nectarios extraflorais (NEF) peciolares de Passiflora alata Curtis;
procedimentos para evitar a coleta e evidenciar a presenca de aclUcar no
exsudato. 1. Ramo isolado com graxa inocua. 2. Resultado positivo na glicofita. 3.
Apice caulinar vegetativo e trés nds visiveis subsequentes; dois pares de NEF
assincrénicos no segundo né e um par no terceiro nd. 4. Fase secretora; notar
exsudato profuso na glandula superior. 5. Fase poés-secretora no par inferior.

Barras: 2cm.
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Figuras 6-9. Coletores nos NEF peciolares de Passiflora alata Curtis. 6,7.
Formigas do género Crematogaster coletando néctar nas glandulas superiores (6)
e inferiores (7) do quarto e sexto nos, respectivamente. 8,9. Abelhas da espécie
Tetragonisca angustula (Latreille 1811) pilhando néctar no quinto (8) e sétimo nos

(9). Barras: 1cm.
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Figuras 10-18. NEF peciolares de P. edulis Sims. 10,12,13,16. Individuo
sombreado. 11,14,15,17,18. Individuo exposto ao sol. 10,11. Apice caulinar
vegetativo e nés visiveis subsequientes. 12-15. Um par de NEF sincronicos em
fase secretora. 13,15. Notar exsudato profuso. 16. Fase pos-secretora. 17,18.

Formigas do género Crematogaster coletando néctar. Barras: 1cm.
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Figuras 19-22. Ontogénese dos NEF peciolares de P. alata Curtis em MEV: fase
meristematica a pré-secretora. 19. Apice caulinar vegetativo e nés subseqiientes.
20. NEF em fase meristematica no primordio foliar (seta). 21,22. Par superior em
fase meristematica e par inferior em fase pré-secretora; formato aplainado (21) e

crateriforme (22). Barras: 1mm (19), 500um (20).
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Figuras 23-26. Ontogénese dos NEF peciolares de P. alata Curtis em MEV: fase
pré-secretora a pés-secretora. 23. NEF superior em fase pré-secretora e inferior
em fase secretora. 24,25. Formato estipitado-crateriforme do NEF em fase pré-
secretora (24); cuticula distendida do nectario em fase secretora (25). 26. NEF em

fase pos-secretora; notar hifas de fungos.
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Figuras 27-31. Ontogénese dos NEF peciolares de P. edulis Sims em MEV: fase
meristematica a secretora. 27. Apice caulinar vegetativo, NEF em fase
meristematica no primordio foliar (seta). 28. NEF em inicio da fase pré-secretora;
formato aplainado. 29-31. NEF em fase secretora; formato convexo; notar cuticula
distendida (29,30) e espaco subcuticular (31). Barras: 1mm (27), 500um (28-30),
300um (31).
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Figuras 32-38. Ontogénese dos NEF peciolares de P. alata Curtis. Fase
meristemética (32-37) a pré-secretora (37-38). Secc¢bes longitudinais. 32.
Protuberéancia no primérdio foliar. 33. Meristema fundamental em divisdo no inset;
notar corddo procambial. 34. Divisdo periclinal na protoderme. 35,36. Cristais
evidenciados em luz polarizada (36). 37. Glandula superior em fase meristematica
e inferior em fase pré-secretora. 38. Parénquima nectarifero visualizado pelo
denso conteudo celular (pré-néctar). Barras: 25um (32), 75um (33,38), 10um (34),
30pm (35,36), 150um (37).
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Figuras 39-45. Ontogénese dos NEF peciolares de P. alata Curtis. Fase secretora
(39-44) a pos-secretora (45). Seccgbes longitudinais. 39. Cuticula distendida;
idioblastos no parénquima nectarifero e nas terminacdes do floema; cristais (seta).
40,41. Epiderme nectarifera multipla. 42,43. Graos de amido (seta) evidenciados
em luz polarizada (43). 44. Células epidérmicas pavimentosas na periferia do
NEF. 45. Notar hifas de fungos (seta). Barras: 75um (39), 25um (40,42,43), 10um
(41), 30um (44,45).
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Figuras 46-51. Ontogénese dos NEF peciolares de P. edulis Sims. Fase
meristemética (46,47), pré-secretora (48,49) e secretora (50,51). Seccles
longitudinais. Fixadores: FAA (46,47, 50,51) e FNT (48,49). 46. Notar corddes
procambiais. 47. Divisdo peri e anticlinal na protoderme; meristema fundamental
em divisdo no inset. 48. Células epidérmicas pavimentosas na periferia do NEF.
48,49. Epiderme nectarifera multipla. 50,51. Epiderme e parénquima nectariferos;
notar pré-nectar no interior das células secretoras. Barras: 30um (46,51), 25um

(47), 75um (48-50).
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Figuras 52-57. Ontogénese dos NEF peciolares de P. edulis Sims. Fase secretora
(52-56) a pobs-secretora (57). Seccbes longitudinais. 52. Cuticula integra
distendida; parénquima nectarifero e subnectarifero delimitados pelas termina¢des
vasculares. 53,54. Epiderme nectarifera multipla, flanges cuticulares evidenciados
pelo preto de Suddo B (54). 55,56. Cristais no parénquima nectarifero
evidenciados em luz polarizada (56). 57. Notar perda da integridade da epiderme.

Barras: 75um (52), 25um (53-56), 150um (57).
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Figuras 58-64. Localizagdo in situ de compostos quimicos nos NEF peciolares em
fase secretora de P. alata Curtis. Secg¢bes longitudinais. Fixadores: FAA
(58,60,63,64), FNT (59), SFF (62); material fresco (61). 58. Reacdo PAS. 59.
Preto de Sudéao B. 60. Reacdo PAS e preto de Sudéao B. 61. Reagente de Nadi.
62. Notar compostos fendlicos na epiderme pavimentosa e nos idioblastos
secretores. 63. Reagente natural A. 64. Reagente de Dragendorff. Barras: 50um

(58,62,64), 75um (60,61), 30pm (63,59).
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Figuras 65-69. Localizagdo in situ de compostos quimicos nos NEF peciolares em
fase secretora de P. edulis Sims. Secc¢bes longitudinais. Material fresco (65);
fixadores: FAA (66,68), FNT (67), SFF (69). 65. Antocianinas. 66. Reacdo PAS.
67. Reacado PAS e preto de Sudao B. 68. Preto de Sudao B. 69. Notar compostos
fendlicos na epiderme nectarifera. Barras: 150um (65), 75um (66-68), 30um (69).
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Figura 70. Espectro MS do néctar proveniente dos NEF peciolares de P. alata Curtis em modo positivo; full
scan. Perfil dos ions correspondentes a glicose e/ou frutose (m/z 203 e 219), sacarose (m/z 343, 361 e 381) e

apigenina (m/z 271).



Relative abundance TOF M5 ES+
100- 219.0245

203.0673 3261351
o

1450622 163.0707
p 381.0990
1270483 221.0423 2891094 343-"355?61 . 391143
198.1023 .
USSR < 2500903 271.0974

] o | | | III:IIIIIII

) L L L L
B0 a0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 aao 420 440




52

Figura 71. Espectro MS do néctar proveniente dos NEF peciolares de P. edulis Sims em modo positivo; full

scan. Perfil dos ions correspondentes a glicose e/ou frutose (m/z 203 e 219) e sacarose (m/z 343, 365 e 381).
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Figuras 72-73. Espectro MS do néctar proveniente dos NEF peciolares de P. edulis Sims em modo positivo;
detalhe dos ions situados entre m/z 196-280. Perfil dos ions correspondentes a glicose e/ou frutose (m/z 203 e
219), harmana (m/z 221) (72), harmina (m/z 251), harmalina (m/z 253) e apigenina (m/z 271) (73).
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Figuras 74-76. Espectroscopia por energia dispersiva de raios-x (EDS) dos cristais
presentes nos NEF peciolares de Passiflora alata Curtis. 74. Espectro obtido com
o feixe focado no ponto 1 da amostra de cristal; agregado cristalifero no inset; a
seta indica o pico referente a metalizagcdo com ouro. 75,76. Espectros obtidos com
o feixe focado no ponto 1 da amostra de cristal (75) e no ponto 2 para obtencao

dos sinais de background (76); areia cristalifera no inset (75). Barras: 5um.
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Figuras 77-78. Espectroscopia por energia dispersiva de raios-x (EDS) dos cristais
presentes nos NEF peciolares de Passiflora edulis Sims. Espectros obtidos com o
feixe focado no ponto 1 da amostra de cristal; drusas no inset. Cada espectro

corresponde a um cristal localizado em posi¢cdes diferentes de um mesmo NEF.

Barras: 5um.
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Discusséo
Morfologia e implicacdes ecoldgicas dos NEF

O resultado obtido com a glicofita, a presenca de formigas do género
Crematogaster coletando o exsudato e fungos na fase pos-secretora sdo evidéncias
consistentes de que as glandulas peciolares em Passiflora alata e P. edulis sdo NEF
(Keeler 1977, 1980; Keeler & Kaul 1979; Smith et al. 1990; Vogel 1998; Apple & Feener
2001, Dias 2008). Estudos realizados de forma isolada provém apenas indicios da
natureza quimica do exsudato liberado pela glandula. Um exemplo de equivoco em
Passifloraceae sé@o as glandulas peciolares de P. foetida: inicialmente foram identificadas
como NEF devido a sua estrutura e posicdo na planta (Roth 1968); posteriormente, o
exsudato foi analisado apenas para a determinacdo do conteudo de aminoéacidos
presentes, com 0 objetivo de comparar a qualidade do néctar em diferentes tipos de
nectarios (Baker et al. 1978b); e apenas a partir do estudo em que observa¢des de campo,
anatomia e histoquimica das glandulas e andlise quimica do exsudato foram realizadas
em conjunto, evidenciou-se que estas glandulas séo lipofilicas (Durkee et al. 1984). A
partir deste trabalho, estudos que legitimem a natureza do exsudato como néctar sdo
necessarios a caracterizacdo de glandulas peciolares em espécies de Passiflora.

Os acucares presentes no exsudato sao a principal fonte de recursos para formigas
mutualistas do género Crematogaster (Lanza 1988). A visualizacdo de néctar profuso apos
o0 isolamento dos ramos com graxa indcua evidencia que o exsudato é coletado de forma
constante. Em Passifloraceae, relacbes mutualistas foram descritas em cinco espécies de
Passiflora — P. adenopoda, P. coccinea, P. incarnata, P. quadrangularis e P. vitifolia — em
que as formigas removem lagartas de Heliconius e outros dipteros, além de coledpteros e

ortépteros (Gilbert 1971, McLain 1983, Smiley 1986, Wirth & Leal 2001, Leal et al. 2006).
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Além das formigas, abelhas, vespas e outros insetos coletam néctar a partir de NEF
(Baker et al. 1978a, O'Dowd 1979, Elias 1983). O registro de Tetragonisca angustula
coletando néctar em um NEF € inédito. Estes insetos ndo apresentam comportamento
agressivo e, neste contexto, sdo analogos aos pilhadores, no mesmo senso usado para
visitantes florais que néo polinizam.

O espectro de sensibilidade a visdo de cores das borboletas Heliconiinae é de 300
a 700nm, e os picos de maxima sensibilidade sédo 450 e 560nm, correspondentes as cores
azul e amarelo, respectivamente (Struwe 1972). As espécies de borboletas que mais
consomem espécies de P. alata e P.edulis nos tropicos sdo Agraulis vanillae, Dione juno,
Eueides isabella, Heliconius erato e H. melpomene (Spencer 1988). Entre estas espécies,
destacam-se Agraulis vanillae, Eueides isabella e Heliconius erato, cujos NEF de P. alata
apresentam alta semelhanca com os ovos destas espécies, tanto na coloracdo quanto no
tamanho (DellErba et al. 2005). As borboletas destas espécies ovipbem apenas em
orgaos jovens da planta que ndo possuam ovos prévios (Benson 1978, Mugrabi-Oliveira &
Moreira 1996, Dell’Erba et al. 2005). Desta forma, os NEF peciolares de P. alata sao
estruturas egg mimics, prevenindo a oviposicao pelas fémeas de insetos deste grupo, e
evitando o seu consumo pelas lagartas. As espécies de borboletas acima mencionadas
depositam seus ovos isolados ou um a trés em E. isabella. A pressdo exercida pelas
borboletas destas espécies poderia explicar a variacdo no nimero de glandulas existentes
em um mesmo individuo de P. alata, simulando oviposi¢6es distintas em cada peciolo.

Individuos de P. edulis expostos ao sol apresentam antocianinas na epiderme de
orgdos jovens e sdo menos consumidos em relacdo aos individuos sombreados. As
antocianinas destacam-se como defesas constitutivas que atuam sobre o herbivoro e sédo
moduladas pelas plantas (Koptur 1992). Estes pigmentos sdo associados a protecdo

contra radiacao ultravioleta excessiva, & manutencao da integridade do protoplasto (Taiz &
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Zeiger 2009) e a inibicdo de folivoros devido ao ndo reconhecimento da cor vermelha
(Karageorgou et al. 2008). Espécies do género Heliconius ndo apresentam sensibilidade
aos comprimentos de onda relativos a esta cor (Crane 1955) e podem néo reconhecer os
orgaos jovens preferenciais para a oviposicdo, o que justificaria 0 menor consumo de
plantas expostas ao sol. Entretanto, o parasitismo e a predacao destas espécies poderiam
diminuir a incidéncia de herbivoros: estes dois eventos podem prevalecer em lianas
presentes em areas iluminadas pelo sol e explicar porque algumas espécies de borboletas
sao incomuns nestes locais (Bentley 1976, Benson 1978).

Os NEF de ambas as espécies apresentam fase secretora a partir do primeiro no
visivel e a fase poOs-secretora ocorre a partir do quinto e sexto nés visiveis em P. edulis e
P. alata, respectivamente. A presenca de glandulas na fase secretora limitada as porcdes
jovens da planta pode ser justificada pela preferéncia das fémeas de borboletas em ovipor
em oOrgdos jovens destas espécies (Williams & Gilbert 1981) e, portanto, essencial ao
recrutamento de formigas nesta regiao.

As diferengas quanto a sincronia no desenvolvimento dos NEF entre as espécies
sdo dados inéditos. Sugere-se que a assincronia dos NEF de P. alata disponibiliza néctar
por um longo periodo, enquanto a sincronia das glandulas de P. edulis oferece,

aparentemente, uma maior concentracéo deste recurso.
Anatomia e histoquimica dos NEF e andlise quimica do néctar

A anatomia dos NEF diferenciados apresenta semelhancas entre ambas as
espécies e outras da mesma familia descritas na literatura (Roth 1974, Durkee 1982, Elias
1983, Jauregui et al. 2002), diferindo apenas na por¢cédo ndo secretora, em que a elevacdo

das glandulas deve-se as células parenquimaticas comuns sob os tecidos nectariferos de
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ambas as espécies, e a porcao crateriforme de P. alata as células parenquimaticas na
regiao periférica.

Os tecidos nectariferos dos NEF peciolares em fase secretora estdo estruturados
de acordo com os padrbes basicos (Fahn 2000, Pacini et al. 2003, Nicolson et al. 2007) e
comumente descritos em espécies de Passiflora (Roth 1974, Durkee 1983, Belin-Depoux
1989, Jauregui et al. 2002): epiderme nectarifera multipla, onde o néctar € liberado ao
exterior provavelmente através de poros na cuticula (Krosnick, comunicacdo pessoal);
parénquima nectarifero, composto por células especializadas que produzem o pré-néctar;
tecido vascular composto majoritariamente por floema, que disponibiliza agua e
fotossintetizados aos tecidos secretores. A especializacédo dos tecidos do nectario, regiao
secretora e epiderme modificada, e as glandulas recebendo seu préprio suprimento
vascular é tipico de NEF foliares que sdo ativos por muito tempo (Elias et al. 1975).

A presenca dos flanges mantém o formato em palicada das células epidérmicas
(Miller 1985). Em P. alata e P. edulis foram identificados flanges que se estendem até a
parede periclinal interna da primeira camada de células epidérmicas. Apesar dos trabalhos
anatdmicos que caracterizam glandulas peciolares relatarem a existéncia de uma cuticula
fina (Roth 1968, 1974; Durkee 1982; Durkee et al. 1984; Jauregui et al. 2002), a ocorréncia
dos flanges é inédita.

Em P. alata e P. edulis, 0 néctar € acumulado no espaco subcuticular formado entre
a cuticula e a parede periclinal externa da epiderme; conforme a secrecdo procede, a
cuticula se distende e torna-se fina. A distensdo de cuticula evidenciada nestas espécies é
relatada a todas as espécies de Passiflora descritas anatomicamente (Roth 1968, 1974;
Durkee 1982; Durkee et al. 1984; Jauregui et al. 2002). Estudos em desenvolvimento
mostram que a liberacdo do néctar é realizada via poros cuticulares em espécies de

Passiflora do subgénero Decaloba (Krosnick, comunicagéo pessoal). A liberacdo do néctar
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pelo rompimento da cuticula foi observada nas espécies estudadas por Durkee (1982).
Entretanto, a ruptura encontrada em alguns nectarios processados de P. edulis esta
associada ao comportamento agressivo das formigas durante a coleta do néctar, e néo foi
observada em P. alata.

A formacdo da epiderme nectarifera multipla em palicada foi registrada em P. alata
e P. edulis. A epiderme mdultipla se origina por divisdes periclinais das células
protodérmicas (Metcalfe & Chalk 1983, Evert 2006). Em glandulas, a Unica descricdo
levantada limita-se aos nectarios do ciatio de Euphorbia pulcherrima (Schnepf 1964).
Descricdes de divisdes periclinais na epiderme nectarifera ja foram registradas em outras
espécies de Passiflora (Roth 1974, Durkee 1982), entretanto, foram descritas apenas as
divisdes periclinais, ndo usado o termo “epiderme multipla”.

Em P. alata e P. edulis, o parénquima nectarifero apresenta semelhancas, com
aspecto compactado durante o desenvolvimento da glandula e células maiores e mais
espacadas nos NEF em fase secretora. As terminagcdes vasculares na base do
parénquima nectarifero sdo compostas apenas por floema. O tipo de vascularizacdo do
NEF pode variar entre géneros ou espécies na mesma familia (Fahn 1979), entretanto, em
todas as glandulas peciolares de espécies de Passiflora ja descritas a vascularizacao
adjacente ao parénquima nectarifero consiste majoritariamente de floema (Durkee 1982,
Jauregui et al. 2002). Contato direto entre os elementos vasculares e as células da
epiderme secretora ndo é observado, conforme descrito em outras espécies de Passiflora
(Durkee 1982).

Graos de amido sao observados no parénquima subnectarifero — ndo secretor — em
P. alata e constituem uma reserva de acuUcares provenientes de outros érgaos da planta;

esta ocorréncia € inédita para NEF. A disponibilizacdo ocorre apds a quebra do amido e



61

sua posterior conversao em glicose, que pode ocorrer durante a noite, para eventuais
coletores, ou em periodos de auséncia do sol (Nicolson et al. 2007).

Os resultados dos testes histoquimicos indicam que o exsudato no interior das
células nectariferas € composto por acglUcares e compostos fendlicos em ambas as
espécies, acrescida de compostos alifaticos, flavondides e alcaléides em P. alata. Desta
forma, a co-ocorréncia de compostos hidrofilicos e lipofilicos no interior das células
nectariferas permite classificar os NEF de P. alata como glandulas de secrecao
heterogénea. A descricdo de secrecdo mista nos tecidos nectariferos do NEF é inédita
para a familia. Em P. edulis e outras espécies de Passiflora, os NEF s&o hidrofilicos
(Durkee 1982) e, em P. foetida, o exsudato das glandulas peciolares € exclusivamente
lipofilico (Durkee et al. 1984).

Em P. alata, alcaldides e flavonodides estéo concentrados nos tecidos nectariferos, e
apenas uma baixa concentracéo relativa de apigenina foi detectada no néctar, sugerindo
haver uma retencao seletiva de compostos secundarios pelas células produtoras do pré-
néctar no NEF. Este evento j4 foi descrito em estudos comparativos entre a composicao
quimica do floema e do néctar em Ricinus communis (Euphorbiaceae) e Vigna unguiculata
(Fabaceae): nestas espécies, 0 néctar € menos rico em aminoacidos e acidos organicos
que o floema, indicando retencdo seletiva de solutos nitrogenados pelos tecidos
nectariferos (Baker et al. 1978a, Pate et al. 1985). Uma possivel funcéo relacionada a
retencdo de compostos secundarios em tecidos nectariferos seria a diminuicdo da
herbivoria destas glandulas. Em P. edulis, alcaldides e flavondides ndo se acumulam nos
tecidos nectariferos dos NEF, mas estdo presentes em tracos no néctar, sugerindo que a
concentracdo destes compostos no néctar e nas células nectariferas é um efeito

pleiotropico da sua concentracao no floema (Adler 2001).
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Idioblastos secretores foram encontrados no parénquima nectarifero de P. alata. O
conteudo destas células apresentou resultado positivo para compostos alifaticos —
terpenos — compostos fendlicos (incluindo flavondides) e alcaldides, caracterizando estas
células como glandulas de secrecdo heterogénea. Idioblastos com contetudo
possivelmente composto por taninos ja foi descrito no parénquima nectarifero dos NEF
convexos de P. oerstedii (Jauregui et al. 2002). Compostos fendlicos e alcaldides provém
do floema (capitulo 3), enquanto os terpenos presentes nos idioblastos ndo sao
localizados em outros tecidos, provavelmente sintetizados nestas células. A sintese de
terpenos em idioblastos é descrita em Chamaerops humilis (Arecaceae) (Caissard et al.
2004): nesta espécie, os idioblastos presentes nas folhas sdo 0s responsaveis pela
liberacdo de volateis que atuam na atracdo de polinizadores, enquanto as pecas florais
nao estado envolvidas neste processo. Neste contexto, a morfologia crateriforme do NEF
peciolar de P. alata disponibiliza um microambiente para a contencdo de volateis
produzidos pelos idioblastos terpénicos, em funcdo analoga a corona das flores de
Passiflora (Garcia et al. 2007). Terpendides sdo 0s principais compostos volateis emitidos
pelas plantas em resposta a herbivoria, sinalizando a artropodes carnivoros para predar
ou parasitar os herbivoros (Pemberton & Lee 1996, Plepys et al. 2002, Tholl et al. 2004).
Os idioblastos terpénicos presentes nos NEF de P. alata poderiam atuar na atracao destes
artropodes, como ocorre em folhas de Gossypium hirsutum, que acumulam terpendides
volateis nas glandulas do mesofilo ou em tricomas que atraem inimigos naturais que
predam folivoros (Kasperbauer & Loughrin 2004).

A ocorréncia de acucar no exsudato foi evidenciada em campo pelo teste com a
glicofita, e as andlises em MS confirmaram a presenca de glicose e/ou frutose e sacarose
em ambas as espécies. A ocorréncia de concentracdes equivalentes de glicose, frutose e

sacarose foi registrada nos NEF de Turnera ulmifolia (Elias et al. 1975), espécie
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pertencente a Turneraceae, familia circunscrita em Passifloraceae nos atuais sistemas de
classificacdo (APG Il 2009). Analises do exsudato dos NEF pertencentes a diferentes taxa
tém demonstrado que alcaldides, compostos fendlicos e aminoacidos nao-protéicos sao
comuns no néctar (Baker & Baker 1975, Baker et al. 1978b). O flavondide apigenina foi
detectado em ambas as espécies; a presenca de flavonoides no néctar confere efeitos
microbicidas (Verpoorte & Schripsema 1994) e acao antioxidante, atuando na conservacao
do néctar (Gould & Lister 2006, Nicolson et al. 2007). Em P. edulis, foram detectados os
alcaléides harmana, harmina e harmalina; a presenca destes compostos esta relacionada
a resisténcia a herbivoria (Adler 2001, Adler & Irwin 2005) e atracdo de consumidores
especificos, pois 0 néctar dissuasivo ou toxico para algum coletor pode ndo afetar outros
(Stephenson 1982, Smith et al. 1990). As diferencas na composicdo do néctar,
evidenciadas pelos diferentes padrées observados nos espectros de P. alata e P. edulis,
podem ser explicadas por ambas as proposi¢cdes sugeridas por Adler (2001): o processo
secretor nos nectarios de ambas as espécies deve ser diferenciado, evidenciado pela
composicdo no conteudo das ceélulas nectariferas e do néctar liberado, e esta distingao
provavelmente esta relacionada a constituicdo diferenciada da solucdo do floema em
ambas as espécies.

Fungos sdo encontrados na regido periférica (ndo secretora) dos NEF em fase
secretora de P. edulis e nas glandulas em fase pés-secretora de ambas as espécies.
Alcaléides, flavondides e terpenos sao antifingicos (Farrell et al. 1991, Dixon & Paiva
1995, Kutchan 2005, Otani et al. 2005, Treutter 2006): a ocorréncia de idioblastos com
conteudo terpénico dispersos no parénquima nectarifero dos NEF de P. alata e
metabdlitos no néctar proveniente dos NEF de ambas as espécies impedem a proliferacédo

destes microorganismos.
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Cristais

A descricdo de cristais nos NEF em fase meristematica de P. alata e P. edulis é
inédita: os registros destas estruturas limitam-se a fase secretora destas glandulas
(Durkee 1982, Durkee et al. 1984, Jauregui et al. 2002, Thadeo et al. 2008). P. edulis
apresenta cristais do tipo drusa, enquanto os resultados obtidos em P. alata descrevem,
ineditamente, agregados cristaliferos e areia cristalifera no parénquima nectarifero de uma
mesma glandula. As drusas e 0 agregado cristalifero apresentam composicdo atdomica
coerente com a estrutura relacionada ao oxalato de célcio — célcio e oxigénio (CaOx).

A presenca de cristais de oxalato de calcio nos nectarios esta relacionada aos
assimilados do floema (Elias & Gelband 1976): o calcio inibe as ATPases presentes na
membrana plasmatica, possiveis responsaveis pelos mecanismos de transporte de
acucares; os cristais teriam a funcéo de imobilizar este célcio (Pascal 1993, Thadeo et al.
2008). Em Glycine max, a presenca de cristais € atribuida ao sequestro de calcio durante
o desenvolvimento do nectéario, causando a formacéo de paredes celulares muito finas no
parénguima nectarifero (Horner et al. 2003).

Fatores como o estado de hidratacdo do cristal, taxa de célcio e oxalato, presenca
de substancias nucleadoras ou contaminantes (acidos orgéanicos) e envolvimento de
estruturas celulares especializadas tém papel na determinagdo da morfologia do cristal
pelos idioblastos cristaliferos (Franceschi & Nakata 2005). Cristais do tipo drusas sdo
descritos nas glandulas peciolares de espécies de Passifloraceae (Solereder 1908, Roth
1974, Durkee 1982, Durkee et al. 1984, Jauregui et al. 2002).

A literatura descreve a areia cristalifera como um tipo de cristal de oxalato de célcio
(Dickison 2000, Evert 2006); entretanto, o atomo encontrado em maior abundancia

relativa, o ferro, permite inferir que a estrutura deste tipo de cristal ndo esté relacionada ao
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oxalato de calcio. A proteina de armazenamento de ferro, ferritina, € amplamente
distribuida na natureza, sendo encontrada em mamiferos, bactérias, fungos e plantas —
nesta denominada fitoferritina. Em contraste com a localizacéo citoplasmatica da ferritina
encontrada nos mamiferos, a fitoferritina é estritamente localizada no ou cloroplasto,
atuando como uma proteina destas organelas (Mark et al. 1983). Este € o primeiro registro
de localizacdo de atomos de ferro fora dos plastidios, sob a forma de cristal. Uma provavel
funcdo para o armazenamento de ferro sob a forma de areia cristalifera seria evitar o
estresse oxidativo promovido pelo excesso de ferro nas células (Taiz & Zeiger 2009).
Provavelmente, este excesso de ferro provém do xilema e uma maneira de se inviabilizar

este processo seria a mobilizacdo de ferro deste tecido sob a forma de cristal, de forma

analoga aos cristais de oxalato de calcio.
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CAPITULO 2

Caracterizacdo morfologica e estrutural das glandulas foliares marginais em

Passiflora edulis Sims e P. alata Curtis (Passifloraceae)

Introducéo

Uma das sinapomorfias de Malpighiales € a presenca de margens denteadas nas
laminas foliares (APG Il 2009, Judd et al. 2009). Os dentes podem representar
ornamentacfes nas margens foliares ou apresentar estruturas secretoras relacionadas a
liberacdo do excedente hidrico da planta — hidatédios — ou ao desempenho de funcdes
ecoldgicas nas plantas, como nectarios extraflorais (NEF) ou glandulas lipofilicas cujo
exsudato é dissuasivo (Roth 1974; Dave & Patel 1975; Belin-Depoux 1982, 1989; Durkee
1982; Durkee et al. 1984; Pascal 1993; Jauregui et al. 2002, Wilkinson 2007). As familias
desta ordem apresentam, ainda, glandulas na margem de estipulas e na base das laminas
foliares de 6rgéos jovens desempenhando a funcao de coléteres (Solereder 1908; Curtis &
Lersten 1974, 1978; Thomas 1991; Gonzéales 1998).

Em Passifloraceae, algumas espécies de Passiflora possuem margem foliar
denteada ou serreada, cujos dentes séo referidos genericamente como ornamentacdes ou
glandulas (Killip 1938, Koptur 1992, Bernacci et al. 2003), sem que estudos que
identifiquem a natureza destas estruturas sejam efetuados. Esta identificacdo é necesséria
em decorréncia da existéncia de espécies neste género que apresentam glandulas

resiniferas ou NEF nesta posicdo (Durkee 1983a,b; Durkee et al. 1984, Jauregui et al.
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2002), cuja finalidade é a defesa direta ou indireta destas espécies contra folivoros,
representando adaptacdes morfologicas para limitar o impacto negativo da herbivoria
(Wackers et al. 2001).

Os NEF estdo associados a atracao de formigas e, eventualmente, atraem outros
predadores (Wéackers et al. 2001, capitulo 1); esta visitacdo reduz a herbivoria (O"Dowd
1979) e aumenta a aptidao reprodutiva das plantas que os possuem (Rico-Gray & Thien
1989, Oliveira 1997). Em Passiflora, estas glandulas se apresentam como protuberancias
sobre os peciolos e ao longo das margens foliares, e como ocelos na face adaxial das
laminas foliares (Jauregui et al. 2002). A presenca destas estruturas é resultado da
relacdo co-evolutiva entre espécies de Passiflora e de borboletas Heliconiini (Benson et al.
1975, Brown 1981, Spencer 1988).

Coléter é um termo funcional relacionado as estruturas secretoras que produzem
uma substancia viscosa que lubrifica e protege gemas em desenvolvimento (Fahn 1979);
esta secrecdo pode ser composta apenas por mucilagem ou por uma mistura de
mucilagem e substancias lipofilicas, incluindo os terpenos (Fahn 1979, 1990; Thomas
1991). A mucilagem é um sistema de hidro-gel composto por agua, &cido péctico e
pequenas quantidades de arabinose, xilose, ramnose, acucares redutores e acidos
organicos; apresenta, ainda, enzimas hidroliticas e oxidativas — pectinesterases,
poligalacturonases, agalacturonases, peroxidases e polifenoloxidases (Gregory & Baas
1989, Cividanes et al. 1993).

Os coléteres podem ser equivocadamente interpretados como “nectéarios extraflorais”
(Dave & Patel 1975, Mohan & Inamdar 1986). Em Passifloraceae sensu lato — atualmente
circunscrevendo Turneraceae e Malesherbiaceae (APG Ill 2009) —, as descricbes de
coléteres sdo escassas, referindo-se a presenca de tricomas na base da lamina foliar no

género Passiflora e Malesherbia (Solereder 1908, Thomas 1991). e, em trabalhos
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recentes, emergéncias presentes nas estipulas e base das laminas foliares em espécies
de Piriqueta e Turnera (Gonzales 1993, 1998).

Os trabalhos que abordam a identificacdo e morfologia das glandulas foliares em
Passifloraceae s.l. sdo escassos e restritos aos géneros Malesherbia, Passiflora, Piriqueta
e Turnera. A tabela 1 apresenta uma sintese das espécies de Passiflora em que glandulas
presentes nos 0rgaos vegetativos aéreos foram identificadas.

Tabela 1. Estudos morfoldgicos e/ou ultra-estruturais realizados em glandulas de espécies

de Passiflora sp. (subgéneros segundo Mischner et al. 2003). H: hidatédio; GR: glandula

resinifera; NEF: nectario extrafloral.

Subgéneros o estruturas secretoras referéncias bibliograficas
espécies descritas
Decaloba
P. biflora NEF Durkee 1982, Durkee 1983b
P. cuneata NEF e H Roth 1974
P. helleri NEF Durkee 1982
P. kahlbreyeri NEF Roth 1974
P suberosa NEE Roth 1974, Garcia et al 2000, Jaurégui et al.
2002
P. tuberosa NEF Jaurégui et al. 2002
P. warmingii NEF Durkee 1982; Durkee 1983a, 1983b
Passiflora
P. amethystina NEF Rocha et al. 2009
P. caerulea NEF Durkee 1983b, Garcia et al. 2000
P foetida NEF e GR Roth 196;;”12;3; ‘I;u;rezeogtzal. 1984;
P. incarnata NEF Elias 1983
P. ligularis NEF Durkee 1982
P. oerstedii NEF Jaurégui et al. 2002
P. quadrangularis NEF Durkee 1982
P. seemanii NEF Durkee 1982

Diante da diversidade de estruturas secretoras que podem ocorrer nas
ornamentacbes das margens foliares em espécies de Malpighiales, evidenciar as
principais classes de compostos sintetizadas possibilitara a identificacdo destas glandulas,

esclarecimento este essencial a futuros estudos relativos as familias desta ordem.

Objetivos
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O presente trabalho tem o proposito de caracterizar a morfologia e estrutura
anatdbmica das glandulas foliares marginais de Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims —

ambas do subgénero Passiflora (MUschner et al. 2003).

Objetivos especificos

e Verificar a ocorréncia de acucares no exsudato pelo uso de tiras de identificacdo
de glicose (glicofita) e efetuar registros fotograficos dos eventuais coletores;

¢ Realizar um estudo morfolégico e ontogenético com o escopo de verificar a origem
e estrutura destas glandulas;

e Verificar a natureza quimica do material sintetizado pelas glandulas através de
testes histoquimicos convencionais;

e Identificar compostos quimicos de massas conhecidas — aglcares e compostos

bioativos — no exsudato produzido nestas glandulas.
Materiais e Métodos

Em campo

Individuos de P. alata e P. edulis foram coletados pela manha no CPQBA (Paulinia,
SP), disponibilizados pelo Prof. Dr. Pedro Melillo de Magalhdes, e identificados pelo
especialista Dr. Luis Bernacci do Instituto Agronédmico de Campinas (IAC). O material
testemunha de cada espécie foi providenciado e incluido no Herbario UEC. Dados
referentes ao material testemunha sé@o apresentados a seguir: P. edulis — BRASIL: SAO
PAULO: Paulinia, CPQBA, 24-XI-2008, P.R. Cardoso 2 (UEC 111509); P. alata — BRASIL:
SAO PAULO: Paulinia, CPQBA, 25-VII-2009, P.R. Cardoso 3 (UEC 145620).

Os aspectos morfolégicos da ontogénese das glandulas marginais foram registrados
de dois individuos sombreados e dois expostos a luz solar de ambas as espécies. As

bases dos ramos vegetativos foram isoladas com graxa inécua “Tanglefoot” para evitar a
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remocao do exsudato pela fauna associada; na manha seguinte ao isolamento dos ramos,
as glandulas cuja secrecéo era profusa foram testadas com glicofita (Keeler & Kaul 1979,
Dias 2008) e o exsudato coletado para analises quimicas posteriores.

Observacgdes e registros fotograficos foram realizados no periodo da manha para
verificar se o0 exsudato produzido pelas glandulas marginais provia recursos a fauna
associada. Fotos de formigas foram enviadas ao Prof. Dr. Carlos Roberto Brandao (Museu
de Zoologia, USP) para identificacdo. O registro fotografico dos aspectos relevantes foi
obtido com a camera digital Sony Cyber-Shot DSC-H1 e as imagens (600 dpi) editadas no
programa Photoshop 7.0 para elaboracéo das pranchas.

O material botanico coletado para as analises micromorfolégicas e anatébmicas
consistiu de apices caulinares vegetativos e folhas dos sete nds visiveis subseqiientes de

plantas sadias.
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Pecas fixadas em FAA (Johansen 1940) e Karnovsky (Kraus & Arduin 1997) de um
individuo de cada espécie foram isoladas, desidratadas em série etilica ascendente, secas
pelo método de ponto critico e metalizadas com ouro coloidal (Ascensédo et al. 1999,
modificado). As observagfes e captura de imagens (600dpi) foram realizadas em
microscépio JEOL JSM 5000LV a 20kV, do Instituto de Quimica/Unicamp, e as imagens
editadas no programa Photoshop 7.0.

Estudos estruturais e histoquimicos
Ramos vegetativos aéreos de dois individuos de cada espécie foram fixados em
FAA (Johansen 1940) por 24h para preservar compostos hidrofilicos; em formalina neutra

tamponada (FNT; Lillie 1965) por 48h para os compostos lipofilicos; e em sulfato ferroso
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em formalina (SFF; Johansen 1940) por 48h para a localizacdo in situ de compostos
fendlicos totais (Castro & Demarco 2008).

As glandulas marginais foram isoladas; o material foi desidratado em série butilica
ascendente (alcool butilico terciario, Johansen 1940) e incluido em parafina. Os cortes
seriados obtidos foram corados com safranina e azul de astra (Gerlach 1969) e tripla
coloracao de Flemming (Johansen 1940) para estudos estruturais, e as laminas montadas
em resina sintética. A observacao de cristais foi realizada sob luz polarizada.

Testes histoquimicos foram aplicados em material fresco e fixado proveniente de um
individuo de cada espécie. Os ensaios foram procedidos nas glandulas em fase secretora
para a localizacéo in situ das principais classes de compostos quimicos que constituem a
secrecdo: reacdo PAS para a localizacdo de grupos 1,2-glicol presentes em
polissacarideos totais (McManus 1948, Jensen 1962), vermelho de ruténio para
mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989), acido tanico/cloreto férrico para mucilagem
(Pizzolato & Lillie 1973), preto de Suddo B para compostos alifaticos (Pearse 1985),
flavondides (Charriere-Ladreix 1976, Wollenweber 1982, Tattini et al. 2000) e aminas
tercidrias e quaternarias presentes em alcaldides (Yoder & Mahlberg 1976, Furr &
Mahlberg 1981, Svedsen & Verpoorte 1983). Os tratamentos estéo citados na tabela 2.

O controle dos testes hidrofilicos foi procedido de acordo com as respectivas
técnicas; aos testes lipofilicos foi realizada a extracdo prévia dos compostos alifaticos pela
solugcdo composta por cloroférmio/metanol/agua/acido cloridrico (66:33:4:1 v/v; High 1984)
e posterior fixagdo em FNT (Lillie 1965). O controle dos testes para deteccao de alcaldides
foi efetuado pelo tratamento prévio das pecas com &cido tartarico 5% (Svedsen &

Verpoorte 1983).
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Observacdes sob fluorescéncia na banda do UV foram realizadas em microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX51 equipado com lampada de mercurio (HBO 100W) e filtro
bloqueador BA420 (filtro de excitacdo BP330-385 e espelho dicromatico DM400).

Os aspectos relevantes foram registrados através de imagens (600dpi) obtidas na
camera digital DP71 acoplada ao fotomicroscopio Olympus BX51 e em filme Pro Image
Kodak 100, e os negativos digitalizados. As escalas foram obtidas pela projecdo da
lamina micrométrica nas mesmas condicdes Opticas. As imagens foram editadas no

programa Photoshop 7.0 para a elaboragéo das pranchas.
Andlise quimica do néctar — espectrometria de massas (MS)

O exsudato proveniente de diferentes glandulas de ambas as espécies foi coletado
com microcapilares, agrupados e armazenados em tubos eppendorff a -10°C (Thadeo et
al. 2008).

A analise das amostras foi realizada em triplicata. A aliquota de 10ul do exsudato
foi solubilizada na concentracdo de 50ug/ml em agua: metanol (7:3, v:v) contendo 5mmol/l
de cloreto de sddio ou potassio (Souza 2008).

As amostras foram aplicadas por injecao direta em dois equipamentos distintos: os
espectros 49-55 foram obtidos no espectrometro de massas Q-TOF Micromass Waters; o
espectro 56 no espectrometro de massas Thermofischer Scientific High Resolution Mass
Spectrometer 7.2 Tesla, FT-LQT-MS Ultra. As condi¢cdes de analises foram as mesmas
em ambos 0s espectrometros: temperatura de dessolvatagédo a 100°C em que o nitrogénio
foi usado como gas de nebulizacdo e dessolvatacao; capilar de 3000V; cone de 40V. A
deteccéo foi feita em modo positivo e negativo de ionizacdo em pressdo atmosférica. As
andlises foram obtidas em modo de scan continuo; a aquisicdo e processamento dos

espectros foram realizados com o software Excalibur 2.0 SR1™.
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O processamento e analise das amostras foram realizados no laboratorio Thomson
de Espectrometria de Massas, no Instituto de Quimica/Unicamp, sob a supervisdo e

auxilio da Dra. Alexandra C.H.F. Sawaya e Msc. Nathalia Luiza Andreazza.
Resultados

Dados macromorfolégicos e observacdes de campo (figuras 1-6)

P. edulis — NEF laminares

As glandulas estdo presentes ao longo da margem serreada das laminas foliares
trilobadas, possuem tamanho semelhante — exceto as interlobais, que sdo maiores (figuras
1,2) —, e estdo dispostas simetricamente em relacéo ao feixe vascular principal. Os ramos
isolados com graxa in6écua apresentam exsudato profuso sobre a glandula (figura 2),

positivo com a glicofita e coletado por formigas do género Camponotus (figura 3).

P. alata —NEF laminares
As glandulas estdo presentes nas margens denteadas da lamina foliar desde a
regido mediana até a base do limbo (figura 4). O resultado com a glicofita foi positivo e

formigas coletando o exusadato ndo foram observadas.

Em ambas as espécies, o ndmero de NEF laminares € variavel nos nés
subsequentes de um mesmo individuo. Os NEF laminares iniciam a fase secretora antes
dos peciolares, no primeiro né visivel, e cessam sua atividade no segundo ou terceiro né

visivel.

P. alata — glandulas estipulares
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As estipulas estdo distribuidas aos pares em cada né do ramo e apresentam trés a
seis glandulas marginais dispostas desde a regido mediana até a sua base (figura 5). As
glandulas estdo ativas apenas nas estipulas presentes no apice caulinar vegetativo e o
exsudato profuso € visivel sobre as glandulas mesmo nos ramos néo isolados com graxa
(figuras 5,6). O resultado obtido com a glicofita foi negativo e formigas coletando o
exsudato ndo foram observadas. As glandulas inativas, assim como as estipulas, tornam-

se cada vez menos conspicuas nos nos subsequentes.
Dados micromorfologicos, ontogenéticos e histoquimicos (figuras 7-48)

Ontogénese das glandulas foliares marginais em MEV (figuras 7-20)

A fase meristematica das glandulas foliares marginais € evidenciada pelo
surgimento de protuberéancias que emergem do apice para a base nas laminas foliares em
ambas as espécies (diferenciacédo basipeta; figuras 7-9,13-14) e da base para o apice nas
estipulas de P. alata (diferenciacéo acropeta; figuras 17-18). As protuberancias aumentam
em volume até adquirirem um formato arredondado, caracteristico da fase pré-secretora
(figuras 10,15-16,19).

A assincronia no desenvolvimento basipeto das glandulas foliares marginais é
evidente sob MEV (figuras 7,13-16). Os NEF laminares de P. edulis encontram-se em
diferentes fases ontogenéticas de acordo com a regido observada: o terco apical € o
primeiro a iniciar o seu desenvolvimento, seguido do terco mediano e, posteriormente, do
basal (figura 7); entre as glandulas ha o encurvamento da lamina foliar em direcdo a face
abaxial (figura 8).

A fase secretora é identificada pela distensdo da cuticula na regido central dos NEF
e das glandulas estipulares (figuras 11,12,20). Os NEF laminares interlobais de P. edulis

apresentam fungos predominantemente na regido néo secretora (figura 12).
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Ontogénese das glandulas foliares marginais em microscopia 6ptica (figuras 21-48)

Inicialmente, o desenvolvimento das glandulas foliares marginais € concomitante ao
desenvolvimento dos primordios foliares (figura 21) e estipulares, no entanto, as glandulas
se diferenciam e tornam-se ativas antes do pleno desenvolvimento dos 6rgdos que as
portam.

A formacao destas glandulas envolve a atividade dos trés meristemas primarios. No
inicio do desenvolvimento, divisdes celulares periclinais e anticlinais na protoderme (figura
22) e em diversos planos no meristema fundamental originam protuberancias nas
margens, que variam de posicédo de acordo com o 6rgao em que se localizam (figuras 22-
26,42).

Protoderme — estas células diferenciam-se radialmente, do centro para a periferia da
glandula; as divisdes periclinais ocorrem no centro da glandula (figuras 22,23,42); a
cuticula fina € observada a partir desta fase (figura 25).

Meristema fundamental — a diferenciacdo do parénquima secretor € iniciada antes do
parénquima fundamental (figuras 24-26,42).

ProcAmbio — as glandulas recebem um cordédo procambial do primordio foliar (figuras

24,25) ou estipular.

A assincronia no desenvolvimento das glandulas foliares é observada a partir desta
fase: na seccdo da regido mediana da lamina foliar de P. edulis, o NEF presente na
porcdo superior esta no final da fase meristematica, enquanto os inferiores ainda iniciam

esta fase (figura 26).
Fase pré-secretora

Epiderme — as divisBes periclinais iniciadas na fase meristematica culminam com a

formacao da epiderme secretora multipla em palicada (figuras 29,30-32,34,43).
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Tecido secretor e fundamental — ambos ainda estdo em diferenciacdo e apresentam
células compactadas; o parénquima secretor é distinto pela presenca de células maiores;
0s cristais estao dispostos em ambos os parénquimas (figuras 32,33).
Tecido vascular — a vascularizacdo das glandulas foliares provém das nervuras foliares e
estipulares, e limita-se ao parénquima secretor destas estruturas; o contato entre os
elementos vasculares e a epiderme secretora € inexistente (figuras 32,43). As terminacdes
vasculares consistem de xilema e floema. Elementos de vaso, identificados pela placa de
perfuracéo, foram identificados nas glandulas foliares marginais de P. alata (figuras 35,36);
as paredes celulares dos elementos traqueais apresentam espessamentos de parede
helicoidal (figuras 35-38,41) a reticulado.

Novamente, a assincronia no desenvolvimento basipeto das glandulas é
evidenciada: em P. alata, enquanto o NEF inferior est4 na fase pré-secretora, o superior

esta na secretora, evidenciada pela cuticula distendida (figura 31).

A fixacdo em FAA preserva os compostos hidrofilicos presentes no interior das
células da epiderme e parénquima secretores das glandulas marginais (figuras 29,30-
32,34,43).

Os NEF interlobais presentes na lamina foliar de P. edulis possuem estrutura
semelhante aos peciolares desta espécie: epiderme nectarifera multipla em palicada
composta por trés camadas de células justapostas; parénquima secretor formado por
cinco camadas celulares; terminacdes vasculares compostas majoritariamente por floema;
parénquima fundamental destituido de grdos de amido; cristais dispersos nos
parénquimas secretor e fundamental (figuras 29,30).

Ao final desta fase, todos os tecidos dos NEF laminares e glandulas estipulares

estao diferenciados.
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Fase secretora e histoquimica dos NEF laminares e coléteres estipulares

Esta fase é identificada pela distensdo da cuticula (figuras 27,28,31,39-41,44-48) e

liberacdo do exsudato no espaco subcuticular (figuras 27,40,41,45,46), delimitado entre a
cuticula e a parede periclinal externa das células epidérmicas.
Epiderme — apresenta cuticula fina e flanges cuticulares que se estendem até a parede
periclinal interna da primeira camada de células (figura 28). Estbmatos ou rompimento da
cuticula para a liberacédo do exsudato ndo sao observados. A epiderme secretora multipla
em palicada é composta por células justapostas, citoplasma denso, grande vacuolo e
apenas um nucleo na regiao mediana da célula (figuras 39,40,44,45).

Os NEF laminares de P. alata apresentam alta afinidade com a safranina, até o
inicio da fase secretora; as regides que liberam o néctar perdem a afinidade por este
corante e passam a apresentar maior afinidade com o azul de astra (figura 39).

Tecido secretor e fundamental — o parénquima secretor das glandulas marginais é
composto por até quatro camadas celulares; as células do parénquima secretor e
fundamental ndo s&o facilmente distintas, sendo identificadas e separadas pelas
terminacdes vasculares sob o parénquima secretor; as células parenquiméaticas secretoras
sdo volumosas e apresentam paredes finas, ndcleo proeminente e citoplasma menos
denso quando comparado a epiderme secretora (figuras 40,45).

Tecido vascular — apresenta as mesmas caracteristicas descritas na fase pré-secretora

(figuras 41,45).

Os resultados da localizacao in situ dos compostos quimicos presentes no interior
das células secretoras e no espaco subcuticular (figuras 27,41,46) dos NEF laminares e

coléteres estipulares de ambas as espécies estao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Resultado dos testes histoquimicos procedidos nas glandulas foliares marginais

de P. edulis e P. alata.

Glandulas foliares

Tratamentos Compostos (resCu(I)t; do P. edulis P. alata
(referéncias) (identificados) ” NEF NEF Coleteres
positivo) laminares laminares estipulares
(figuras) (figuras) (figuras)
reacio PAS grupos 1,2-glicol
(McManus 1948, prgsenteg em magenta ” - -
Jensen 1962) pohssaca}ndeos 27) (42) (46)
totais
vermelho de ruténio mucilagens +
(Gregory & Baas Acidas vermelho - (47)
1989)
acido tanico/cloreto +
férrico (Pizzolato & mucilagem preto - (48)
Lillie 1973)
preto de Sudao B comppstos azul a preto - )
(Pearse 1985) alifaticos (28)
SFF* compostos marrom a
(Johansen 1940) fenolicos totais preto ) ) i
reagente natural A e
cloreto de aluminio amarelo
(Charriére-Ladreix fl . ) ) i
avonoides esverdeado
1976, Wollenweber em U\
1982, Tattini et al.
2000)
reagentes
Dragendorff e : o
aminas terciarias
Wagner (Yoder & L
e quaternarias marrom

Mahlberg 1976, Furr
& Mahlberg 1981,
Svedsen &
Verpoorte 1983)

presentes em
alcalbides

avermelhado

Notas: *fixador; **330-390nm; +, resultado positivo; -, resultado negativo.
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O teste com o corante preto de Sudao B identificou apenas a cuticula e os flanges
cuticulares das glandulas foliares marginais (figura 28). As células secretoras destas
glandulas séo destituidas de compostos lipofilicos, compostos fendlicos totais, flavondides

e alcaldides.

Andlises quimicas qualitativas dos exsudato dos NEF laminares e coléteres estipulares

(figuras 49-56)

P. edulis — NEF laminares

Aclcares — glicose e/ou frutose® e sacarose s&o detectadas no espectro full scan do
néctar (figura 49).

Compostos bioativos — os flavondides apigenina, orientina ou isoorientina e o alcalbide
harmana sdo detectados nos espectros referentes aos intervalos de razdo massa/carga

(m/z) do néctar (figuras 50-52).

P. alata — NEF laminares

Acucares — glicose e/ou frutose e sacarose sao detectadas no espectro full scan do néctar
(figura 53).

Compostos bioativos — o flavonoide apigenina e o alcaldide harmana séo detectados nos

espectros referentes aos intervalos de razdo massa/carga (m/z) do néctar (figuras 54-55).

P. alata — coléteres estipulares
AclUcares — ramnose e/ou xilose, &cido galacturdnico e galactose ou glicose sao

detectados no espectro full scan do exsudato (figura 56).

! A técnica aplicada nao diferencia isémeros.
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A diferenca nas massas correspondentes a glicose, frutose ou galactose
(MM?=180g/mol), sacarose (MM=342g/mol), ramnose ou xilose (MM=150g/mol), &cido
galacturénico (MM=194g/mol), apigenina (MM=270g/mol), orientina ou isoorientina
(MM=432g/mol), e harmana (MM=189g/mol), decorrem da ligacdo destes compostos com

ions hidrogénio (MM=1g/mol), sédio (MM=23g/mol) ou potassio (MM=39g/mol).

llustracdes

2 Massa molar.



92

Figuras 1-3. NEF laminares em Passiflora edulis Sims. 1. Glandulas em toda a
extenséo da margem serreada dos lobos da lamina foliar. 2. Exsudato profuso nos
NEF interlobais. 3. Formiga do género Camponotus coletando néctar. Barras:

lcm.
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Figuras 4-6. Glandulas marginais em Passiflora alata Curtis. 4. NEF laminares
(seta). 5,6. Glandulas estipulares; notar secrecéo profusa (6). 4-6. As glandulas
estdo dispostas desde a regido mediana até a base da margem denteada da

lamina foliar (4) e estipulas (5,6). Barras: 1cm.
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Figuras 7-12. Ontogénese dos NEF laminares de Passiflora edulis Sims em MEV.
7,8. Diferenciacéo basipeta; face adaxial (7) e abaxial (8). 9. Fase meristematica.
10. Fase pré-secretora; formato globular do NEF. 11,12. Fase secretora: notar

cuticula distendida. Barras: 200pum (8), 50pum (9-12).
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Figuras 13-16. Ontogénese dos NEF laminares de Passiflora alata Curtis em
MEV. 13. Fase meristematica. 14-16. Diferenciacdo basipeta: NEF em fase
meristematica na base da lamina foliar (14) e glandulas subseqientes no inicio da
fase pre-secretora (15,16); notar formato globular. Barras: 500pum (13), 100um
(14-16).
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Figuras 17-20. Ontogénese das glandulas estipulares de Passiflora alata Curtis
em MEV. 17,18. Fase meristemética: notar diferenciacdo acrdpeta das glandulas
em estipulas do primeiro (17) ao terceiro no visivel (18). 19. Fase pré-secretora;
glandulas de formato globular. 20. Fase secretora; notar a cuticula distendida.

Barras: 500um (17,18), 100um (20).
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Figuras 21-28. Ontogénese, estrutura e histoquimica dos NEF laminares de
Passiflora edulis Sims. Secgdes transversais (21,22) e longitudinais (23-28). 21-
26. Fase meristematica a pré-secretora. 21,22. NEF no primordio foliar (21) e
divisbes peri e anticlinais na protoderme (22). 23-25. Formacdo da epiderme
secretora multipla em palicada; meristema fundamental em divisdo (23) e
diferenciacéo (24); notar corddo procambial (24,25). 26. NEF subsequentes: notar
diferenciacdo basipeta. 27,28. Fase secretora. 27. Reacdo PAS,; secrecdo
profusa. 28. Preto de Sudéo B: cuticula integra distendida. Barras: 150um (21,26),
50pm (23-25,27,28), 30um (22).
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Figuras 29-30. NEF laminar interlobal de Passiflora edulis Sims. Secg¢bes
longitudinais. Fase pré-secretora, notar pré-néctar no interior das ceélulas do
parénquima secretor preservado pelo FAA; terminagOes vasculares compostas
majoritariamente por floema (29); epiderme secretora multipla em palicada (30).
Barras: 75um (29), 50um (30).
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Figuras 31-36. Ontogénese e estrutura dos NEF laminares de Passiflora alata
Curtis. Secgfes longitudinais. 31. NEF subsequientes em fase secretora e pré-
secretora; notar diferenciacdo basipeta. 32-36. Fase pré-secretora. 32-34.
Epiderme secretora mdultipla em palicada apresenta intensa afinidade com a
safranina (32,34); notar cristais dispersos no parénquima secretor (32,33). 35,36.
Vascularizacdo do NEF: terminacbes de floema sob o parénquima secretor e
elemento de vaso identificado pela placa de perfuracdo (36). Barras: 75um (31),

50pum (32,33,35), 30um (34), 10pum (36).
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Figuras 37-41. Ontogénese, estrutura e histoquimica dos NEF laminares de
Passiflora alata Curtis. Sec¢des longitudinais. 37-40. Estrutura. 41. Histoquimica.
37,38. Fase pré-secretora: elementos traqueais com espessamentos de parede
helicoidal a escalariforme. 39-41. Fase secretora: cuticula distendida (39) e

secrecao profusa (40,41). 41. Reacao PAS. Barras: 50um (39-41), 30um (37,38).
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Figuras 42-48. Ontogénese, estrutura e histoquimica dos coléteres estipulares de
Passiflora alata Curtis. Seccdes longitudinais. 42-45. Estrutura. 46-48.
Histoquimica. 42. Fase meristematica; notar divisbes peri e anticlinais na
epiderme. 43. Fase pré-secretora; conteudo das células secretoras preservado
pelo FAA. 44-48. Fase secretora: notar cuticula integra distendida evidenciada
pelo preto de Sudédo B (44) e secrecdo profusa (45,46). 46. Reacdo PAS. 47.

Vermelho de ruténio. 48. Acido tanico/cloreto férrico. Barras: 50um (42-48).
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Figuras 49-50. Espectro MS do néctar proveniente dos NEF laminares marginais de P. edulis Sims em modo
positivo. Perfil dos ions correspondentes a glicose e/ou frutose (m/z 203), sacarose (m/z 365) (49) e harmana
(m/z 183) (50). 49. Full scan. 50. Detalhe dos ions situados entre m/z 156-196.
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Figuras 51-52. Espectro MS do néctar proveniente dos NEF laminares marginais de P. edulis Sims em modo
positivo. Perfil dos ions correspondentes a apigenina (m/z 271) (51) e orientina ou isoorientina (m/z 471) (52);
detalhe dos ions situados entre m/z 265-290 (51) e m/z 426-478 (52).
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Figuras 53-54. Espectro MS do néctar proveniente dos NEF laminares marginais de P. alata Curtis em modo
positivo. Perfil dos ions correspondentes a glicose e/ou frutose (m/z 203 e 219), sacarose (m/z 343) (53) e

harmana (m/z 183) (54). 53. Full scan. 54. Detalhe dos ions situados entre m/z 150-200.
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Figura 55. Espectro MS do néctar proveniente dos NEF laminares marginais de P. alata Curtis em modo

positivo. Perfil do ion correspondente a apigenina (m/z 271); detalhe dos ions situados entre m/z 230-300.
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Figura 56. Espectro MS do exsudato proveniente das glandulas estipulares marginais de P. alata Curtis em
modo positivo. Perfil dos ions correspondentes a ramnose ou xilose (m/z 189 e 205), acido galacturénico (m/z

217) e galactose ou glicose (m/z 219); full scan.
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Discussao
NEF laminares

Em P. edulis, o resultado positivo com a glicofita, a presenca de formigas do género
Camponotus coletando o exsudato e fungos na regido nédo secretora na fase secretora das
glandulas interlobais sdo evidéncias consistentes da natureza nectarifera destas glandulas
(Keeler 1977, 1980; Keeler & Kaul 1979; Smith et al. 1990; Vogel 1998; Apple & Feener
2001, Dias 2008, Kobayashi et al. 2008). Formigas do género Camponotus coletam o
néctar proveniente dos NEF foliares e bracteais de P. coccinea, e sao capazes de remover
larvas de borboletas, evidenciando a natureza agressiva e territorialista destes insetos
(McLain 1983, Leal et al. 2006).

As glandulas laminares em P. alata apresentam resultado positivo com a glicofita,
no entanto, as formigas néo foram observadas coletando o exsudato. A presenca dos NEF
peciolares, mais conspicuos e que disponibilizam um maior volume de néctar aos
coletores pode estar relacionada a auséncia de formigas nos NEF laminares; mesmo em
P. edulis, as formigas foram menos observadas nos NEF laminares quando comparado
aos peciolares. A baixa incidéncia de formigas sobre os NEF laminares de P. edulis e a
auséncia em P. alata contrastam com os registros de coletores sobre os NEF peciolares
de ambas as espécies, sugerindo que as glandulas peciolares sdo mais eficientes no
recrutamento de formigas. Em experimentos realizados com P. auriculata, os NEF
peciolares foram removidos e a visitagao pelas formigas diminuiu, em detrimento dos NEF
presentes na superficie das folhas, ainda funcionais. Este experimento evidenciou a
existéncia de uma predilecdo das formigas pelos NEF que apresentam néctar em maior
volume (Apple & Feener 2001). Em outro experimento desenvolvido por McLain (1983), os

NEF peciolares e laminares de P. incarnata foram removidos e gotas de acucar foram
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aplicadas no local; como resultado, a taxa de visitacdo por formigas caiu. A autora sugere
que as formigas séo atraidas pela producdo continua de néctar, tipica de NEF. Neste
contexto, a maior observacao de formigas nos NEF peciolares de ambas as espécies pode
ser explicada por uma predilecado destes invertebrados pelo maior volume e exposicéao do
exsudato em um maior nimero de nos oferecido por estas glandulas.

A ocorréncia de acgucar no exsudato foi evidenciada em campo pelo teste com a
glicofita e confirmada por meio das analises em MS, que detectaram glicose e/ou frutose e
sacarose em P. edulis e P. alata. Ainda, as analises quimicas identificaram alcaloides e
flavondides no néctar de ambas as espécies. A presenca de fungos majoritariamente nas
regides ndo-secretoras dos NEF laminares interlobais de P. edulis indica que os
compostos bioativos presentes no néctar podem inibir a proliferacdo destes
microorganismos. Os flavondides e alcaldides conferem efeitos microbicidas e acao
antioxidante, atuando na conservacdo do néctar (Stephenson 1982, Smith et al. 1990,
Verpoorte & Schripsema 1994, Gould & Lister 2006, Nicolson et al. 2007).

A epiderme nectarifera dos NEF laminares de P. alata possui alta afinidade com a
safranina, em contraste com as outras glandulas marginais, evidenciando o carater acido
dos compostos presentes no interior destas células. Conforme o exsudato € liberado, a
regido perde a acidez e apresenta coloragdo semelhante ao encontrado nas outras
glandulas foliares marginais. O carater acido destas células denota que o pré-néctar
apresenta baixo pH; a auséncia de fungos nas glandulas analisadas sugere que esta
acidez esta relacionada a inibicdo de microorganismos patogénicos (Nicolson et al. 2007).

A assincronia no desenvolvimento dos NEF laminares e, consequentemente, na
producdo de néctar por um grande numero de glandulas possibilita o oferecimento de
néctar por um longo periodo. A existéncia de um continuum entre os NEF laminares e

peciolares de P. edulis é evidenciada pelo desenvolvimento basipeto apresentado pelos



109

NEF laminares e a finalizacdo da fase secretora quando esta € iniciada nos peciolares.
Desta forma, mantém-se o oferecimento constante de néctar nos 0Orgaos jovens,
preferencialmente escolhidos pelas fémeas de borboletas Heliconiini para oviposicao
(Benson et al. 1975, Brown 1981, Spencer 1988). Este continuum néo € observado em P.
alata: a morfologia, desenvolvimento, anatomia da regido secretora e compostos quimicos
presentes no néctar proveniente dos NEF laminares e peciolares desta espécie sao
distintos.

A deteccdo de compostos bioativos no néctar e a auséncia nos tecidos nectariferos
dos NEF laminares é um indicio de que estes compostos foram transportados para o
néctar como consequéncia pleiotrépica da sua presenca no floema, sem a retencdo dos

metabolitos no pré-néctar (Adler 2001).
Coléteres estipulares

A atividade das glandulas estipulares de P. alata restrita ao apice caulinar vegetativo,
a auséncia de coletores e os resultados dos testes histoquimicos que evidenciam
mucilagem no interior das células secretoras caracterizam estas estruturas como coléteres
(Fahn 1979, Thomas 1991).

A ontogénese e atividade secretora dos coléteres nas estipulas ocorrem
assincronicamente, permitindo que o exsudato esteja disponivel para a lubrificacdo das
gemas por um longo periodo. O desenvolvimento das glandulas € acropeto e,
provavelmente, as glandulas superiores das estipulas lubrificam o noé superior,
aumentando a quantidade de secrecao nesta regiao.

A anadlise do exsudato em MS confirma os resultados obtidos na histoquimica ao

detectar acUcares comuns ao sistema hidro-gel que caracteriza a mucilagem — ramnose,
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glicose ou galactose, xilose e acido galacturénico (Gregory & Baas 1989, Cividanes et al.
1993).

A ocorréncia de coléteres estipulares vascularizados € inédita em Passiflora.
Coléteres anatomicamente semelhantes aos descritos em P. alata sdo relatados como
emergéncias nos dentes das laminas foliares ou profilos em espécies de Turnera e
Piriqueta — Passifloraceae s.l. — (Gonzales 1993, 1998). Os coléteres de espécies de
Piriqueta foram definidos como estipulas ou profilos reduzidos a proeminéncias

glandulares por Arbo (1995).
Glandulas foliares marginais

Em Passifloraceae, as glandulas presentes em 0rgaos vegetativos sdo caracteres
morfologicos utilizados em estudos taxonémicos e filogenéticos (Bernacci et al. 2003,
Muschner et al. 2003, Yockteng & Nadot 2004). As descricbes taxondmicas referem aos
lobos da lamina foliar de P. edulis como “lobos oval-eliptico, serreados e glandulares”; em
P. alata, referem & presenca de estipulas falciformes e margem foliar inteira a raramente
denteada (Killip 1938, Bernacci et al. 2003). Este estudo identifica ineditamente as
glandulas e ornamentacdes presentes nas margens da lamina foliar de ambas as espécies
como NEF e as margens denteadas das estipulas como coléteres.

As glandulas foliares estavam sempre presentes nos individuos analisados,
entretanto, sdo conspicuas apenas no apice caulinar vegetativo; apés o término da fase
secretora e a expansao foliar, apresentam-se como ornamentacdes nas laminas de P.
edulis e sdo invisiveis nas laminas foliares e estipulas de P. alata.

O exsudato acumula-se entre a cuticula e a parede periclinal externa das glandulas
foliares de ambas as espécies; este acumulo também € descrito em outras espécies de

Passiflora (Roth 1968, 1974; Durkee 1982, 1983a; Durkee et al. 1984; Garcia et al. 2000;
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Jauregui et al. 2002). A ruptura da cuticula ndo foi observada nas glandulas foliares de
ambas as espécies, mesmo naquelas em que formigas foram registradas coletando o
néctar. A disponibilidade do néctar na superficie das glandulas provavelmente facilita a
sua coleta, dispensando o comportamento agressivo dos invertebrados.

Cristais foram encontrados nos parénquimas secretor e fundamental das glandulas
foliares marginais. Cristais de oxalato de célcio do tipo drusas sao particularmente
abundantes no parénquima secretor das glandulas de espécies de Passiflora (Roth 1974;
Durkee 1982, 1983a,b; Durkee et al. 1984; Jauregui et al. 2002). No entanto, estudos
anatdémicos sao insuficientes para categorizar a morfologia e composicdo quimica dos
cristais (capitulo 1).

Sugere-se que a presenca de cristais esteja relacionada ao metabolismo do floema
(Elias & Gelband 1976, 1977). Os mecanismos de transporte de sacarose em plantas
envolve ATPases e pode explicar a importancia de se imobilizar calcio na area do nectario
em que o transporte ativo de acuUcar presumivelmente ocorre (Durkee 1982). Os ions de
calcio inibem as ATPases presentes na membrana plasméatica, possiveis responsaveis
pelos mecanismos de transporte de agUcares; a quelacdo dos ions sob a forma de cristais
teria a funcdo de imobilizar o calcio (Thadeo et al. 2008). Este processo pode facilitar a
secrecdo de acucar durante a fase secretora (Pascal 1993). A mucilagem é constituida por
diversos acucares de modo que a presenca de cristais nos coléteres pode apresentar
funcdo analoga a supramencionada.

Traqueideos e elementos de vaso com espessamentos de parede helicoidal a
reticulado foram encontrados nas terminac¢des vasculares das glandulas foliares de ambas
as espécies, semelhante ao encontrado nas glandulas foliares marginais de Passiflora

cuneata (Roth 1974).
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Os NEF foliares de P. alata, P. edulis e Turnera ulmifolia (Elias et al. 1975)
compartilham caracteristicas que corroboram a atual circunscricdo de Turneraceae em
Passifloraceae s.l. (APG Ill 2009): as glandulas foliares estdo ativas quando as folhas
ainda sdo jovens; os tecidos nectariferos sdo especializados e recebem seu proprio
suprimento vascular; os acUcares presentes no néctar sdo 0S mesmos, compostos por
glicose, frutose e sacarose (Elias et al. 1975). Passifloraceae s.l. também compartilha
caracteristicas das glandulas marginais com espécies de outras familias de Malpighiales,
como Euphorbiaceae, Flacourtiaceae — a maior parte dos géneros atualmente inserida em
Salicaceae (APG Il 2009, Judd et al. 2009) —, Salicaceae e Violaceae: o exsudato &
acumulado entre a cuticula e a parede periclinal externa da epiderme em palicada; as
glandulas apresentam um parénquima secretor sob o qual os feixes vasculares sao
encontrados; o0s cristais estdo dispersos nos parénquimas secretor e fundamental
(Metcalfe & Chalk 1950; Roth 1974; Dave & Patel 1975; Belin-Depoux 1982, 1989; Durkee
1982; Durkee et al. 1984; Pascal 1993; Jauregui et al. 2002, Wilkinson 2007).

As glandulas laminares em Passiflora sao derivadas das margens foliares
ornamentadas (denteadas) (Cusset 1965, Roth 1974). Trabalhos que enfatizam a relacao
entre hidatédios e NEF sugerem uma possivel transicdo entre estas estruturas (Elias &
Gelband 1977; Belin-Depoux 1982, 1989); aplicando esta hipétese em Passiflora, nota-se
uma provavel transicdo entre as estruturas presentes nas margens foliares de espécies
desta familia, que variam desde ornamentacBes na margem e a presenca de hidatodios
até o surgimento de glandulas cujo exsudato é uma estratégia da planta para modular sua
interacdo com o ambiente, como os NEF, glandulas resiniferas e coléteres (Durkee 1983a,
b; McLain 1983; Durkee et al. 1984; Thomas 1991; Apple & Feener 2001; Jauregui et al.

2002).
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Os coléteres de P. alata assemelham-se aos NEF laminares de ambas as espécies
quanto a anatomia das glandulas. A sintese de compostos quimicos diferenciados em
estruturas que apresentam 0 mesmo padrdo anatdmico evidencia processos de
diferenciacéao celular distintos, refletindo em diferentes estratégias funcionais de acordo
com a posi¢cdo em que as glandulas ocupam no corpo da planta.

As margens denteadas sao regides da lamina foliar em que a taxa fotossintética é
maior (Cividanes et al. 1993) e onde a evaporacao e transpiracdo sao particularmente
intensas, devido aos fenémenos fisicos envolvidos: qualquer por¢cdo curva de um objeto
produz ao seu redor ondas de potencial de troca de energia elétrica, térmica ou hidrica
(Wilson et al. 1991). Observacbes em campo e experimentos com uso de tracadores
apoplasticos demonstram a ocorréncia de um rapido fluxo de transpiracdo dos feixes
vasculares de maior calibre para os dentes foliares em Populus balsamifera (Salicaceae),
evidenciando que as margens denteadas séo ativas na transpiracao (Wilson et al. 1991).
O surgimento de margens denteadas ocorreu para promover a liberagdo do excedente
hidrico; esta hipotese € sustentada principalmente com base na presenca destas
estruturas em plantas de ambientes tropicais (Parkhurst & Loucks 1972). Pascal (1993),
comparando a producdo e composicdo dos acglucares no néctar proveniente dos NEF
foliares de Passiflora glandulosa, relatou que a funcdo primordial do exsudato € a
liberacé@o de agucares, mais concentrados no néctar do que na solugéo do floema. O autor
observou que a producdo de néctar é diferente durante as estacdes de seca e chuva,
sugerindo que a secre¢do é modulada pelo fluxo de 4gua no interior das plantas, em que a
secrecdo pelo nectario € um equilibrio entre o suprimento de &gua e a atividade
fotossintetizante da planta. De acordo com Parkhurst & Loucks (1972), as margens foliares
denteadas evoluiram no desenvolvimento de diferentes fun¢des ao liberar compostos

repelentes, como as resinas em P. balsamifera. A presenca de elementos tragueais
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conspicuos nas glandulas foliares marginais de P. alata e P. edulis € uma evidéncia do
abundante suprimento hidrico que estas estruturas recebem. Neste contexto, a liberacao
de néctar para a atracdo de insetos mutualistas em ambas as espécies e de mucilagem
para a lubrificacdo das gemas em desenvolvimento em P. alata sdo evidéncias da
diversificacdo dos dentes foliares e do papel destas estruturas no equilibrio hidrico e
fotossintetizante destas espécies.

Estudos moleculares realizados em espécies de Passiflora evidenciam que os genes
envolvidos na producao da folha e suas glandulas sdo os mesmos envolvidos na producao
de estipulas (Ulmer & MacDougal 2004) — visto que ambos sdo 6rgaos foliares. A tabela 1
apresentada na introducado relata as glandulas foliares ja identificadas em Passiflora. A
partir dos estudos ontogenéticos disponiveis em literatura (Roth 1974; Durkee 1983a,b) e
da ontogénese das glandulas foliares em P. edulis e P. alata, conclui-se que as glandulas
foliares em Passiflora sdo estruturas homologas. Considerando-se esta homologia, a
variagdo no numero de glandulas foliares e estipulares em um mesmo individuo pode ser
explicada evolutivamente como um caso de homologia em série.

A presenca de glandulas foliares ndo é ubiqua em Passifloraceae (Killip 1938,
Bernacci et al. 2003, Muschner et al. 2003, Yockteng & Nadot 2004), tampouco nas
familias inseridas em Malpighiales (Judd et al. 2009). Neste contexto, é provavel que as
espécies que apresentam estas estruturas estejam sujeitas ao mesmo tipo de pressao de
selecdo; a tendéncia de um mesmo padrdao anatdbmico sugere uma convergéncia

evolutiva® deste carater.

® Convergéncia evolutiva ou evolugdo convergente é um fendmeno evolutivo observado nos individuos
guando estes desenvolvem caracteristicas analogas. Este fendbmeno esta associado a selecdo natural, em
gue alteragbes morfoldgicas promovidas por mutacdes propicias a determinado ambiente sdo selecionadas
em detrimento de outras menos adequadas. Desta forma, individuos sob a mesma pressdo de selegdo
podem desenvolver estruturas similares que os permitem sobreviver a condi¢Bes desfavoraveis (Ridley
2003).
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CAPITULO 3

Localizacao in situ de compostos bioativos nos 6rgaos vegetativos aéreos de

Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims (Passifloraceae)

Introducéo

As plantas estdo submetidas a uma variedade de pressfes seletivas bidticas e
abidticas, em que os herbivoros destacam-se como 0s maiores responsaveis pelo impacto
negativo sobre a aptiddo dos vegetais (Belsky 1993, Cipollini & Levey 1997). Uma das
respostas evolutivas das plantas é o desenvolvimento de uma ampla gama de compostos
quimicos, referidos como metabdlitos secundéarios (Franceschi et al. 1998), assim
denominados por ndo pertencerem ao metabolismo primario. Estes compostos influenciam
fortemente o padrdo de uso dos recursos vegetais por insetos fitofagos (Fraenckel 1959).

O interesse na identificacdo e entendimento dos mecanismos quimicos de defesa
reside, em parte, nas espécies que apresentam potencialidades farmacoldgicas e,
consequentemente, econémicas (Franceschi et al. 1998). Dentre a gama de metabdlitos
secundarios cuja finalidade farmacol6gica é bem estabelecida, destacam-se os alcaldides
e flavondides. Os alcaldides possuem uma ampla variedade de estruturas quimicas e
atividades biologicas, usados na medicina tradicional e moderna no tratamento de
diversos disturbios (Otani et al. 2005). Estes compostos promovem uma barreira bioldgica
protetora contra patégenos ou herbivoros nas plantas, devido a alta atividade antifungica,
antimicrobiana e anti-herbivoria (Kutchan 2005, Otani et al. 2005). Os flavondides sdo uma

classe de compostos fendlicos que possuem papel importante na interagdo das plantas
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com o ambiente (Harbone 1973), atuando como defensivos das plantas contra agentes
bidticos — bactéria, fungos, herbivoros — e abioticos — poluicdo, metais pesados, radiacao
UV-B (Dixon & Paiva 1995, Iwashina 2000, Optiz 2002).

A importancia dos compostos bioativos na defesa das plantas e como fonte de
medicamentos para os humanos tem atraido a atencdo de pesquisadores, visto que a
concentracdo destes compostos, principalmente dos alcaldides, é extremamente baixa nas
plantas e a tentativa de producdo comercial por meio de técnicas de cultura de células
e/lou tecidos é muitas vezes inviavel (Fowler 1981, Lindsey & Yeoman 1983). Neste
contexto, o estudo integrado entre as rotas biossintéticas e os tecidos vegetais envolvidos
tem sido ativamente desenvolvido e modelos estabelecidos (DeLuca & St-Pierre 2000,
Moll et al. 2002, Weid et al. 2004, Facchini 2005, Kutchan 2005, Marinova et al. 2007).

Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims sdo espécies que apresentam reconhecido
valor farmacolégico e econdmico, amplamente usadas no tratamento de disturbios
psiquicos (Graeff & Guimardes 1999; Petry et al. 2001; Dhawan et al. 2001a,b,c, 2004;
Otobone et al. 2005; Akhondzadeh & Maleki 2006; Castro et al. 2007). Os o6rgdos
vegetativos aéreos constituem a droga vegetal' nestas espécies; a totalidade dos
constituintes das folhas do vegetal é empregada na producéo dos farmacos em virtude do
desconhecimento dos compostos quimicos responsaveis pelas atividades farmacoldgicas
(Zuanazzi & Montanha 2001, Dhawan et al. 2004), embora se especule que sejam
alcaldides, flavondides ou um complexo alcaléide-flavondide (Lutomski et al. 1974,
1975; Lutomski & Malek 1975). Os maiores constituintes quimicos de P. alata e P. edulis
sdo os flavondides, usados como marcadores taxonémicos em espécies de Passiflora,
enquanto os alcal6ides apresentam-se em baixas concentracdes (Rehwald et al. 1994,

Zuanazzi & Montanha 2001).

! Planta medicinal ou suas partes apds processos de coleta, estabilizac@o e secagem (Sonaglio et al. 2007)
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A sintese dos alcaldides e flavonodides identificados em ambas as espécies é
conhecida (Slaytor & McFarlane 1968, Copeland & Slaytor 1974, Herbert & Mann 1982,
Kumazawa et al. 2000); no entanto, estudos que relacionem estes compostos aos tecidos
em gue ocorrem sao ainda inexistentes.

Uma ampla variedade de metabdlitos secundarios € sintetizada em células
secretoras altamente especializadas, os idioblastos (Fahn 2000, Castro & Demarco 2008).
Estudos que aliam a biossintese de compostos bioativos as organelas e células envolvidas
referem a sintese e/ou armazenamento de flavondides, alcaldides e terpenos no interior
destas células (DeLuca & St-Pierre 2000, Bird et al. 2003, Weid et al. 2004, Mahroug et al.
2006).

Procedimentos histoquimicos sao Uteis na localizacao in situ das principais classes
de metabdlitos presentes na secrecao das plantas (Castro & Demarco 2008). Os testes
histoquimicos foram desenvolvidos para analises qualitativas e quantitativas de
virtualmente todos os componentes celulares, incluindo carboidratos, lipidios, proteinas,
acidos nucléicos, metabdlitos secundarios e uma variedade de elementos i6nicos que
ocorrem nas solugdes celulares (Gahan 1984, Gersbach et al. 2001, Caissard et al. 2004).
Atualmente, estas técnicas tém sido usadas como um método qualitativo na localiza¢édo in
situ dos metabdlitos detectados nas andlises quimicas dos extratos das plantas, como
alcaléides (Yoder & Mahlberg 1976, Furr & Mahlberg 1981, Ferreira et al. 1998, DeLuca &
St-Pierre 2000, Facchini 2005, Marinova et al. 2007, Ziegler & Facchini 2008) e compostos
fendlicos — incluindo flavondides (Schnitzler et al. 1996; Valette et al. 1998; Soukupova et
al. 2000; Tattini et al. 2000, 2004, 2005; Gould & Lister 2006; Vermerris & Nicholson 2006;
Ni et al. 2007).

Os testes histoquimicos consistem de métodos rapidos e economicamente

acessiveis que garantidamente provém resultados qualitativos quanto a localizagcédo
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espacial de metabdlitos secundarios, sendo uma ferramenta fundamental nos estudos
iniciais de integracdo entre rotas biossintéticas e células, tecidos e 6rgaos envolvidos.

O sucesso da histoquimica depende do monitoramento dos tratamentos e da
avaliacdo cuidadosa na localizacdo de substancias ou reacdes. Dois critérios basicos
devem ser considerados na aplicacdo dos testes: (i) € imperativo que exista um total
entendimento das reacdes quimicas que se desenvolvem entre 0s reagentes e 0sS
compostos nas ceélulas; (ii) as reacdes devem ser desenvolvidas no material em condicdes
mais proximas possiveis das células vivas (Gahan 1984). Existe uma correspondéncia
direta entre a intensidade da coloracdo e a concentragcdo do composto de interesse na
célula, de forma que os compostos que se apresentam em tracos ndo sao detectados
devido a sensibilidade das técnicas (Goodwin 1976). Desta forma, a localizacdo dos sitios
de sintese é inviavel quando os compostos quimicos e/ou seus precursores estdo em
baixa concentracao.

A presente pesquisa tem o proposito de localizar in situ os possiveis sitios de
translocacdo/armazenamento de compostos bioativos — alcaldides e flavondides — nos
orgdos vegetativos aéreos de P. alata e P. edulis, por meio de testes histoquimicos com
reagentes especificos. No contexto das atuais investigacbes que acoplam técnicas
anatdmicas, ultra-estruturais e moleculares ao estudo da biossintese de compostos
bioativos, este trabalho possui carater contemporaneo ao localizar alcaldides e flavonéides

em espécies de expressiva relevancia econémica.
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Materiais e Métodos
Em campo

Individuos de P. alata e P. edulis foram coletados no CPQBA (Paulinia, SP),
disponibilizados pelo Prof. Dr. Pedro Melillo de Magalhdes, e identificados pelo
especialista Dr. Luis Bernacci do Instituto Agronédmico de Campinas (IAC). O material
testemunha de cada espécie foi providenciado e incluido no Herbario UEC. Dados
referentes ao material testemunha sdo apresentados a seguir: P. alata — BRASIL: SAO
PAULO: Paulinia, CPQBA, 25-VII-2009, P.R. Cardoso 3 (UEC 145620); P. edulis —
BRASIL: SAO PAULO: Paulinia, CPQBA, 24-XI-2008, P.R. Cardoso 2 (UEC 111509).

Os aspectos morfolégicos foram registrados em dois individuos sombreados e dois
expostos a luz solar de ambas as espécies. O material botanico coletado consistia de
apices caulinares vegetativos e sete nos visiveis subsequentes de plantas sadias.

Ressalta-se que ambas as espécies sdo cultivadas sob as mesmas condi¢des.
Microscopia éptica e de fluorescéncia

Ramos vegetativos aéreos de dois individuos de cada espécie foram fixados em FAA
(formalina, acido acético, alcool etilico, 1:1:18 v:v; Johansen 1940) por 24h para preservar
compostos hidrofilicos; em formalina neutra tamponada (FNT; Lillie 1965) por 48h para os
compostos lipofilicos; e em sulfato ferroso em formalina (SFF; Johansen 1940) por 48h
para a localizacdo in situ de compostos fendlicos totais (Castro & Demarco 2008).
Algumas classes de compostos fendlicos, como os flavonéides, podem ser sintetizadas
devido a variagcbes ambientais (Dixon & Paiva 1995), desta forma, individuos expostos a
luz solar e sombreados foram coletados nos meses de verdo e inverno, e as analises
posteriores realizadas em material processado e em secc¢des a mao livre obtidas do

segundo ao quarto internd visivel.
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Diafanizacéo
Laminas foliares de ambas as espécies e estipulas do quinto né de P. alata foram
fixadas em FAA e SFF, diafanizadas (Johansen 1940, Shobe & Lersten 1967) e montadas

em resina sintética.
Estudos estruturais e histoquimicos?

Em ambas as espécies, apices caulinares vegetativos, caules, gavinhas e folhas do
segundo ao quinto internd/no visiveis foram isolados. O material foi desidratado em série
butilica ascendente (alcool butilico terciario, Johansen 1940) e incluido em parafina. Os
cortes seriados obtidos foram corados com safranina e azul de astra (Gerlach 1969), e as
laminas montadas em resina sintética.

Seccdes a mao livre de material fresco foram efetuadas nos érgéos expostos ao sol
para a localizac&o in situ de antocianinas. Testes para a localizacéo in situ de metabdlitos
foram aplicados em material fresco e fixado seccionados a mao livre do terceiro e quarto
internd/né visivel: reagente de Wagner e de Dragendorff para evidenciar aminas terciérias
e quaternarias presentes em alcalbides (Yoder & Mahlberg 1976, Furr & Mahlberg 1981,
Svedsen & Verpoorte 1983); cloreto de aluminio e reagente natural A para evidenciar
flavondides (Charriére-Ladreix 1976, Wollenweber 1982, Tattini et al. 2000). Os
tratamentos estéo citados na tabela 1.

Observagbes das secgOes sem tratamento sob luz branca, azul e UV foram
realizadas previamente para caracterizar o branco e a autofluorescéncia dos compostos
(Charriére-Ladreix 1976). O controle dos testes para deteccdo de alcaldides foi efetuado

pelo tratamento prévio das pecas com acido tartarico 5% (Svedsen & Verpoorte 1983);

2 A sensibilidade dos testes histoquimicos é da ordem de 1-10pg; compostos cuja concentracdo se
apresenta em tragos néo séo detectados (Goodwin 1976).
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para a extracdo dos compostos fenolicos, o material foi submetido a uma mistura
etanol/acido cloridrico 1% (9:1 v:v) a temperatura ambiente (modificado de Harbone 1973).

A técnica in vitro para estimar a atividade antioxidante pelo uso do radical livre
estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH®) (Mensor et al. 2001, Molyneux 2004) foi
adaptada para observacao desta atividade in situ. Inicialmente, registrou-se o branco das
seccOes sob luz azul e luz UV. Em seguida, as mesmas foram tratadas com DPPH
(100uM, 80% em metanol) por 30min no escuro. As laminas foram montadas em agua.

O controle negativo foi procedido com o tratamento prévio das seccdes por uma
solucéo de 2,5mL de etanol 100% e 1mL de DPPH (Kim et al. 2002) por 30min no escuro.
O controle positivo foi realizado por meio da observacdo de papéis cromatograficos
contendo extratos de Citrus, Coffea, Eucalyptus e Passiflora, em que a atividade
antioxidante foi estimada com o uso deste reagente.

A localizacéo de cristais em material diafanizado e incluido em parafina foi efetuada
por meio da observacgao das laminas sob luz polarizada.

Observacgdes sob fluorescéncia nas bandas do UV e azul foram realizadas em
microscépio de epifluorescéncia Olympus BX51 equipado com lampada de mercurio
(HBO 100W) e filtros bloqueadores BA420 e BA515 (filtros de excitagdo BP330-385,
BP450-480 e espelho dicroméatico DM400 e DM500, respectivamente).

Os aspectos relevantes foram registrados através de imagens (600dpi) obtidas na
camera digital DP71 acoplada ao fotomicroscépio Olympus BX51 e em filme Pro Image

Kodak 100, e os negativos digitalizados. As escalas foram obtidas pela projecédo da

% In vitro, a reducdo da absorbéncia do radical DPPH ocorre em resposta a presenga de antioxidantes; a
mudanca de coloragdo se da pela cor purpura a branca sob comprimento de onda de 515-517nm - luz
visivel (Molyneux 2004). ModificagBes a esta técnica permitem sua aplicacdo em cromatografias de papel e
camada delgada — superficies brancas — e, neste caso, as observacdes sdo realizadas sob luz UV (Kim et al.
2002).
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lamina micrométrica nas mesmas condicbes Opticas. As imagens foram editadas no

programa Photoshop 7.0 para a elaboragéo das pranchas.
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A observacdo das caracteristicas das células com conteudo fendlico foi procedida
nas seccoes transversais do quarto internd visivel do caule de um individuo de cada
espécie e dos NEF peciolares do quarto né visivel de P. alata. O material foi fixado em
Karnovsky (Kraus & Arduin 1997), desidratado em série etilica ascendente, seco pelo
método de ponto critico e metalizado com ouro coloidal (Ascensdo et al. 1999,
modificado).

As observacbes e captura de imagens (600dpi) foram procedidas em microscépio
JEOL JSM 5000LV 6350 a 20kV, do Instituto de Quimica/Unicamp, e as imagens editadas
no programa Photoshop 7.0.

Resultados
Microscopia éptica e de fluorescéncia
Antocianinas (figuras 1-7)

Em ambas as espécies, as antocianinas sdo observadas nos individuos expostos
ao sol, independente da época do ano em que sao analisados. As células com
antocianinas encontram-se em tecidos nos quais a incidéncia de luz solar é direta; este
pigmento esté localizado no interior do vacuolo de células subepidérmicas nas seccgdes a
fresco das alas do caule em P. alata (figura 1) e no caule, gavinha e lamina foliar — nesta
também no interior do vacuolo de células epidérmicas — de P. edulis (figuras 2-5).

As antocianinas séo preservadas pelo fixador SFF e identificadas na regiao costal e
nas margens, incluindo os NEF marginais, das folhas diafanizadas de P. edulis (figuras

6,7).
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Folhas diafanizadas e coradas (figuras 8-12)

Idioblastos secretores sao identificados nas estipulas e laminas foliares do quinto
no visivel de P. alata: estas células sdo alongadas nas regides costais (figura 8) e curtas
nas intercostais foliares (figura 9). Estes idioblastos apresentam uma distribuicdo basipeta,
concentrando-se na base das estipulas e laminas foliares, e raramente estdo presentes
proximos aos coléteres e NEF marginais (figura 10); eles ndo foram evidenciados nas

preparacdes de P. edulis (figuras 11,12).
Compostos bioativos
Estudos estruturais (figuras 13-28)

Células com antocianinas sao observadas na epiderme e camadas subepidérmicas
da ala do caule (figura 13) e na gavinha (figura 16) de P. alata, identificadas nas seccoes
histolégicas pelo aspecto denso corado em vinho pela safranina®.

O apice caulinar vegetativo de ambas as espécies € desprovido de idioblastos
secretores de compostos bioativos; estas células sdo identificadas nas secc¢bes pelo
contetdo denso (figuras 18,25) ou granuloso de mesma coloracdo apresentada pelas
antocianinas e pela posicdo que ocupam. Estes idioblastos sdo encontrados entre as
células dos tecidos vasculares do caule, gavinha, peciolo e lamina foliar do segundo ao
quarto internd/né visivel (figuras 14-18,20,22-25,27), ocorrendo majoritariamente entre as
células do floema.

Os idioblastos secretores sdo mais frequentes e conspicuos no floema secundario

(figuras 14,15,24), e no xilema primario da regido nodal (figura 23).

* Precipitados intracelulares de aparéncia densa apés a aplicacédo de corantes béasicos, como a safranina,
séo indicativos de compostos fendlicos (Gardner 1975).
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Em P. alata, os idioblastos secretores sdo identificados entre as células do
parénquima nectarifero dos NEF peciolares em fase secretora (figura 19).
Os cristais estdo localizados paralelos aos feixes vasculares nos diferentes 6rgaos

de ambas as espécies (figuras 21,26,28).
Testes histoquimicos (figuras 29-51)

O material fixado em SFF evidencia o conteudo fendlico dos idioblastos secretores
dispersos nos tecidos vasculares de ambas as espécies (figuras 29,33) e as antocianinas
na epiderme e camadas subepidérmicas da lamina foliar de P. alata (figura 32). As
seccOes longitudinais do peciolo mostram idioblastos com contetudo fendlico denso e

granuloso (figuras 30 e 31).

Os testes efetuados em plantas coletadas no inverno e verao de ambas as espécies
apresentam resultados semelhantes e os compostos bioativos ndo foram detectados nas

células meristematicas do apice caulinar vegetativo.

Os dados dos testes para a localizagéo in situ dos compostos bioativos aplicados
no caule, gavinha e folha do terceiro e quarto intern6/né visivel de ambas as espécies

estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Resultado dos testes histoquimicos aplicados nos 6rgaos vegetativos aéreos de

P. alata e P. edulis.

Metabolitos identificados Tratamentos Cor (resultado positivo) Figuras
Reagente de Wagner marrom 34
Alcal6ides
Reagente de Dragendorff marrom avermelhado 35,36
Compostos_fenollcos SFF* marrom a preto 37,38,39
totais
amarelo esverdeado,lilas, azul, verde 40,42,44,48
autofluorescéncia (em luz UV**)
amarelo (em luz azul***) 47
. 41,45,49
Flavon6ides® Natural A . amarelo, laranja, amarelo
Cloreto de aluminio esverdeado
43,50
Atividade antlg?(ldante DPPH amarelo, laranja e amarelo 46,51
dos flavonoides esverdeado

Notas: *fixador; **365nm; ***470nm.

Os testes histoquimicos localizam alcaldides e compostos fendlicos, incluindo
flavondides, no interior do vacuolo dos idioblastos dispostos majoritariamente entre as
células do floema (figuras 34,37-39).

A autofluorescéncia dos compostos fendlicos € visualizada nos idioblastos de
seccOes sem tratamento sob luz azul (figura 47) e UV (figuras 40,42,44,48) provenientes
do caule e folhas de ambas as espécies, e nos idioblastos dispersos no parénquima
nectarifero de P. alata (figura 44). Os testes especificos para flavonodides demonstram que
o conteudo autofluorescente dos idioblastos é resultado da presenca desta classe de
compostos (figuras 41,43,45,49,50).

Os resultados com o reagente DPPH evidenciados nas secc¢fes do caule indicam a

atividade antioxidante no vacuolo dos idioblastos secretores dispersos entre as células dos

tecidos vasculares (figuras 46,51).

® Sob luz UV (365nm), o cloreto de aluminio revela os 5-hidroxi-flavonoides em cor amarela, enquanto o
natural A revela os 3',4'-dihidroxiflavonas e flavonois em cor laranja, e 4-hidroxi equivalentes em cor
amarelo esverdeado (Markham 1982).
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Microscopia eletronica de varredura (figuras 52-54)

Os compostos fendlicos apresentam aspecto globular (inset figura 52; seta curta,
figura 54) ou esponjoso (seta longa; figuras 53,54) no vacuolo dos idioblastos secretores
dispersos no parénquima nectarifero do NEF peciolar de P. alata (figura 53) e nos tecidos

vasculares do caule de ambas as espécies (figuras 52,54).

llustracdes
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Figuras 1-7. Localizacdo de células com antocianinas em Passiflora alata Curtis e
P. edulis Sims. Secces transversais do segundo ao quarto interné/né visivel de
material fresco (1-5); lamina foliar do quinto no visivel fixada em SFF e
diafanizada (6,7). 1. P. alata. 2-7. P. edulis. Antocianinas na epiderme (5) e
camadas subepidérmicas (1-4). 1,2. Caule. 3. Gavinha. 4-7. Lamina foliar: nervura

principal (4,7) e margem (5,6). Barras: 150um (4,6), 75um (1,2,3), 50um (5,7).
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Figuras 8-12. Laminas foliares fixadas em FAA, diafanizadas e coradas com
safranina de Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims. Quinto né visivel. 8-10. P.
alata. 11,12. P. edulis. 8-10. Idioblastos secretores de compostos fendlicos:
alongados na regido costal (8) e curtos na intercostal (9); estes idioblastos séo
raros proximos aos NEF laminares marginais (10). 11,12. Idioblastos secretores
ndo evidenciados nas nervuras foliares e ausentes na margem. Barras: 150um
(8,11), 75um (10,12), 50um (9,11).
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Figuras 13-21. Células com antocianinas e idioblastos secretores de compostos
bioativos nos o6rgdos vegetativos aéreos de Passiflora alata Curtis. Secc¢bes
transversais (13-17, 20,21) e longitudinais (18,19) do terceiro ao quinto interné/n6
visivel. 13,16. Antocianinas na epiderme e camadas subepidérmicas (16). 14-20.
Idioblastos no tecido vascular (14-18,20) e entre as células nectariferas (19). 13-
15. Caule: ala (13), feixe vascular no vértice (14) e entre os veértices (15). 16.
Gavinha. 17-21. Folha: peciolo (17,18), NEF peciolar (19) e nervura principal da
lamina (20,21); notar cristais em luz polarizada (21). Barras: 150um (19), 75um
(13-17,20,21), 50um (18).
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Figuras 22-28. Idioblastos secretores de compostos bioativos nos 06rgaos
vegetativos aéreos de Passiflora edulis Sims. Secc¢fes transversais (22-24,27,28)
e longitudinais (25,26) do segundo ao quarto interné/né visivel. 22-25,27.
Idioblastos no tecido vascular. 22,24. Caule. 23. Regido nodal. 25-28. Idioblastos
foliares raros. 25,26. Peciolo. 27,28. Nervura principal da lamina foliar. 26,28.

Cristais em luz polarizada. Barras: 75um (22-24,27,28), 50um (25,26).
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Figuras 29-33. Localizacao in situ de compostos fendlicos nos érgaos vegetativos
aéreos de Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims. Secc¢bes transversais
(29,32,33) e longitudinais (30,31) do quarto internd/no visivel. 29-32. P. alata. 33.
P. edulis. 29-33. Idioblastos no tecido vascular (29-31,33) e antocianinas na
epiderme e camadas subepidérmicas (32). 29,33. Caule. 30-32. Folha: peciolo
(30,31) e lamina foliar (32). Barras: 150um (32), 50um (29,33), 30um (30,31).
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Figuras 34-39. Localizacdo in situ de idioblastos secretores de compostos
bioativos no caule de Passiflora alata Curtis e P. edulis Sims. Secc¢bes
transversais do terceiro e quarto interno¢ visivel. 34,35,37,38. P. alata. 36,39. P.
edulis. 34-36. Alcaldides evidenciados pelos reagentes de Wagner (34) e
Dragendorff (35,36) em material fresco. 37-39. Compostos fendlicos evidenciados

em material fixado em SFF. Barras: 50um.
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Figuras 40-46. Localizacéo in situ de flavondides e da atividade antioxidante nos
idioblastos secretores de 6érgdos vegetativos aéreos de Passiflora alata Curtis.
Seccdes transversais do terceiro e quarto interné/né visivel. 40,41,46. Caule. 42-
45. Folha: peciolo (42,43) e NEF peciolar (44,45). 40,42,44. Autofluorescéncia em
luz UV. 41,45. Reagente natural A. 43. Cloreto de aluminio. 46. Reagente DPPH.

Barras: 50um.
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Figuras 47-51. Localizacéo in situ de flavondides e da atividade antioxidante nos
idioblastos secretores do caule de Passiflora edulis Sims. Secgdes transversais do
quarto interno visivel. 47,48. Autofluorescéncia em luz azul (47) e luz UV (48). 49.

Reagente natural A. 50. Cloreto de aluminio. 51. Reagente DPPH. Barras: 50um.
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Figuras 52,53. Observa¢gfes em MEV dos compostos fendlicos nos idioblastos de
Passiflora alata Curtis. Sec¢des transversais do quarto internd/n6 visivel do caule
(52) e NEF peciolar (53). 52. Conteudo globular no interior do vacuolo (inset) nos
idioblastos dispersos no floema secundario. 53. Aspecto esponjoso do conteudo
fendlico no idioblasto disperso no parénquima nectarifero (seta longa). Barra: 5um
(53).
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Figura 54. Observacdo em MEV dos compostos fendlicos nos idioblastos de
Passiflora edulis Sims. Seccdo transversal do caule do quarto internd visivel.
Notar conteudo esponjoso (seta longa) e globular (seta curta) dos idioblastos.

Barra: S5pm.
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Discussao
Antocianinas

As antocianinas® sdo um grupo de flavonéides cuja estrutura quimica béasica é o
cation 2-fenilbenzopirilium com substituicbes compostas por hidrogénio, hidroxilas ou
metoxilas (Swain 1976). Este pigmento é facilmente visualizado em observacdes
morfoldgicas e nas secgdes a fresco, devido a coloracéo purpura apresentada’.

As hidroxilas ligadas aos anéis aromaticos A e C da molécula de antocianina
caracterizam grupos fendlicos disponiveis para se complexarem com o0s ions ferro
presentes no fixador SFF. A coloracdo vinho apresentada pela reacao de basofilia entre a
safranina e os compostos fendlicos também evidencia este pigmento (Gardner 1975).
Desta forma, antes de se iniciar estudos cujo enfoque seja a localizacdo de compostos
fendlicos — bioativos ou de senescéncia — € essencial que se descreva a eventual
preexisténcia de antocianinas nos oOrgdos-alvo, para evitar eventuais equivocos de
interpretacgéo.

Em ambas as espécies, as antocianinas sdo detectadas apenas nos individuos
expostos ao sol, independente da época do ano em que foram analisadas. Em P. alata, as
antocianinas estdo restritas as alas do caule e, em P. edulis, presentes em todos o0s
orgdos cuja incidéncia solar é direta. O menor consumo de individuos de P. edulis
expostos ao sol (capitulo 1) por herbivoros é indicio da acao deste pigmento como
dissuasivo alimentar. Aparentemente, existe uma forte associacdo entre a biossintese de

antocianinas e situacdes de estresse na planta (Dixon & Paiva 1995), em que funcdes

® O termo antocianina refere-se ao glicosideo, e antocianidina a aglicona (Swain 1976, Zuanazzi & Montanha
2001).

" A cor apresentada pelas antocianinas varia do amarelo ao azul; esta variacdo esta relacionada ao niimero
e orientagdo dos grupos hidroxila e metoxila presentes na molécula e ao pH do meio, devido ao carater
ibnico deste pigmento. As antocianinas sédo armazenadas no vacuolo das células, que apresenta pH &cido,
resultando na coloragéo purpura a azul apresentada nas secg¢fes (Swain 1976, Taiz & Zeiger 2009).
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fisioldgicas séo atribuidas a presenca destes pigmentos, destacando-se a ag¢do contra o
excesso de radiacdo solar, atividade antioxidante e agente antifungico (Dixon & Paiva
1995, Treutter 2006). Atribui-se funcéo ecoldgica como dissuasivo alimentar de insetos as
antocianinas (Koptur 1992); entretanto, ndo existe consenso quanto a capacidade
dissuasiva destes pigmentos, visto que nao sao toxicos a maioria dos invertebrados
(Gould & Lister 2006). As evidéncias de que 0s insetos evitam consumir plantas com
antocianinas estdo relacionadas a coloracdo aposematica apresentada por estas

moléculas para alguns folivoros (Gould & Lister 2006, Karageourgou et al. 2008).
Compostos bioativos

Os testes histoquimicos localizam estruturas quimicas ou ligacdes especificas nas
moléculas, sendo imprescindivel o conhecimento dos mecanismos de reacdo dos testes
para a interpretacdo correta dos resultados.

A localizacdo de alcaloides é baseada na precipitacdo do iodeto de potassio e
atomos de nitrogénio terciario e quaternario, caracteristicos de alguns alcaldides (Svedsen
& Verpoorte 1983) como 0s indolicos presentes em P. alata e P. edulis. O mecanismo de
reacdo dos testes para a localizacdo de compostos fendlicos baseia-se na precipitacao de
complexos formados entre ions metalicos — ferro — e hidroxilas fendlicas (Johansen 1940,
Goodwin 1976, Vermerris & Nicholson 2006). Os testes para flavondides apresentam
maior especificidade, ligando-se as moléculas pertencentes a diferentes subgrupos desta
classe de compostos por meio da formacdo de complexos com aluminio ou moléculas
maiores, como &acido difenil-bdrico-etanolamina — constituinte do reagente natural A
(Markham 1982).

A sintese dos principais alcal6ides e flavondides presentes em P. alata e P. edulis —

cujas identificacdes e estruturas quimicas estdo descritas na introducdo geral — é
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conhecida e disponivel em literatura (Slaytor & McFarlane 1968, Herbert & Mann 1982,
Kumazawa et al. 2000, Marinova et al. 2007). A localizacédo dos sitios de sintese nestas
espécies € inviavel, devido a baixa concentracdo e estrutura quimica dos precursores das
moléculas destes compostos. Considerando-se as estruturas e ligacdes quimicas
identificadas pelos reagentes supramencionados, os testes aplicados sdo capazes de
localizar os produtos finais da biossintese dos compostos bioativos, possibilitando a
pressuposicao dos possiveis locais de translocacao e armazenamento.

A deteccdo de pequenas moléculas como os alcaldides é uma das mais dificeis na
microscopia optica: os fixadores comumente usados liberam as barreiras nas células,
permitindo o movimento livre de pequenas moléculas e ions. Assim, existem poucos
exemplos de localizagcbes de alcaldides em tecidos e 6rgdos por meio de testes
histoquimicos (Ferreira et al. 1998).

Os padrdes celulares na biossintese de alcaloides descritos em literatura envolvem
mais de um tipo celular diferenciado, normalmente incluindo estruturas secretoras —
idioblastos e/ou laticiferos — na sintese dos precursores finais ou armazenamento dos
compostos (DeLuca & St-Pierre 2000, Bird et al. 2003, Weid et al. 2004, Mahroug et al.
2006). A auséncia de alcalbides e flavondides em células meristematicas e a localizagao
conjunta destes metabdlitos em idioblastos dispersos nos tecidos vasculares primarios e
secundarios do caule de ambas as espécies € um forte indicio da existéncia de diferentes
tipos celulares diferenciados para a producao destas substancias em P. alata e P. edulis.
Esta informagéo deve ser considerada em futuros estudos que abordem a sintese destes
compostos em cultura de células indiferenciadas.

A biossintese de alcalbides apresenta rigido controle celular e tecidual, ocorrendo
durante o desenvolvimento dos 6rgaos jovens e em resposta a estimulos ambientais que

influenciam a biossintese (Bird et al. 2003, Mahroug et al. 2006). A ocorréncia desta classe
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de compostos nos tecidos vasculares indica sua translocacao a longa distancia, de forma
analoga a registrada em Catharanthus roseus (Apocynaceae) e Senecio vernalis
(Asteraceae) (DeLuca & St-Pierre 2000, Moll et al. 2002, Bird et al. 2003): nestas
espécies, as enzimas biossintéticas dos diferentes tipos de alcaldides sao
sistematicamente translocadas e acumuladas em outros érgaos.

Os alcaldides sdo compostos que possuem alta toxicidade, apresentando efeito
dissuasivo contra herbivoros mesmo em baixas concentracées (Schoonhoven & van Loon
1998). A compartimentalizacdo e armazenamento dos alcaldides no vacuolo sao
mecanismos que impedem a citotoxicidade destes compostos para a planta (Otani et al.
2005). Em Catharanthus roseus, os produtos finais da biossintese dos alcaldides se
acumulam no vacuolo da epiderme foliar, onde o papel defensivo é mais efetivamente
explorado pelas plantas (Mahroug et al. 2006). A concentracdo de alcaldides em P. alata e
P. edulis corresponde a menos de 0,03% em peso seco das folhas (Copeland & Slaytor
1974, Zuanazzi & Montanha 2001). As evidéncias de que estes compostos estao
presentes nas folhas de ambas as espécies sdo o acumulo nos idioblastos dispersos no
parénquima nectarifero dos NEF peciolares de P. alata e sua deteccdo no néctar liberado
pelos NEF marginais de ambas as espécies e peciolares de P. edulis (capitulos 1 e 2).

A diafanizacao € uma técnica simples e acessivel para a visualiza¢do da disposi¢ao
dos idioblastos secretores nos 6rgaos laminares por possibilitar a observacdo de toda a
extensdo da lamina foliar. A distribuicdo dos idioblastos de secrecdo mista nos 6érgaos
foliares de P. alata € basipeta, concentrados na base destes 6rgdos e ausentes no apice
destas estruturas. Este padrao de disposicdo dos idioblastos é descrito em Hordeum
vulgare (Poaceae) (Marinova et al. 2007) e Catharanthus roseus — neste contendo

precursores de alcaléides e flavondides (Mahroug et al. 2006). A nao-evidéncia de
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idioblastos nas laminas foliares diafanizadas de P. edulis esta relacionada as poucas
células dispersas nos tecidos vasculares observadas nas seccdes estruturais.

A autofluorescéncia dos compostos sob luz azul e UV observados nas secc¢des a
fresco € indicativa da presenca de flavonoides (Wollenweber & Dietz 1981). Os testes
especificos para flavonoides — cloreto de aluminio e reagente natural A — resultaram
positivo nas mesmas ceélulas em que os compostos fendlicos foram detectados, sugerindo
que parte dos resultados em SFF envolva a deteccédo dos anéis fendlicos constituintes dos
compostos bioativos — flavondides. A facilidade em se detectar estes compostos, em
oposicao aos alcalbides, decorre da sua concentracdo nos 0rgaos aereos de P. alata e P.
edulis de 4,8mg/100mg e 2,9mg/100mg, respectivamente (Oga et al. 1984).

A funcdo dos flavondides na protecdo contra o excesso de radiacdo solar esta
relacionada aos diferentes comprimentos de onda absorvidos pelas diversas classes de
flavondides: flavonas e glicosideos de flavonol apresentam absorcao luminosa entre 250-
270nm e 330-370nm respectivamente; a presenca destes compostos nas laminas foliares
previne a metagénese da timina do DNA e a fotodestruicdo de co-enzimas como NAD e
NADP (Gould & Lister 2006, Treutter 2006). Ainda, oferecem protecdo contra diversos
tipos de estresse, como herbivoria, altas e baixas temperaturas, infecgdes, ataque de
patdégenos, alta intensidade luminosa, 0z6nio ou deficiéncia de nutrientes e protecdo
antioxidante — esta € uma caracteristica dos compostos fenélicos em geral (Harbone 1973,
Burchard et al. 2000, Optiz 2002, Soares 2002, Doyama et al. 2005, Gould & Lister 2006,
Treutter 2006, Vermerris & Nicholson 2006).

Os flavonoides, assim como os alcalbides, foram identificados no interior dos
idioblastos secretores dispersos entre as células dos tecidos vasculares primarios e
secundarios, majoritariamente entre o floema secundario, indicando uma co-ocorréncia

destes compostos na translocacao pelos tecidos vasculares de P. alata e P. edulis. A co-
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ocorréncia de alcalbides e flavondides em tecidos vasculares é registrada em Hordeum
vulgare e Catharanthus roseus (Mahroug et al. 2006, Marinova et al. 2007), enquanto a
translocacdo de compostos fendlicos pelo floema é sugerida em Picea abies (Pinaceae)
(Franceschi et al. 1998).

Seccdes longitudinais do peciolo coradas com a técnica da dupla coloracdo e
seccOes do material fixado em SFF evidenciaram conteddo denso e granuloso dos
compostos fenolicos. Os compostos fendlicos sdo armazenados em um grande vacuolo ou
em inumeros pequenos vacuolos dispersos no citoplasma (Castro & Demarco 2008).
Assume-se que os flavonéides soltveis em agua® — antocianinas, flavonas e glicosideos
flavondis estruturalmente relacionados — estejam localizados no interior desta organela
(Gould & Lister 2006), normalmente como glicosideos ou outros conjugados, embora seja
desconhecido se estes compostos sao sintetizados neste sitio ou transportados de células
adjacentes (Dixon & Paiva 1995).

Os idioblastos secretores dispersos no parénquima nectarifero do NEF peciolar de
P. alata e nos tecidos vasculares do caule de ambas as espécies observados em MEV
apresentam conteudo fendlico de aspecto esponjoso e globular: o conteddo esponjoso
relaciona-se aos flavondides glicosilados identificados nas secc¢fes histoldgicas como
massas coradas densamente; este aspecto em MEV decorre da solubilidade destes
compostos no vacuolo. O aspecto globular, observado nas secc¢des histolégicas como
granuloso, refere-se aos compostos fendlicos de baixo peso molecular ou menos
condensados, dispersos em pequenos vacuolos (Franceschi et al. 1998).

Propde-se um padrdo espacial de distribuicAo de alcaldides e flavondides

envolvendo estruturas secretoras, em que os idioblastos sdo apontados como as

® A presenca de radicais hidroxila ou glicosideos aumenta a solubilidade em agua destes compostos; éteres
metilicos ou unidades isopentil modificadas conferem carater lipofilico aos flavonéides (Zuanazzi &
Montanha 2001).
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principais células envolvidas no armazenamento de compostos bioativos. Estas células
dispersas nos tecidos vasculares caulinares de ambas as espécies sdo as primeiras a
receber os compostos bioativos translocados pelos elementos de tubo crivado, enquanto
os idioblastos dispersos nas laminas foliares de ambas as espécies e estipulares de P.
alata sdo provavelmente o local de acumulo destes metabdlitos.

Alcaldides e flavonoides foram detectados no néctar proveniente dos NEF foliares
de ambas as espécies, a excecao dos NEF peciolares de P. alata em que apenas
apigenina foi encontrada (capitulos 1 e 2). Embora os testes histoquimicos e a analise em
espectrometria de massas (MS) tenham fornecido resultados qualitativos, é possivel
estabelecer uma relacdo entre a concentracdo relativa dos metabdlitos no interior da
planta e liberado por ela no néctar a partir da sensibilidade que ambas apresentam na
deteccdo dos compostos bioativos: a sensibilidade do MS é da ordem de fentogramas
(Souza 2008), possibilitando a deteccédo de metabdlitos em tracos, como 0s presentes no
néctar; a histoquimica apresenta uma sensibilidade menor, da ordem de microgramas
(Goodwin 1976), detectando compostos em maior concentracdo. Desta forma, os
alcaldides e flavondides detectados pelos testes histoquimicos estdo mais concentrados
no interior dos idioblastos presentes em ambas as espécies em compara¢ao ao néctar.

A relacdo entre a concentracdo de compostos bioativos disponiveis no interior e
fora da planta e o comprometimento no crescimento de herbivoros e/ou coletores €&
andloga a existente entre a concentracdo de elementos ndo-essenciais e o crescimento de
seres vivos, explorada na quimica em estudos de andlises de tracos e especiacao (Krull

1991). Esta correspondéncia é plotada no grafico 1.
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Grafico 1. Relacao entre a concentracao de elementos ndo-essenciais e o0 crescimento de
insetos.

Toxico

(idioblastos) Letal

Toleravel ou indiferente
(néctar)

Crescimento

Concentragao (adaptado de Krull 1991)

Os compostos bioativos em alta concentragdo no interior da planta apresentam
funcdo dissuasiva contra herbivoros: os folivoros incapazes de detoxificar estes
compostos comprometem o0 seu desenvolvimento conforme estas substancias sao
acumuladas em seu organismo. A baixa concentracdo de alcaldides e flavondides no
néctar € insuficiente para comprometer o metabolismo dos insetos coletores que
estabelecem relagbes mutualistas com as plantas: o impacto da ingestdao destes
compostos no desenvolvimento destes insetos € toleravel ou indiferente ao seu
crescimento. A andlise do gréfico sugere que a modulacdo da concentragdo de compostos
bioativos em diferentes situacdes permite a planta se relacionar de maneira distinta com
insetos consumidores e mutualistas.

O DPPH é um radical estavel, com baixas taxas de deterioragédo e reatividade com
a maioria dos compostos quimicos (Kim et al. 2002). O seu uso é comum na detecc¢do in
vitro da atividade antioxidante de determinados metabdlitos, principalmente os flavonoéides
(Mensor et al. 2001). O potencial antioxidante relacionado aos flavondides presentes no
extrato de P. alata e P. edulis (Rudnicki et al. 2007) é evidenciado in situ pelo uso do

reagente DPPH nas seccles histoldgicas. A atividade antioxidante € detectada nas
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mesmas células em que os flavonoides séao localizados. As diferentes cores obtidas nas
seccOes sao semelhantes as encontradas nos papéis cromatograficos — controle positivo —
e correspondem as diversas classes de flavonoéides presentes (Mensor et al. 2001).

A adaptacdo do uso do reagente DPPH em secc¢Oes histolégicas vegetais € inédita
e pode fornecer indicios destas atividades em plantas cuja descricdo farmacologica ainda
nao esta documentada, além de localizar os 6rgdos-alvo para extracdes de compostos
antioxidantes com finalidades terapéuticas.

Cristais estdo associados aos tecidos vasculares nos 0rgaos vegetativos aéreos de
ambas as espécies. Cristais observados nesta mesma posicdo sdo relacionados ao
transporte e regulacdo de calcio nos tecidos, possivelmente realizado através do xilema

(Prychid & Rudall 1999), e a um mecanismo de defesa constitutivo (Damiray 2007).
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DISCUSSAO GERAL E CONSIDERACOES FINAIS

Uma grande variedade de substancias de reconhecido valor medicinal e econdmico
pode ser produzida por células secretoras especializadas (Fahn 1979, 2000). O valor dos
compostos produzidos pelas estruturas secretoras também é bioldgico, uma vez que
conferem propriedades as espécies de sobreviverem as condi¢cdes climaticas e a fauna,
constituindo-se em defesas quimicas (Taiz & Zeiger 2009). Atualmente, as estruturas
secretoras revelam-se as responsaveis pela producdo/armazenamento de compostos
bioativos, e ressurgem com destague em estudos fisiol6gicos, bioquimicos e moleculares
em plantas que apresentam importancia farmacologica.

A crescente procura de mercado pelos produtos naturais, em detrimento dos
sintéticos, reforca o ressurgimento da pesquisa académica voltada as demandas socio-
econbmicas. Um exemplo deste enfoque interdisciplinar que atendeu a populacdo de
baixa renda foi o esforco congregado na pesquisa da artemisinina — um derivado
sesquiterpénico obtido de érgados aéreos primarios de Artemisia annua L. — que substitui
com eficacia os antimalaricos sintéticos, para os quais Plasmodium falciparum ja é
resistente. Estudos morfolégicos e fitoquimicos de mutantes de A. annua possibilitaram
localizar o sitio de sintese da artemisinina: os tricomas secretores bisseriados capitados
(Duke et al. 1994).

Neste contexto, os estudos tentam explicar a baixa quantidade de compostos
bioativos obtidos a partir de plantas cultivadas em condicdes ideais e a inviabilidade na
producdo de muitos farmacos em cultura de células (Fowler 1981, Lindsey & Yeoman
1983). Em ambos os casos, as estruturas secretoras estdo envolvidas, produzindo ou
liberando compostos apenas quando a planta estd submetida a algum estresse ou em

padrées de biossintese que envolvam diferentes tipos celulares ja diferenciados. Os
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alcaldides e flavondides encontrados em P. alata e P. edulis parecem seguir este modelo:
os testes localizaram estes compostos apenas nos tecidos que apresentavam certo grau
de diferenciacéo; os apices caulinares vegetativos cujos tecidos sdo ainda meristematicos

estdo desprovidos dos produtos finais da sintese destes metabdlitos.
Relacfes ecoldgicas em Passiflora

Os vegetais produzem diversos compostos quimicos, referidos como metabdlitos
secundarios, em resposta a uma ampla variedade de organismos herbivoros, os principais
responsaveis pelo impacto negativo na aptidao das plantas (Belsky 1993, Cipollini & Levey
1997). Apesar da existéncia de evidéncias indiscutiveis desta suposicao, criticos enfatizam
gue muitas substancias do metabolismo secundario apresentam outras funcdes adicionais
na planta; argumenta-se que o papel defensivo destes compostos pode ser simplesmente
um efeito pleiotrépico de genes que controlam os fatores de resisténcia que foram
selecionados em resposta a outros estresses ambientais, como a competicdo entre
plantas co-especificas e hetero-especificas — sintese de compostos fendlicos que
conferem efeitos alelopaticos —, deficiéncia nutricional — p. ex, alcal6ides como reserva de
nitrogénio —, e protecdo contra radiacdo UV pelos flavonoides (Schoonhoven & van Loon
2008). Em algumas plantas, a biossintese destes compostos esta diretamente relacionada
aos fatores bioticos e abidticos que promovem estresse na planta, sendo sintetizados
apenas na presenca destes estimulos (Fahn 1988, Dixon & Paiva 1995, Franceschi et
al.1998).

A antocianina € um exemplo de composto quimico cujas funcgdes fisioldégicas sédo
reconhecidas — protecdo contra radiacdo UV excessiva, manutencdo da integridade do
protoplasto, antioxidante e antifungico (Dixon & Paiva 1995, Treutter 2006, Taiz & Zeiger

2009). Adicionalmente, as antocianinas destacam-se no contexto ecolégico como defesas
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constitutivas que atuam sobre o herbivoro e sdo moduladas pelas plantas (Koptur 1992):
evidéncias sugerem gue 0s insetos evitam 0 consumo de plantas com este pigmento.

A hipotese mais aceita para legitimar as antocianinas como defesas anti-herbivoria
refere-se a coloracdo aposematica apresentada pelas plantas que possuem este
pigmento, inibindo os folivoros que ndo reconhecem a cor vermelha (Gould & Lister 2006,
Karageourgou et al. 2008). Em P. edulis, os individuos expostos ao sol sdo menos
consumidos em relacdo aos sombreados, sendo este um forte indicio da fungcéo ecoldgica
atribuida a estes pigmentos, principalmente se considerado que borboletas do género
Heliconius ndo apresentam sensibilidade aos comprimentos de onda relativos a cor
vermelha (Crane 1955) e podem nao reconhecer os 0rgaos jovens preferenciais para a
oviposicao.

A presenca de compostos bioativos — alcaléides e compostos fendlicos — esta
diretamente relacionada a uma estratégia de defesa em P. alata e P. edulis. As defesas
quimicas produzidas em Passiflora incluem alcalbides, flavondides e glicosideos
cianogénicos, envolvidos nas respostas contra herbivoros e patégenos (Benson et al.
1975, Brown 1981, Stephenson 1982, Spencer 1988, Verpoorte & Schripsema 1994, Trigo
2000).

Experimentos de preferéncia alimentar realizados com borboletas especialistas do
género Heliconius e Osmilia flavolineata, uma espécie de gafanhoto generalista,
evidenciam que as larvas de Heliconius selecionam folhas jovens e meristeméticas de
espécies de Passiflora, enquanto os adultos de O. flavolineata n&o apresentam
preferéncias entre folhas jovens ou completamente expandidas (Denno & Donnelly 2008).
Desta forma, os compostos quimicos dissuasivos sao mais eficientes contra herbivoros
generalistas e devem estar disponiveis em todos os 6rgdos aéreos da planta, justificando

a mobilizacéo de alcaldides e flavondéides pelos tecidos vasculares de P. alata e P. edulis.
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A relacdo entre a concentracdo de compostos bioativos — alcaldides e/ou
compostos fendlicos — disponiveis nos idioblastos e no néctar afeta distintamente o
crescimento de herbivoros e coletores. Esta relacao foi plotada no grafico de crescimento
de insetos versus a concentracdo dos compostos toxicos (capitulo 3), sugerindo que uma
baixa concentracdo de compostos téxicos, como disponibilizada no néctar, pouco afeta ou
€ indiferente aos insetos coletores — a excecdo de alguns pilhadores (Adler 2001, Adler &
Irwin 2005); no entanto, a alta concentracdo dos compostos toxicos no interior da planta,
como nos idioblastos secretores presentes no caule de ambas as espécies, afeta
diretamente o crescimento do folivoros. Assim, a modulacdo na concentracdo de
compostos no interior e fora da planta € uma forma dela relacionar-se com insetos
antagonistas e mutualistas.

De acordo com a teoria coevolutiva (Ehrlich & Raven 1964), uma sucessao de
defesas quimicas contra herbivoros € desenvolvida ao longo do tempo evolutivo; estas
defesas séo eficazes contra insetos generalistas, enquanto os especialistas desenvolvem
mecanismos de detoxificacdo e estratégias para a exclusdo dos generalistas.

Os idioblastos secretores — cuja secrecao heterogénea é composta por alcaldides e
flavondides — foram identificados majoritariamente no caule de ambas as espécies
(capitulo 3). A presenca de compostos bioativos em uma estrutura secretora comum a P.
alata e P. edulis evidencia que ambas possuem a mesma estratégia quimica contra
insetos generalistas e denotam a presenca de idioblastos secretores no caule como um
carater conservativo. As folhas, no entanto, apresentam diversas adaptac6es morfoldgicas
diretamente atuantes na defesa contra insetos especialistas — borboletas Heliconiini. Estas
alteracdes, taxonomicamente identificadas como caracteres distintivos, sao um reflexo das
diferentes estratégias morfolégicas adotadas por estas plantas contra seus herbivoros

primarios, cuja finalidade é a defesa direta ou indireta destas espécies contra folivoros,
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representando adaptacdes morfologicas para limitar o impacto negativo da herbivoria
(Wackers et al. 2001).

Ao longo do tempo evolutivo, as borboletas da tribo Heliconiini desenvolveram
estratégias fisioldgicas para detoxicar ou sequestrar 0S compostos toxicos presentes em
Passiflora (Spencer 1988, Trigo 2000) e usa-los em sua defesa contra seus predadores,
tornando-se impalataveis. A detoxicacdo ocorre pela presenca de enzimas que inativam 0s
compostos toxicos no organismo dos insetos especialistas (Spencer 1988). O sequestro
de alcalbides € descrito em lagartas e adultos de Heliconius ismenius a partir de sua
planta hospedeira, Passiflora costaricensis (se¢dao Xerogona, Ulmer & MacDougal 2004);
entretanto, o papel destes alcaldides na defesa quimica de espécies de Heliconius ainda &
desconhecido (Trigo 2000).

As alteracdes no comportamento do herbivoro a partir de estratégias morfologicas e
defesas bidticas possuem maior influéncia sobre o curso da evolucdo entre borboletas
Heliconiini e Passiflora em detrimento a presenca de compostos quimicos defensivos
(Benson 1978, Williams & Gilbert 1981).

Espécies de Passiflora de ambientes neotropicais desenvolveram estratégias
morfolégicas mais eficientes contra as borboletas Heliconiini em resposta a neutralizacao
dos compostos téxicos (Denno & Donnelly 2008): a presenca de tricomas tectores de
apice agudo sobre as nervuras da lamina foliar de P. edulis, nectarios extraflorais (NEF)
para a atracdo de formigas agressivas e estabelecimento de relacbes mutualistas, e o
desenvolvimento de egg mimics, estruturas que mimetizam ovos de borboletas Heliconiini.

Alguns caracteres estruturais presentes na superficie das plantas possuem a
funcdo de oferecer resisténcia ao ataque de herbivoros; sugere-se que estas defesas sao
seletivas em sua interacdo com antagonistas especificos e geralmente evoluem apos o

surgimento de uma série de defesas quimicas. Considerando-se a capacidade das
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borboletas do género Heliconius de detoxicar os compostos produzidos por espécies de
Passiflora (Trigo 2000), o desenvolvimento de estratégias morfologicas torna-se essencial
para a manutencdo da aptiddo destas espécies. P. adenopoda é uma espécie que
apresenta tricomas tectores por todo o corpo da planta; estas estruturas provém defesas
contra larvas de borboletas Heliconiini, por meio de injurias na superficie do corpo das
larvas (Gilbert 1971). Entretanto, caracteres de superficie foliar sdo vulneraveis a
herbivoros pequenos o suficiente para se alimentarem entre as estruturas: em Lactuca
serriola (Asteraceae), os feixes vasculares sédo protegidos por uma coluna de tricomas
tectores semelhantes aos encontrados em P. edulis (introducdo geral); estes tricomas sao
removidos pelas lagartas antes de consumirem a folha (Dussourd & Denno 1991).

A producdo de nectarios extraflorais € analoga a de compostos quimicos do
metabolismo secundario que atuam como dissuasivo aos herbivoros, visto que a presenca
de formigas reduz a pressao de herbivoria (Janzen 1968). Em espécies tropicais de Acacia
(Fabaceae), plantas que possuem NEF n&o produzem compostos do metabolismo
secundario, enquanto estas substancias sdo disponibilizadas pelas espécies que nao
apresentam glandulas nectariferas (Knox et al. 1985). O custo relativamente baixo da
producdo de nectéarios extraflorais — 1% da energia total em algumas espécies — sugere
que este mecanismo anti-herbivoria € mais econdmico que a producdo de toxinas
(O’Dowd 1979). Ainda, a producédo de NEF provém uma defesa mais efetiva em relacdo as
toxinas, devido a dificuldade de uma espécie herbivora em desenvolver uma resisténcia
especifica contra formigas (McLain 1983).

Os NEF peciolares de P. alata, além de produzir néctar e estabelecer relacées com
formigas do género Crematogaster, apresentam morfologia semelhante aos ovos de
borboletas do género Heliconius. Os insetos destas espécies ovipdem apenas em 6rgaos

jovens da planta que ndo possuam ovos prévios (Benson 1978, Mugrabi-Oliveira &
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Moreira 1996, Dell’Erba et al. 2005). Desta forma, a presenca de estruturas mimicas
previne a oviposicao e, conseqientemente, evita o consumo dos Orgaos jovens pelas

larvas destas borboletas.
Glandulas foliares em Passiflora

Passifloraceae € uma familia reconhecida taxonomicamente pela presenca de
glandulas foliares, ausentes somente em alguns géneros do subgénero Decaloba
(Muschner et al. 2003, Ulmer & MacDougal 2004, Yockteng & Nadot 2004, Judd et al.
2009). Descricoes taxondmicas de P. alata e P. edulis mencionam glandulas presentes
nos 6rgaos vegetativos aéreos destas espécies; entretanto, um inventario e identificacao
das estruturas secretoras foliares presentes eram ainda inexistentes. O quadro 1
apresenta as descri¢cdes taxonémicas das glandulas foliares de ambas as espécies e as

informacdes inéditas levantadas neste estudo.

Quadro 1. Comparacdo entre as estruturas descritas por Bernacci et al. (2003) e os

resultados obtidos neste estudo (capitulos 1 e 2).

descri¢cdes taxondmicas (Bernacci et al. descricdes inéditas
2003)

b alat glandulas peciolares as glandulas sdo NEF e egg mimics de borboletas
. alata

Heliconiini
estipulas falciformes, inteira a . i
os dentes glandulares séo coléteres
raramente denteada
margem foliar inteira a denteada os dentes glandulares sdo NEF
nectéarios extraflorais peciolares as glandulas sdo corroboradas como NEF
P. edulis

lobos oval-elipticos, serreados e ) o -
as glandulas séo identificadas como NEF

glandulares
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A identificacdo das glandulas marginais e peciolares como NEF foi realizada a partir
de duas técnicas realizadas em campo. (i) Inicialmente foi observado se o exsudato provia
recursos a fauna associada, indicativo da natureza nectarifera destas glandulas; (ii) o teste
com a glicofita foi realizado nos ramos isolados cujas glandulas apresentavam exsudato
profuso, indicando a presenca de glicose, acucar comum e abundante nos NEF. A
ocorréncia da solucdo acucarada e a coleta por formigas foram suficientes para classificar
as glandulas como NEF. Observacdes adicionais, como a presenca de fungos sobre as
glandulas, visualizados sob microscopia eletrénica de varredura (MEV), sdo um indicio da
existéncia de acucares no exsudato (Dias 2008). A presenca de glicose e/ou frutose e
sacarose foi posteriormente confirmada pela analise do néctar em espectrometria de
massas (MS).

A observacao de formigas de diferentes géneros sobre um mesmo individuo, como
espécies de Crematogaster e Camponotus observadas em P. edulis, foram registradas em
P. auriculata (Apple & Feener 2001) e P. incarnata (McLain 1983). Estas formigas
apresentam comportamento agressivo entre si e outros insetos (Bentley 1977, McLain
1983), e poderia justificar a presenca de um género sobre os NEF marginais e de outro
sob os peciolares, embora comportamentos de exclusdo nao tenham sido observados.

Os estudos quimicos aliados as observacdes morfolégicas fornecem indicios ou
respostas de questbes ecoldgicas; p. ex., a presenca de fungos € restrita a fase poés-
secretora dos NEF peciolares de ambas as espécies e a regido ndo secretora dos NEF
marginais interlobais em fase secretora de P. edulis. A presenca de metabdlitos
secundarios no néctar e a acidez do pré-néctar observada nos NEF laminares de P. alata
inibem a presenca destes microorganismos, que colonizam estas glandulas apenas nas
regides e/ou fases de desenvolvimento da glandula em que estes compostos ndo estao

presentes.
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A identificacdo de uma glandula como coléter requer observacbes de campo e
estudos histoldgicos, pois a classificacdo desta estrutura € funcional (Fahn 1979, Thomas
1991). Devido ao eventual aspecto fluido — e ndo viscoso, como € normalmente observado
nos coléteres de Apocynaceae — e a presenca de polissacarideos na secrecao,
evidenciados por meio dos testes histoquimicos aplicados, estas glandulas — como as
presentes nas estipulas de P. alata — podem ser erroneamente identificadas como NEF. A
correta categorizacdo da glandula envolve observacdes em campo, para verificar se o
exsudato, fluido ou viscoso, € produzido por estruturas secretoras ativas apenas em
orgaos jovens, e procedimentos histoquimicos com reagentes especificos para
mucilagem, como o acido tanico/cloreto férrico e outros que identifiguem as diferentes
classes de polissacarideos que compdem a mucilagem. O conhecimento da massa molar
dos acucares presentes no sistema hidro-gel que constitui a mucilagem permite a
identificacdo destes compostos no exsudato por meio da analise em MS, corroborando a
natureza mucilaginosa da secrecéao.

A distensdo da cuticula e 0 acumulo do exsudato no espaco subcuticular € uma
caracteristica das glandulas em Passiflora e em diversas espécies de familias de
Malpighiales. Embora o rompimento da cuticula seja descrito por diversos autores como o
mecanismo de liberacdo do exsudato para o ambiente, a cuticula rompida foi registrada
apenas nos NEF peciolares de P. edulis, em que o comportamento agressivo das formigas
foi observado durante a coleta do néctar. De acordo com estudos em andamento com
glandulas do subgénero Decaloba, sugere-se a existéncia de microporos na cuticula por
onde o exsudato é liberado (Krosnick, comunicacéo pessoal).

NEF peciolares e laminares de ambas as espécies apresentam padrao anatdémico
da regido secretora semelhante, embora a morfologia externa destas estruturas seja

diferenciada. Sobrepondo ilustragdes de seccdes longitudinais medianas de NEF elevados
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— semelhante aos peciolares de P. alata —, globulares e ocelolares presentes em
diferentes espécies de familias ndo relacionadas, Belin-Depoux (1989) observou que as
zonas secretoras sdo semelhantes e sugeriu que as diferencas morfolégicas devem-se ao
tecido néo secretor periférico, que prolifera nestas regiées promovendo a elevacao desta
porcao da glandula; esta proliferacdo de tecido ndo secretor foi relacionada a protecéo das
zonas nectariferas ativas. Em P. alata, o néctar esta disponivel para os coletores no apice
destas glandulas, inviabilizando o contato direto entre os coletores e o tecido nectarifero,
evitando assim o eventual comportamento agressivo das formigas na coleta, como
observado nos NEF peciolares de P. edulis; esta € uma evidéncia do papel protetor
sugerido aos tecidos periféricos nao secretores.

As margens das folhas e estipulas de Passiflora podem exibir diversos padrées —
inteiras, serreadas, denteadas ou glandulares. Estudos moleculares realizados em
espécies de Passiflora evidenciam que os genes envolvidos na producdo da folha e suas
glandulas sdo os mesmos envolvidos na producdo de estipulas (Ulmer & MacDougal
2004). A ontogénese das glandulas foliares de P. alata e P. edulis, e em outras espécies
de Passiflora descritas em literatura (Durkee 1982), permitiram definir estas glandulas
como estruturas homologas. A origem foliar destas glandulas corrobora as informacdes
moleculares supramencionadas. Esta definicAo é fundamental para futuros estudos
evolutivos envolvendo as glandulas foliares de espécies de Passifloraceae sensu lato.

As diferencas quanto a sincronia no desenvolvimento e dindmica de secre¢éo
encontrada nos NEF foliares de ambas as espécies e coléteres em P. alata sdo dados
inéditos e relevantes em estudos ecoldgicos. A assincronia no desenvolvimento dos NEF
marginais e, consequientemente, na producdo de néctar por um grande numero de
glandulas mantém o oferecimento de néctar por um longo periodo. O fato dos NEF

marginais de P. edulis apresentarem desenvolvimento basipeto e finalizarem a fase
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secretora quando esta € iniciada nas peciolares evidencia o continuum entre os NEF
foliares nesta espécie. Desta forma, o oferecimento de néctar € constante nos 6rgaos
jovens, preferencialmente escolhidos pelas fémeas de borboletas Heliconiini para
oviposicdo e consumidos pelas larvas provenientes destes ovos (Benson et al. 1975,
Brown 1981, Spencer 1988).

Aparentemente, os NEF laminares sdo menos explorados por formigas em
comparacao aos peciolares de ambas as espécies. Espécies de Populus — Salicaceae —
apresentam quatro diferentes estratégias morfoldgicas de defesa: (i) a presenca de
tricomas tectores na lamina foliar; (i) glandulas resiniferas nas margens foliares; (iii) NEF
peciolares; (iv) e peciolo comprimido lateralmente, promovendo o balanco das folhas com
0 vento e impedindo o pouso de insetos. No entanto, apenas a presenca das glandulas
resiniferas e dos NEF foliares oferece resultado efetivo contra os herbivoros; as outras
alteracbes morfologicas sdo vestigios das diferentes estratégias adotadas ao longo do
tempo evolutivo (Curtis & Lersten 1978). A baixa incidéncia de formigas sobre os NEF
laminares de P. edulis e a auséncia de visitas em P. alata contrasta com a grande
quantidade de coletores registrados durante o periodo de observacdo sobre os NEF
peciolares de ambas as espécies; sugere-se que estas glandulas sdo mais eficazes no
recrutamento de formigas. Em experimentos realizados em Passiflora auriculata, os NEF
peciolares foram removidos e a visitagdo pelas formigas diminuiu, em detrimento da
funcionalidade dos NEF presentes na superficie da lamina foliar, evidenciando uma
predilecdo pelos NEF que apresentam néctar em maior volume (Apple & Feener 2001).
Neste contexto, a baixa observacdo de formigas nos NEF marginais de ambas as
espécies pode ser explicada por uma predilecdo destes invertebrados pelo maior volume

aparente e/ou a diferenca na composicao do néctar oferecido pelos NEF peciolares.
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Os NEF laminares estao ativos apenas nos 0rgaos jovens de P. alata e P. edulis; na
literatura, este fenbmeno € descrito em P. incarnata (McLain 1983) e P. glandulosa
(Pascal 1993) e relaciona-se aos sitios preferenciais de oviposicdo por borboletas
Heliconiini. Este intervalo de glandulas ativas restrito aos 0rgaos jovens ocorre também
em Turnera ulmifolia; considerando-se a semelhanca entre a distribuicdo geogréfica e
morfologia das glandulas desta espécie e Passiflora, sugere-se uma convergéncia
adaptativa destas estruturas. As familias Turneraceae e Passifloraceae, antes préximas
nos sistemas de classificacdo (Judd et al. 2009), encontram-se, atualmente, circunscritas
em uma mesma familia, Passifloraceae sensu lato (APG Il 2009). A ocorréncia de
estruturas secretoras ontogeneticamente semelhantes reforca a insercdo de Turneraceae
em Passifloraceae.

O presente estudo aborda os aspectos morfolégicos e ecolégicos envolvendo as
estruturas secretoras presentes nos 0rgaos vegetativos aéreos de Passiflora alata e P.
edulis, utilizando técnicas convencionais em anatomia e histoquimica acopladas as
técnicas especificas, como a localizacado in situ de alcaldides e flavonoides e a adaptacao
da técnica in vitro para estimar a atividade antioxidante pelo uso do reagente DPPH. As
metodologias de espectroscopia por energia dispersiva de raios-x e espectrometria de
massas confirmam os resultados encontrados nos estudos anatdomicos e histoquimicos. A
relevancia deste trabalho consiste na divulgacdo da importancia da anatomia nas
diferentes abordagens cientificas da atualidade ao fornecer indicios e possibilitar

responder varias questdes que concernem as diferentes areas supramencionadas.
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PERSPECTIVAS

A patrtir deste estudo, surgiram algumas propostas de projetos futuros relacionados
as glandulas foliares e aos compostos bioativos presentes nos 6rgéos vegetativos aéreos

destas espécies, abordadas a sequir:

Estudos ecoldgicos e quimicos dos nectarios — a discussdo do capitulo 1 evidencia a
importancia de estudos ecolégicos que enfoquem os NEF destas espécies em ambientes
naturais. Estudos em ecologia quimica podem elucidar o papel dos terpenos presentes
nos idioblastos dispersos no parénquima nectarifero dos NEF peciolares de P. alata, e
legitimar a morfologia estipitado-crateriforme desta glandula como contentora de volateis.
Estudos ecolégicos relativos as relacdes troficas envolvendo estas espécies sao

fortemente encorajados.

Estudos de reabsorcéo de néctar, inexistentes em NEF — experimentos e estudos que
envolvam diferentes técnicas que evidenciem possiveis rotas apoplasticas de reabsorcao
de néctar podem contribuir com informacdes relevantes a descricdo da fase pds-secretora

destas glandulas e fornecer dados inéditos quanto a este fenbmeno em NEF.

Anadlise ultra-estrutural dos NEF presentes nos peciolos e lamina foliares nas
diversas fases de desenvolvimento — a partir destes dados, pode-se comparar aos
obtidos por Durkee (1982, 1983b) e avancar o conhecimento quanto a dinamica
intracelular dos processos de secrecdo de néctar e de outros compostos eventualmente

presentes. A presenca de poros na cuticula, sugerida por Krosnick (comunicacéo pessoal)
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deve ser confirmada para verificar se a cuticula rompida é resultante de injurias

provocadas pelos coletores ou artefato das técnicas.

Estudos moleculares e de localizacdo intracelular das organelas envolvidas na
biossintese dos compostos bioativos presentes em P. alata e P. edulis — a partir de
informacgdes provenientes do capitulo 3, sugere-se a localizacdo, através de estudos
imunocitoquimicos e de hibridacdo in situ das organelas envolvidas na producdo e
translocacdo destes compostos. Desta forma, sera possivel aliar as rotas biossintéticas
conhecidas as organelas envolvidas, fornecendo dados que auxiliem na elaboracdo de

modelos que facilitem a compreensédo da biossintese destes compostos in vivo.

Experimentos com individuos de P. alata cultivados em diferentes tipos de solo para
observacao dos tipos de cristais formados e &tomos que 0s constituem — existe uma
relagcéo direta entre a formacéo de cristais no parénquima nectarifero e a concentracdo de
seus elementos constitutivos no solo? Para averiguar se os atomos de ferro da areia
cristalifera sdo armazenados em P. alata devido a sua concentracdo no solo, sugere-se a
elaboracdo de experimentos de cultivo de individuos desta espécie em diferentes tipos de
solo suplementados com ferro — incluindo hidroponia — e a posterior observacdo da areia

cristalifera em espectroscopia por energia dispersiva de raios-x.

Levantamento das glandulas foliares em mais espécies de Passifloraceae e em
outras familias relacionadas — o levantamento e identificacdo de glandulas foliares nas
espécies de Passifloraceae s.l. cuja distribuicdo geografica seja semelhante é encorajado
para se legitimar a sugestdo de convergéncia evolutiva deste carater. O levantamento e

identificacdo de estruturas miméticas sao relevantes para futuros estudos ecoldgicos e
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evolutivos envolvendo a relacdo entre espécies de Passiflora e borboletas Heliconiini.
Incentiva-se o estudo de espécies de Passiflora que apresentam NEF ocelares, marginais
e peciolares para que provaveis padroes evolutivos entre estas estruturas sejam

estabelecidos.
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