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RESUMO

RUFINO, Priscila de Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2022.
A impotancia taxondmica e ecolégica dos osmoéforos em Chamaecrista
Moench (Leguminosae). Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira.
Coorientador: italo Anténio Cotta Coutinho.

Apoucouita é uma das segcbes de Chamaecrista Moench (Leguminosae) que,
diferencia das outras sec¢des, é caracterizada por reunir espécies de porte arbéreo
que ocorrem em florestas tropicais. Adicionalmente, nas anotacdes das fichas de
exsicatas das espécies desta segdo, € comum o registro sobre a presengca de um
odor adocicado perceptivel ao olfato humano que é exalado pelas flores. Tricomas
secretores, coléteres, nectarios, cavidades, canais, idioblastos e osmdforos ja foram
reportados para representantes de Leguminosae, mas carecem de estudos
anatbmicos sobre estruturas secretoras florais na secdo Apoucouita. Objetivando
contribuir com informacdes sobre estruturas secretoras florais em Leguminosae, este
trabalho descreveu anatomicamente e histoquimicamente a regido responsavel pela
producao e liberacdo de odor nas flores de uma espécie da seg¢ao Apoucouita,
Chamaecrista ensiformis var ensiformis (Vellozo). Espécies pertencentes as outras
secbes do género também foram avaliadas comparativamente. As amostras foram
obtidas em coletas de campo e posteriormente processadas conforme metodologias
usuais para avaliar a caracterizagao estrutural das glandulas, bem como a natureza
quimica da secregao produzida. As andlises anatdbmicas juntamente com os
resultados dos testes histoquimicos permitiram identificar a epiderme da antera
como a regido responsavel pela producao e liberagdo do aroma em C. ensiformis var
ensiformis (Vellozo). Nas demais espécies avaliadas ndo foram reconhecidas
regides secretoras anatomicamente equivalentes. Os dados obtidos contribuiram
efetivamente para a inferéncia da presenca de osméforos somente para a espécie

da secao Apoucouita.

Palavras-chave: Anatomia. Antera. Histoquimica. Osmdforos.



ABSTRACT

RUFINO, Priscila de Castro, M.Sc., Federal Universidade Federal de Vigosa, March
2022. The taxonomic and ecological importance of osmophores in
Chamaecrista Moench (Leguminosae). Adviser: Renata Maria Strozi Alves Meira.
Co-adviser: talo Anténio Cotta Coutinho.

Apoucouita is one of the sections of Chamaecrista Moench (Leguminosae) which,
unlike the other sections, is characterized by bringing together species of arboreal
size that occur in tropical forests. Additionally, in the notes on the records of
exsiccates of the species in this section, it is common to record the presence of a
sweet odor perceptible to the human sense of smell that is exhaled by the flowers.
Secretory trichomes, colleters, nectaries, cavities, channels, idioblasts and
osmophores have already been reported for representatives of Leguminosae, but
anatomical studies on floral secretory structures are lacking in the Apoucouita
section. Aiming to contribute with information about floral secretory structures in
Leguminosae, this work described anatomically and histochemically the region
responsible for the production and release of odor in the flowers of a species from
the Apoucouita section, Chamaecrista ensiformis var ensiformis (Vellozo). Species
belonging to the other sections of the genus were also comparatively evaluated. The
samples were obtained in field collections and later processed according to usual
methodologies to evaluate the structural characterization of the glands, as well as the
chemical nature of the secretion produced. The anatomical analyzes together with
the results of the histochemical tests allowed to identify the anther epidermis as the
region responsible for the production and release of the aroma in C. ensiformis var
ensiformis (Vellozo). In the other species evaluated, no anatomically equivalent
secretory regions were recognized. The data obtained contributed effectively to the
inference of the presence of osmophores only for the species in the Apoucouita

section.

Keywords: Anatomy. Anther. Histochemistry. Osmophores.



ORGANIZAGAO DA DISSERTAGAO

O presente trabalho encontra-se organizado sob a forma de artigo
cientifico, como disposto nas normas de redacao de dissertacdo da Universidade
Federal de Vigosa. A ser enviado ao periodico Acta Botanica Brasilica.
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1. INTRODUCAO

Chamaecrista (L.) Moench pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Casesalpinioideae, tribo Cassieae, subtribo Cassiinae (Irwin e Barneby 1982, Azani
et al. 2017). Compreende cerca de 330 espécies organizadas em quatro segdes
(Apoucouita (Bentham) Irwin & Barneby, Absus (Colladon) Irwin & Barneby,
Baseophyllum e Chamaecrista (Moench)) com base em analises filogenéticas que
incluem dados moleculares e morfolégicos (Souza, A. O. et al., 2021). As espécies
desse género séo caracterizadas por apresentarem habitos tipicamente arbustivos e
subarbustivos ocorrendo em afloramentos rochosos, em areas abertas e
ensolaradas, ha também um grupo de espécies lenhosas que principalmente nas
florestas Amazodnicas e Mata Atlantica brasileira, reunido na segdo Apoucouita (Irwin
& Barneby, 1982; Lewis 2005; Conceicéo et al. 2009; Rando et al. 2013).

As estruturas secretoras tém sido consideradas caracteres de importancia
significativa para classificagdes taxonémicas para a subfamilia Caesalpinioideae s.I.
(Irwin & Barneby 1978, 1982; Lersten e Curtis 1993, 1994, 1996; Rudall et al.1994;
Conceigéo et al. 2008, 2009; Coutinho et al. 2013). Lersten e Curtis 1993, 1994,
1996 sugerem que os idioblastos foliares s&o de ocorréncia limitada em
Caesalpinioideae, seu padrao de distribuicdo combinado com a identificagado de seu
conteudo pode ser util para determinar entidades taxondmicas naturais dentro dessa
subfamilia. A posicdo dos idioblastos € um carater util para discriminar as oito
espécies da subsecdo. Baseophyllum (Coutinho, I. A. C. et al, 2013). A secéao
Apoucouita apresenta diferentes tipos morfolégicos de nectarios extraflorais (ENFs)
para alguns taxons e tem a anatomia e secreg¢ao sdo semelhantes (Coutinho, I. A. C.
et al, 2015). A diversidade estrutural de coléter fornece uma importante fonte de
novos dados que podem ajudar a esclarecer a taxonomia e filogenia de
Chamaecrista, na segao Apoucouita a presenca deles na margem das sépalas sao
considerados sinapomorfia (Coutinho, I. A. C. et al, 2015).

A secregao produzida pelas estruturas secretoras pode atuar na atragao e/ ou
recompensa aos polinizadores, assim como em repelir animais em mecanismos de
defesa (Fahn, 1979). No caso de atracdo de polinizadores, diferentes tipos de
estruturas florais, como nectarios produzindo néctar, osméforos produzindo aromas
e elaiéforos produzindo resinas, sdo responsaveis pela sintese de compostos

envolvidos com a polinizagdo da espécie (Vogel 1990; Nilson 1992; Endress 1994;
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Teixeira & Machado 2007; Mansano & Teixeira 2008; Marquiafavel et al. 2009;
Teixeira & Rocha 2009).

Os osmoforos ocorrem predominantemente em 6rgaos florais e o odor
produzido pode ou nao estar intimamente ligado a estratégias de atragdo de
polinizadores (Fahn, 1979; Vogel, 1990; Pansarin, L. M. et al. 2009). O aroma
produzido pelos osmoforos sdo misturas complexas de substancias lipofilicas, as
quais podem ser volateis (Knudsen et al. 2006, Poser & Mentz 2007). Os osmoforos
podem ter epiderme com células ordinarias ou papilosas ou glandular (Ascenséao et
al. 2005) sao classificados quanto a distribuicdo, podendo ocorrer de forma difusa
em uma unica estrutura da flor ou em toda a flor e forma restrita em uma regiao
especifica de uma estrutura (Volgel 1990).

Em Leguminosae ja foi descrita a ocorréncia de osmoforos em algumas
espécies, como em pétalas de Exostyles godoyensis (Soares-Silva & Manzano) e
Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze (Mansano & Teixeira 2008, Silva et al. 2011),
osmoforos mesofilicos ocorrem em Anadenanthera peregrina (L.) Speg, Caesalpinia
pulcherrima(L.) SW., Inga edulis Mart. e Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp. e
em Bauhinia rufa (Bong.) Steud., Hymenaea courbaril L., Platycyamus regnellii
Benth., Poincianella pluviosa (DC.) L. P. Queiroz com distribui¢gdo difusa (Marinho et
al. 2012), glandulas nas anteras de espécies da tribo Mimoseae e estruturas
presentes na pétalas de Duparquetia orchidacea (Baill), as quais podem atuar como
osmoforos (Luckow & Grimes 1997, Pires & Freitas 2008, Prenner & Klitgaard
2008).

Leguminosae apresenta dois tipos de polinizagdo por animais, a zoofilica
diurna (Cruden & Hermann-Parker 1979, Balestieri & Machado 1998, Falcdo &
Clament 2000, Bonacina et al. 2008) e a zoofilica noturna (Hopkins 1984, Gibbs et
al. 1999, Sazima et al. 1999, Hopkins et al. 2000, Ramirez 2004, Vogel et al. 2005,
Moré et al. 2006, Munin et al. 2008). Os polinizadores relatados para a familia sdo
himendpteros (Martins & Batalha 2007, Bonacina et al. 2008, Lau et al. 2009),
lepidépteros (Cruden & Hermann-Parker 1979, Lau et al. 2009, Cocucci et al. 1992)
e mamiferos chiropteros (Gibbs et al. 1999). Entdo, essa diversidade de
polinizadores sugere a presenca de estruturas secretoras especializadas nessas
interagdes ecologicas.

Chamaecrista ensiformis var. ensiformis apresenta um odor adocicado

podendo ser sentido pelo olfato humano, tal caracteristica esta listada em fichas de
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exsicatas e durante as coletas no campo italo Anténio Cotta Coutinho confirmou que
apds a antese completa ocorre a exalacdo de cheiro o que atrai o polinizador
possibilitando fecundagao das flores.

A ocorréncia de estruturas produtoras de aroma ocorre em representantes de
diferentes linhagens de Leguminosae, porém n&o foram encontradas citagbes para
representantes da tribo Cassiieae. Devido a complexidade de estruturas secretoras
envolvidas com a sintese e liberagdo de odores, estudos de tais glandulas sao
relevantes. Assim, este trabalho teve como objetivos identificar e descrever a
estrutura responsavel pela producdo, exalagdo e natureza quimica da fragancia
floral e compreender a importédncia taxonbmica e ecologica dela nas diferentes

sec¢Oes do género Chamaecrista Moench.
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2. MATERIAIS E METODOS

Chamaecrista ensiformis var. ensiformis (Vellozo) € uma espécie arborea
(Fig. 1A), com filotaxia alterna distica, nectarios extraflorais nas raques e
inflorescéncias amarelas (Fig. 1B e C).

Flores de todos os estadios de desenvolvimento foram aspiradas para
verificar a presenga de aromas detectaveis ao olfato humano. Foram selecionados
seis estadios de desenvolvimento floral para a avaliagdo. Estadio 1: botbes florais
que estavam fechados, apresentando as sépalas seladas e esverdeadas, gineceu
incluso (Fig. 1D) e sem cheiro; estadio 2: flores com pétalas abertas e sépalas
esverdeadas, gineceu verde e reto, anteras esverdeadas e justapostas e sem cheiro
(Fig. 1E); estadio 3: flores com pétalas e sépalas amarelas, gineceu verde e reto,
anteras amarelas e mais proximas (Fig. 1F) e cheiro ausente; estadio 5: flores
abertas, pétalas amarelo ouro, sépalas amareladas, gineceu variando de amarelado
a esverdeado e curvo no apice, anteras amarelo ouro e distantes entre si (Fig. 1G) e
sem cheiro: No estadio 6 as flores completamente abertas, pétalas amarelo ouro,
sépalas esverdeadas e amareladas, gineceu amarelado no apice curvo e ovario
esverdeado, anteras amarelo ouro e distantes entre si, tecas com poros abertos e
presenca de cheiro (Fig. 1H).

Nas expedicbes em campo, flores inteiras em diferentes estadios de
desenvolvimento foram mergulhadas em um recipiente contendo Sudan IV (Pearse,
1972) para evidenciar lipidios e NADI para oleorresina (David & Carde, 1964). As
anteras reagiram ao Sudan Black B e ao Nadi, evidenciando-se como estrutura
sintetizadora desses compostos como podemos ver na figura. 2B e C e a coloragao
natural visualizada na figura 2A. Essas informacdes registradas em campo serviram
de base para a coleta das outras espécies e para as analises anatdmicas que foram
realizadas posteriormente. Sempre que observado visitante floral nas coletas em
campo foi efetuado o registro utilizando-se uma camara do aparelho telefénico
iphone XR.

Para caracterizacdo anatobmica das anteras, foram utilizadas amostras do
estadio 3 e 6 de desenvolvimento. Flores de uma espécie representativa das quatro
secoes de Chamaecrista Moench, foram amostradas, sendo elas Chamaecrista
ensiformis var. ensiformis (H.S. Irwin) H. S. Irwin & Barneby da se¢é&o Apoucouita, C.

hispidula (Vahl) H.S.Irwin & Barneby da segdo Absus, C. desvauxii var. graminea



13

H.S.Irwin & Barneby da secdo Chamaecrista e C. debilis (Vogel) da secgao
Baseophyllum. O material testemunho de todas as coletas foi depositado no
Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa (Tabela 2).

Para o estudo anatbmico, as amostras coletadas em campo foram fixadas em
FNT (formalina neutra tamponada) e armazenadas em etanol 70% (Jensen, 1962).
Com base nos resultados evidenciados pelos testes em campo para deteccédo de
lipidios e Oleo/resina. Para caracterizagdo anatbmica, as flores foram dissecadas no
laboratério para a retirada das anteras, que foram desidratadas em série etilicas e
incluidas em resina metacrilato (Historesin Leica Microsystems Nussloch Gmbh,
Heidelberg, Germany). Se¢des transversais e longitudinais, com 5um de espessura
foram obtidas em micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, USA). Os cortes foram corados com azul de toluidina pH
4,7 (O’ BRIEN et al. 1964, modificado) para caracterizagdo anatdémica. Partes das
seccoes foram submetida aos testes listados na tabela 2 para deteccdo de
polissacarideos neutros, amido, lipideos, compostos fendlicos e terpendides. As
laminas permanentes foram montadas em resina sintética Permount (Permount,
Fisher Scientific, New Jersey, USA).

Parte das amostras fixadas em FNT (formalina tamponada) foi seccionada
transversalmente e longitudinalmente com auxilio do micrétomo de mesa (Modelo
LPC Rolemberg e Bhering Comércio e Importacdo LTDA, Belo Horizonte, Brasil). Os
cortes foram submetidos aos testes histoquimicos para deteccao de lipideos, terpenos
e compostos fendlicos conforme listados na Tabela 3, sendo as laminas montadas em
agua ou em gelatina glicerinada imediatamente observadas e as imagens
registradas.

As observagdes e a documentagao fotografica foram realizadas utilizando um
microscopio de luz (AX70TRF, Olympus Optical, Japdo) equipado com sistema de
captura de imagens (AxCam, Zeiss, Alemanha), no laboratério de Anatomia Vegetal

da Universidade Federal de Vigosa - MG.
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Tabela 2 - Lista das espécies que foram amostradas, com os respectivos vouchers.

ESPECIES — Chamaecrista Moench VOUCHERS (Col. e herbario VIC*)
C. ensiformis var ensiformis (Sect. Apoucouita) Coutinho, |.A.C. et al. VIC 36982
C. desvauxii var graminea (Sect. Coutinho, ILA.C. et al. VIC35690
Chamaecrista)

C. hispidula  (Sect. Absus) Coutinho, LA.C VIC 35832
C. debilis (Sect. Baseophyllum) Coutinho, ILA.C et al. VIC 35833

*Herbario VIC — Herbario da Universidade Federal de Vigosa. Vigosa — MG.

Tabela 3 - Testes histoquimicos

Grupo Metabdlico Reagente Referéncias
Lipideos Sudan Black B Pearse, 1972
Sudan IV Pearse, 1972
Terpendides NADI David & Carde, 1964
Compostos fendlicos Cloreto férrico Il Johansen, 1940

Polissacarideos neutros PAS (Periodic acid Schiff) O’ Brien and McCully
1981

Amido Lugol Johansen, 1940
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3. RESULTADOS

As flores coletadas em campo, desde o inicio da antese, no estadio 3 de
desenvolvimento (Fig. 2A), reagiram ao sudan |V (Fig. 2B) e ao reagente de NADI
(FIG. 2C), evidenciando as anteras como o 6rgdo secretores de compostos lipidicos
e terpénicos, respectivamente.

Durante as coletas em campo, foi verificado que as flores de C. ensiformis
var. ensiformis tinham cheiro adocicado perceptivel ao olfato humano. O odor foi
notado quando as flores estavam em antese no estadio 6 de desenvolvimento,
embora compostos lipidicos e terpénicos tenham sido evidenciados a partir do
estadio 3 (Fig. 2).

Quanto a caracterizagao estrutural, foram notadas diferengas anatémicas na
epiderme e na regido subepidérmica (hipoderme) da antera das quatro espécies
analisadas (Fig. 3 e Fig. 4). Em Chamaecrista ensiformis var. ensiformis,
representante da seccado Apoucouita, as células epidérmicas possuem paredes
finas, citoplasma denso, nucleo evidente, sdo mais altas que largas, formando uma
palicada (Fig. 3 A e Fig. 4 A). Nesta espécie, abaixo da epiderme, ocorre uma a
duas camadas de células volumosas, que se constituiam em uma hipoderme (Fig. 3
A e Fig. 4 A). As camadas mais internas que delimitam o saco embrionario sado
formadas por células menores e achatadas (Fig. 4 A). Nas demais espécies
avaliadas, as células epidérmicas sdo cubodides e nao foram notadas diferencas
entre as camadas internas que delimitam o saco embrionario e a hipoderme (Fig. 3
B -D e Fig. 4 B - D), como em C. hispidulla da seccao Absus (Fig. 3 B e Fig. 4 B),
em C. desvauxii var. graminea da sec¢ao Chamaecrista (Fig. 3 C e Fig. 4 C) e em
C. debilis da secgao Baseophyllum (Fig. 3 D e Fig. 4 D). Nestas espécies, as células
abaixo da epiderme sdo menores, pouco volumosas e células das camadas mais
internas que estdo em contato com o saco embrionario apresentam citoplasma
colapsado (Fig. 3B —-D e Fig. 4 B - D).

C. ensiformis var. ensiformis também difere das demais espécies por ter
tricomas tectores dispersos em toda a epiderme da antera. Esses tricomas sao
unicelulares, com extremidade arredondada, citoplasma denso e parede fina ( Fig 5.
A).
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3.1. Analises histoquimicas

Os resultados dos testes aplicados nas diferentes espécies estudadas estao
listados na tabela 3. Os polissacarideos foram visualizados como pequenos granulos
(Fig. 6A) presentes na epiderme e hipoderme de C. ensiformis var ensiformis, C.
hispidulla, C. desvauxii var. desvauxii € somente na regidao subepidérmica de C.
debilis (Vogel) (Tabela 3).

Compostos fendlicos foram observados no citoplasma das células
epidérmicas, (Fig. 6B) e nos tricomas de C. ensiformis var ensiformis. As demais
especies estudadas apresentaram a epiderme e na hipoderme positivo para
compostos fendlicos (tabela 3).

Chamaecrista ensiformis var ensiformis foi a Unica espécie que testou positivo
aos testes de Sudan black B para compostos lipidicos (Fig. 6C) e ao Nadi para
terpénicos e oleoresinas (Fig. 6). Pequenas gotas de composto lipidico (Fig. 6 C)
foram visualizadas na epiderme e na hipoderme e dos diferentes estadios da antese,
porém a reacao foi mais evidente no estadio 6 (Fig. 6 C). Observou-se goticulas de
compostos terpénicos na epiderme e hipoderme com coloragéo azul e violeta (Fig. 6
D-F) e um conteudo de coloragao violeta extravasado (Fig. 6F). No corte que nao foi
submetido ao reagente (branco), nota-se a coloragao alaranjada tipica de compostos
fendlicos apenas nas células da epiderme e nas camadas internas da antera (Fig.
6G).

Tabela 3 — Testes histoquimicos

TESTES HISTOQUIMICOS - Antera
Cloreto Férrico Il PAS Sudan Black B NADI
Epiderm
ESPECIES e Hipoderme | Epiderme | Hipoderme | Epiderme | Hipoderme | Epiderme | Hipoderme

C.ensiformis

var. ensiformis + - + + + + + +
C. hispidula + + + + - - - -
C. desvauxii

var. graminea + + + + - - - -
C. debilis + + - + - - - -
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4. DISCUSSAO

Os resultados anatémicos (epiderme em paligada, células da epiderme e
hipoderme com citoplasma denso, paredes delgadas, nucleo proeminente) e
histoquimicos (deteccdo de Oleos-resina e lipideos) permitem reconhecer a
superficie da antera como a regido que corresponde ao osmoforo de C. ensiformis
var ensiformis. Pois, essas caracteristicas observadas estdo de acordo com o que
Vogel (1990), que considera como caracteres de células com alta atividade
metabdlica, caracteristicas essas que séao tipicas de estruturas secretoras. Como
também observados em espécies do género Bulbophyllum de Orchidaceae e em
espécies de Areceae, familias que possuem maioria dos estudos ja realizados sobre
osmoforos (Teixeira et al., 2014; Gongalves — Souza et al., 2017; Paiva, E. A. S. et
al., 2019).

Chamaecrista ensiformis var. ensiformis foi a Unica espécie que apresentou
anteras que sintetizam compostos lipidicos e terpénicos, sendo essa estrutura
identificado como responsavel pela secrecao do odor adocicado perceptivel ao olfato
humano relatado para a espécie. Esta estrutura pode ser classificada como
osmoforo do tipo difuso, segundo Vogel (1990) ocorre em toda extensdo da
epiderme da antera. Esse dado amplia o conhecimento sobre a presenca de
estruturas de odor na familia Fabaceae. O perianto foi apontado como o principal
local responsavel pela produgdo de odor em Leguminosae, podendo os osméforos
ter localizagéo difusa ou restrita (Marinho 2011). Foi sugerido que as glandulas de
cheiro provavelmente séo restritas em espécies com polinizagado zoofilica (Marinho
et al. 2012). Mas nem toda espécie zoofilica de Leguminosae apresenta glandula de
cheiro, como verificado no presente trabalho que evidenciou osmoforos apenas na
linhagem de Chamaecrista Moench que tem predominantemente o habito arbéreo e
que ocorrem em ambiente florestal.

A deteccao de oleo essencial na secrecao produzida pelos osmoforos de
Chamaecrista ensiformis var. ensiformis € mais um registro sobre a natureza
terpénica da secregao das glandulas de cheiro em Leguminosae que sao polinizadas
por abelhas, borboletas e mariposas, sendo Apidae a familia mais responsavel pela
visitagdo em C. debilis. (Knudsen & Tollsten 1993; Dudareva & Pichersky 2006;
Nascimento & Del - Claro, 2007). Durante as coletas em campo, foram observadas
abelhas visitando as flores de Chamaecrista ensiformis var ensiformis, tipicas de



18

anteras poricidas, afirmando o que Buchmann & Hurley 1978 ja havia observado em
C. debilis e Loparta, 2005 afirmou que Cassinae apresenta essa caracteristica para
maioria de suas espécies. Tais anteras liberam os graos de pdlen através de poros
terminais pela acdo da vibragdo realizada pelas abelhas (Thorp e Estes,1975;
Fenster 1995). C. ensiformis var. ensiformis nao apresenta nectario floral, mas
possuem nectarios extraflorais nos peciolos e raquis e sdo responsaveis por atrair
formigas que atuam na protecdo da planta impedindo agdo de insetos herbivoros
(Kelly, 1986; Coutinho & Meira, 2015). Entretanto, C. ensiformis var. ensiformis
produz grdos de podlen em abundancia o que garante a atragdo dos agentes
polinizadores. Campbell et al, 2018 afirma que a presenga de pdolen em grande
quantidade atraem diferentes espécies de abelhas polinizadoras. Os osmoforos
juntamente com néctar sdo considerados o0s grandes responsaveis por manter a
relagdo planta — polinizador (Melo, M. C. et al. 2010) e o odor é responsavel pela
atragcéo de polinizadores a longa distancia (Poctor et al. 1996). Podemos sugerir que
em C. ensiformis var. ensiformis a presenca de osmoforos nas anteras tem essa
funcao de atrair polinizadores a longa distancia, pois as inflorescéncias nao ficam
totalmente expostas nas copas das arvores, o que a diferem das espécies das
outras seg¢des do género.

Na regiao subepidérmica de C. ensiformis var. ensiformis a primeira camada de
célula se diferencia em relacdo as demais camadas, sdo células cubdides,
volumosas, com citoplasma conteudo denso, paredes finas caracteristicas essas
conferem uma regido possivel secretora reafirmando caracteres considerados
presentes em células com grande atividade metabdlica (Vogel 1990). Ja as demais
camadas de células sdo todas iguais, sao cubdides, aproximadamente
isodiamétricas, possuem citoplasma denso, paredes finas, volumosas, formando
assim uma regido subepidérmica heterogénea. Entretanto, as espécies pertencentes
as outras segdes possuem a regido subepidérmica mais homogénea quanto ao
formato das células. Podemos inferir que as células que compdéem a camada
diferenciada da regidao subepidérmica de C. ensiformis var. ensiformis pode esta
intimamente ligada a sintese de aroma, pois ela tem caracteristicas visuais de
células metabolicamente ativas. A hipoderme parece nao participar da nutricdo das
células das maes de microsporos. Entretanto, precisamos de analises mais
detalhadas para averiguar qual o envolvimento da hipoderme com o processo

secretor do odor adocicado.
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A presenca de amido nos tecidos subjacentes a regido secretora € uma
caracteristica comum nos osmoforos, o amido é utilizado como fonte de carbono,
energia para produgao de substancias volateis (Vogel 1990). Entretanto, a regiao
identificada como regi&o osmogénica na espécie C. ensiformis var ensiformis nao
apresenta essa caracteristica, o que foi comprovado a partir do teste com o reagente
lugol (Johansen, 1940). A presenca de polissacarideos foi confirmada pelo teste de
PAS nas células epidérmicas e subepidérmicas de C. ensiformis var ensiformis e &
um indicio que possa ser fonte de energia para metabolizacdo dos compostos
volateis, com base na informacdo que polissacarideos podem ser usados como
fonte de carbono para sintese desses compostos (Vogel 1990), ainda que, as
espécies C. desvauxii var graminea e C. hispidulla também tiveram o mesmo
resultado ao teste de PAS e C. debilis somente a hipoderme testou positivo.
Podemos propor que o polissacarideo encontrados nas quatros espécies estudadas
podem ser usados como energia tanto para producdo de odor na espécie de
Apoucouita, como também usado para nutricdo e de energia para as células maes
de micrésporos e para os graos de polen em si.

Os compostos fendlicos ocorrem nas Leguminosae e estdo frequentemente
relacionados a defesa das plantas (Haslam 2007; Judd et al 2009). Em todas as
espécies estudadas foi identificada na epiderme da antera e na regido
subepidérmica ocorréncia de compostos fendlicos. No entanto, em Apocynaceae
conforme observado por e discutido por Vogel 1983 a liberagao de proteinas e fendis
pode conferir odor fétido, Portanto, (Marinho et al, 2012) propbde a possibilidade
dessa caracteristica ser a responsavel pela fragrancia em Bauhinia rufa, Hymenaea
courbaril, Caesalpinia pulcherrima e Inga edulis. Contudo, C. ensiformis var.
ensiformis exala fragrancia adocicada, ou seja, os compostos fendlicos ndo estéo
diretamente relacionados ao odor produzido por essa espécie, mas pode esta
envolvido na protegdo contra infecgdes por patégenos e / ou ataques de herbivoros.
Pois, os compostos fendlicos atuam como substancias antibacterianas, fungitoxicas
e antivirdticas (Lo & Nicholson, 2008) e podem esta associado a mecanismos
bioquimicos e estruturais de resisténcia em plantas (Nicholson & Hammerschmidt,
1992; Nicholson, 1995).

Lipideos sao encontrados em osmdforos de muitas espécies de orquideas e
sdo considerados elementos para producdo da fragrancia (Swanson et al. 1980;
Pridgeon, Stern 1983; Curry et al. 1998). Nas anteras de C. ensiformis var.
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ensiformis (Vellozo) conteudo lipidico foi detectado pelo Sudan Black B nas células
epidérmicas e na hipoderme da antera e ausente nas demais espécies estudadas.
Portanto, sugerimos que as gotas de lipideos dispersas no citoplasma das células
epidérmicas e hipodérmicas da antera de C. ensiformis var ensiformis visualizadas
através de analises em microscopia de luz podem estar intimamente relacionadas a
producao de odor. Pridgeon & Stern (1983), afirma que no periodo da antese a pds-
antese, goticulas de lipideos estdo presentes no citoplasma e vacuolos das células
podem ser contraparte da fragrancia sintetizada. Supde-se que terpenos se
acumulam em forma de goticulas no citoplasma ou em plastideos (Kisser 1958;
Schnepf 1969 a). Essa substancia lipofilica pode ser precursora dos oOleos
essenciais e oleoresinas presentes em C. ensiformis var. ensiformis no periodo de
pré-antese e durante a antese, pois tais substancias podem por difusdo serem
exaladas. Schnepf (1969a) e Vogel (1966) afirmam que goticulas de terpenos na
forma de mono ou paucimolecular conseguem passar pelo plasmalema e pela
parede celular e volatilizar em temperaturas adequadas. Devido ao fato ndo sido
identificado em C. ensiformis var. ensiformis amido de reserva podemos inferir que o
composto lipidico também pode atuar como fonte de reserva energética juntamente
com os polissacarideos neutros que foram identificado, conforme Pridgeon & Stern
(1983) afirma que os acidos graxos e amidos podem ser utilizados como fonte de
energia para formagao de anéis na sintese de amina e terpenos insaturados que
volatilizam.

Os terpenos s&o o grupo mais comum de substancias quimicas na composi¢cao
dos aromas florais (Simons 2007). Além dos compostos terpénicos, compostos
benzendides, alifaticos, fenilpropandides, nitrogenados e enxofre podem ser
exalados (Dudareva & Picchersky 2006; Knudsen et al., 2006). Os 6leos essenciais,
resinas, mucilagens, polissacarideos, sais minerais e substancias lipofilicas foram
observadas em células epidérmicas secretoras (Buvat 1989). A regido epidérmica e
hipodérmica coradas de azul afirmando a presenca da mistura de 6leos essenciais
mais oleoresinas coradas de violeta na subepiderme e regido proxima ao conectivo
da antera de C. ensiformis var ensiformis nos permite propor que essas substancias
lipofilicas sao de fato o que distingue a espécie de Apoucouita das outras segdes.

Quanto ao modo de liberagdo da fragrancia pelas flores de C. ensiformis var.
ensiformis, podemos considerar que € necessario a realizagdo de estudos mais

detalhados, sugerimos exalagao seja por difusao por através da cuticula, porque nao
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visualizamos nenhum poro ao longo da mesma como ja foi observados em espécies
dos géneros Restripella e Restrepia pertencentes a Orchidaceae (Pridgeon & Stern
1983). Contudo, ja é descrito para espécies de Stanhopea que a cuticula nao
impede a exalagao do odor por difusdo e sem causar ruptura da cuticula ( Stern et
al. 1987; Davies et al. 2003) e também em algumas espécies de Scaphosepalum
ambos géneros de Orchidaceae (Pridgeon & Stern 1985). Além disso, os compostos
volateis possuem baixo peso molecular (Du dareva & Pichersky 2006), o que permite
se difundirem pelas microfibrilas da parede celular. Portanto, o uso da microscopia
eletrénica de transmissao seria importante para que possamos ter certeza sobre o
mecanismo utilizado por esse organismo.

As analises realizadas trouxeram informagdes importantes para taxonomia do
género Chamaecrista (Moench). A secao Apoucouita difere das demais segdes por
exemplo, por ter habito arbdreo, coléteres, nectarios extraflorais dentre outras
caracteristicas. A presenca de osméforos nas anteras da espécie estudada reafirma
que a presencga de estruturas secretoras como um caracter taxonémico significativo
para as classificacdes taxonédmicas da subfamilia Caesalpinioideae, pois corroboram

a diferenciacéao e identificacdo de espécies.
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5. CONCLUSAO

A presenca de osmoforo nas anteras de C. ensiformis var ensiformis (Vellozo),
é relevante do ponto de vista taxonémico e ecoldgico para se¢gdo Apoucouita, pois é
mais um dos caracteres que a diferencia das demais se¢des do género. O nosso
estudo trouxe uma nova descoberta para o género, pois ainda ndo havia sido

descrita a ocorréncia de glandulas de cheiro para tal.
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7. FIGURAS
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Figura 1. Detalhes de um individuo de Chamaecrista ensiformis var. ensiformis observado em
campo. A- Individuo adulto evidenciando o porte arbéreo da espécie, B- Folhas- filotaxia altera
distica, C- Inflorescéncia, D- Botido floral no estadio 1, note as sépalas esverdeadas encerrando as
pétalas, gineceu e androceu, sem cheiro perceptivel, E- Flores em Estadio 2 quando o botdo
comega a abrir, as pétalas e sépalas sdo esverdeadas, gineceu verde e reto, anteras esverdeadas e
Jjustapostas e sem cheiro perceptivel, F- Flores em Estadio 3 quando comecam a abrir, pétalas e
sépalas sdo amareladas, gineceu verde e reto, anteras amarelas e sem cheiro perceptivel), G- Flores
em Estadio 5 iniciando a antese, pétalas amarelo ouro, sépalas amareladas, gineceu variando de
amarelado a esverdeado e curvo no apice, anteras amarelo ouro e distantes entre si e sem cheiro
perceptivel), H- Flores em antese (estadio 6), completamente abertas, pétalas amarelo ouro,
sépalas esverdeadas e amareladas, gineceu amarelado no apice curvo e ovario esverdeado, anteras
amarelo ouro e distantesentre si, tecas com poros abertos e presenca de cheiro.
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Figura 2. Detalhe das flores de Chamaecrista ensiformis var. ensiformis (estidio 3) coletadas em campo e
submetidas a reagentes para deteccdo de compostos lipidicos. A- flor em colora¢éio natural nio submetida aos
reagentes, B- flor mergulhada em um frasco contendo e Sudan Red IV, reagente que detecta lipideos pela coloraggo
vermelho intenso, C- flor mergulhada em um frasco contendo o reagente de NADI que detecta dleo-resina pela
coloragio azul. Note areagdo intensa aos reagentes naregido das anteras.
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Figura 3. Detalhe da antera visualizadas em cortes transversais corados com azul
de toluidina em pH 4cido. A- Corte transversal da antera de Chamaecrista
ensiformis var. ensiformis da sec. Apoucouita mostrando os sacos polinicos com
os graos de polen e o conectivo. B- Corte transversal de C. hispidulla da sec. Absus
mostrando os sacos polinicos com os grios de pélen e o conectivo. C- Corte
transversal da antera de C. desvauxii var graminea sec. Chamaecrista mostrando
0s sacos polinicos com graos de polen e D- Corte transversal da antera C. debilis
da sec. Baseophyllum mostrando os sacos polinicos e os grios de polen.
Abrevigdes: Ep= Epiderme, H= Hipoderme, Sp= Saco polinico e C= Conectivo.
Barras: 50 pm.
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Figura 4. Detalhe da antera visualizadas em cortes transversais corados com azul
de toluidina em pH acido. A- Corte transversal da antera de Chamaecrista
ensiformis var: ensiformis epiderme palicada, com células de citoplasma densoe
hipoderme formada por células volumosas que diferem das camadas mais
internas cujas ce¢lulas encontram-se achatadas e colapsadas em Chamaecrista
ensiformis var ensiformis da sect. Apoucouita, B,D-F - As células da epiderme
apresentam formato cubdide, citoplasma vacuolizado; a células da hipoderme
ndosdo volumosas e mantém contato direto com o saco polinico em C. hispidula
da sect. Absus(B), em C. desvauxii var. graminea dasect. Chamaecrista (E)e
em C. debilis da sect. Baseophyllum (F). Abreviagoes: Ep= epiderme, H=
hipoderme, Sp= Saco polinico, C= conectivo. Barras: 50 um.
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Figura 5. Descricdo da eantera de C. ensiformis var.
ensiformis visualizada em corte corado com azul de
toluidina. A- Epiderme palicada, células com
citoplasma denso e tricoma tector unicelular com
citoplasma denso. Abreviacdes: Ep= epiderme, H=
hipoderme, Tr=tricoma. Barras: 50pum

34



(T RS |

R ! . 4 > ".‘
3 - . o\
- ' B . ;%I

> b : —

Figura 6. Resultados dos testes histoquimicos aplicados aos cortes da antera de C.
ensiformis var. ensiformis, A- Granulos evidenciados na epiderme e hipoderme pelo
reagente Shiff/ Acido periddico (PAS) que detecta polissarideos neutros, B- contetido
de coloragao marron escuro no citoplasma das células epidémmicas ¢ das células
interas a hipoderme evidenciado pelo Cloreto Férrico III, que detecta compostos
fenolicos, C- gotas coradas de negro no citoplasma das células da epiderme e da
hipoderme que reagiram ao Sudan Black B, reagente que detecta compostos
lipidicos. D-F- Teste com reagente NADI (dleo essenciais e oleoresinas), D-E
Epiderme células com citoplasma denso com goticulas azul (6leos essenciais) e
violeta (6leos essenciais mais oleorresinas), F- Regido proxima ao conectivo (tapete)
presenca de goticulas, mistura de oléos essenciais mais oleorresinas e G- Branco
(coloragdo alaranjada cor natural do conteudo no citoplasma das c€lulas epidérmicas
e subepidérmicas). Abreviagdes: Ep= Eepderme, H= Hipoderme, T= Tapete, Oe=
Oleos essenciais e Or=0leorresinas. Barras: 50 pm.
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