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RESUMO

A polinizagdo de diversas flores é possivel gracas as recompensas existentes nas flores, as quais
permitem uma interacdo tréfica mutualistica entre plantas e animais. No entanto, algumas flores sao
conhecidas pelo engodo alimentar, onde sé existe a sinalizagdo do recurso e néo a disponibilidade
dele, por muito tempo se acreditou que as flores do género Vanilla compartiihavam dessa
caracteristica, no entanto, essa associacdo estd sendo cada vez mais desmascarada através de
pesquisas sobre espécies do género, e mais estudos sdo necessarios para entender melhor a
morfologia, anatomia e histoquimica referente aos tecidos nectariferos e suas secrecdes.

PALAVRAS-CHAVE: Nectério. Vanilla. Interacao.

ABSTRACT

The pollination of various flowers is made possible by the rewards present in flowers, which enable a
mutualistic trophic interaction between plants and animals. However, some flowers are known for their
deceptive feeding, where only the resource signaling exists without its actual availability. For a long
time, it was believed that flowers of the genus Vanilla exhibited this characteristic. Nevertheless, this
association is increasingly being debunked through research on species within the genus, and further
studies are needed to better understand the morphology, anatomy, and histochemistry of nectariferous
tissues and their secretions.
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RESUMEN

La polinizacién de diversas flores es posible gracias a las recompensas presentes en las flores, lo que
permite una interaccion tréfica mutualista entre las plantas y los animales. Sin embargo, algunas
flores son conocidas por su engafio alimentario, donde solo existe la sefalizacién del recurso sin su
disponibilidad real. Durante mucho tiempo, se crey6 que las flores del género Vanilla exhibian esta
caracteristica. No obstante, esta asociacion se esta desacreditando cada vez mas a través de
investigaciones sobre especies dentro del género, y se necesitan mas estudios para comprender
mejor la morfologia, anatomia e histoquimica de los tejidos nectariferos y sus secreciones.

PALABRAS CLAVE: Nectario. Vanilla. Interaccion.

INTRODUCAO

A polinizacdo € o processo pelo qual os grdos de pélen sdo transferidos das anteras das
flores para o estigma da mesma ou de outra flor do mesmo ou de um individuo diferente (OLIVEIRA,;

MARUYAMA, 2014; REAL, 2012). Este processo € um servico ambiental basico que garante outros
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servigos ecossistémicos como o aumento da producéo agricola, o controle biolégico, a manutencao
da biodiversidade, entre outros (RECH et al., 2014). A polinizacdo pode ser realizada por agentes
abiéticos (vento ou agua), mas ocorre principalmente através dos animais, ja que mais de 85% das
plantas sdo beneficiadas pelos animais, ou seja, pela polinizagédo biética (OLLERTON et al. 2011;
RECH; BERGAMO; FIGUEIREDO, 2014). Praticamente todas as espécies da terra estdo envolvidas
em relagBes mutualisticas, onde a interacdo entre duas espécies € mutuamente benéfica, e realizada
pela necessidade de recursos que sdo ofertados a fim de compensar os parceiros mutualistas pelo
servico prestado (BOUCHER; JAMES; KEELER, 2018). A polinizacao geralmente é considerada uma
interacdo mutualistica interespecifica, ou seja, envolvendo organismos de espécies diferentes
(MARTINS, 2013). a interagdo planta-animal mais comum é a relagdo planta-polinizador, relagdo
fundamental para o fluxo génico entre populacdes e equilibrio de ecossistemas (ANDERSEN;
BRAITHWAITE, 1996).

Nas interacdes planta-polinizador, a sinalizagdo € um processo importante, que permite que o
polinizador localize a flor e a associe a um recurso especifico, atraindo-o, os atrativos florais séo
tamanhos, simetria, cores e odores (VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014). Por outro lado, vale
ressaltar que ha independéncia entre sinaliza¢do e recurso, visto que existem sinais que levam o
polinizador a flor sem a existéncia de recurso (NICOLSON; MASSIMO; ETTORE, 2007; WASER,
1983). Em alguns casos o0 recurso pode ser também um agente sinalizador ao polinizador, como
néctar que reflete a luz violeta e flores com gréos de pdlen visiveis com a coloragdo chamativa
(DAFNI, 1992).

A disponibilidade, quantidade e qualidade do recurso floral vai influenciar diretamente no
comportamento do polinizador. O néctar, é considerado o principal e mais importante recurso nas
relacdes planta-animal, ndo sé na polinizacdo, mas em relacdes mutualisticas imprescindiveis para
sobrevivéncia de algumas espécies, como por exemplo, no recrutamento de formigas para a defesa
da planta (BARONIO, 2018). O néctar é predominantemente formado por &gua, aclicares como
sacarose, glicose e frutose, e aminoacidos (PERCIVAL 1961; BAKER & BAKER 1973). Sua secrec¢éo
€ realizada por tecidos nectariferos que podem existir em diferentes regides da planta, como em
flores, folhas e caules.

Os tecidos nectariferos, ou nectarios, podem ser classificados de acordo com sua posicao
espacial (nectério floral e extrafloral), estrutura morfolégica (nectério estruturado e ndo-estruturado), e
funcdo (nupcial e extranupcial) (FAHN, 1988). A posicao dos nectarios geralmente coincide com sua
funcdo. Os nectarios nupciais tém envolvimento direto na polinizacao e geralmente séo florais, pois
estédo localizados nas flores (GALETTO, 2004). Por outro lado, 0s nectarios extranupciais sdo aqueles
gue nao estdo envolvidos ha recompensa de polinizadores, mas sim de defensores (KOPTUR, 1992).
Comumente séo extraflorais, pois estéo localizados em érgédos vegetativos, como na lamina foliar,
raque, peciolo e caule (BENTLEY, 1977). No entanto, nectarios extraflorais podem ser nupciais
(KNOX et al.,, 1985), embora incomum. Também infrequentemente, nectarios florais podem ser
extranupciais (MESQUITA-NETO, 2020).
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Além da funcdo, a estrutura dos nectarios também pode variar, ocorrendo nectarios
estruturados, onde os tecidos nectariferos se destacam por estruturas anatdmicas pontuais, ou néo-
estruturados, quando apenas o néctar é detectado, mas ndo é possivel diferenciar anatomicamente
nenhuma estrutura especifica no tecido secretor (ZIMMERMANN, 1932; CASTRO; MACHADO,
1992).

Apesar da importancia do néctar na forma de recompensa aos polinizadores (HEIL, 2011),
algumas espécies de plantas sdo conhecidas por serem polinizadas através de mecanismos
enganosos (PINHEIRO, 2015). Estas plantas, embora sinalizem a presenca de um recurso floral,
como néctar, polen, 6leo, parceiro sexual e local de desova, ndo oferecem nenhuma recompensa aos
seus polinizadores (PINHEIRO, 2015). Essa estratégia de polinizacédo, conhecida como polinizagéo
por engodo, surgiu independentemente em diferentes grupos de angiospermas, mas € bastante
difundida em Orchidaceae (JERSAKOVA et al., 2006). Entretanto, orquideas que utilizam essa
estratégia de polinizagcao possuem baixa frutificacéo, devido a deficiéncia na polinizagdo (PANSARIN;
AMARAL, 2008).

Entre as orquideas, o género Vanilla € amplamente conhecido por seu valor comercial devido
ao uso dos frutos aromaticos de V. planifolia Jacks. ex Andrews como especiaria (BORY et al., 2008).
A polinizagdo por engodo alimentar ja foi considerada o principal modo de polinizacdo no género
(PANSARIN & PANSARIN, 2014; CHAIPANICH et al.,, 2020). Entretanto, estudos recentes vém
demonstrando que a oferta de recursos, especialmente néctar, € comum no género (PANSARIN et
al., 2014; PANSARIN et al., 2021; WATTEYN et al. 2023). V. palmarum, por exemplo, produz néctar e
€ polinizada por beijas flores (PANSARIN & FERREIRA 2021). Embora a producdo de néctar seja
relatada, informacdes estruturais do nectario sdo em Vanilla sdo desconhecidas. Neste sentido, o
presente estudo objetivou descrever anatomicamente o nectério floral em Vanilla, esclarecendo como
essa glandula se estrutura no género.

Assim, devido a escassez de pesquisas sobre a espécie V. palmarum (Figura 1), foram
realizadas analises anatbmicas e histoquimicas desta espécie, a fim de verificar a existéncia de

nectarios nupciais, suas estruturas anatdmicas e propriedades histoquimicas.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O estudo foi feito com flores de V. palmarum (Figura 1), a amostragem foi realizada no estado
de Mato Grosso, municipio de Cuiaba, Brasil, mais precisamente no campus da Universidade
Federal de Mato Grosso, nas coordenadas 15°36'S, 56°3'W.

As plantas de V. palmarum possuem habito epifito, e se desenvolvem principalmente em
arvores da familia Arecaceae, suas flores possuem coloracdo amarela e de 6 a 7 centimetros, sao
compostas por uma coluna trés sépalas radiais a trés pétalas, uma das pétalas é fusionada a coluna

0 que denomina o labelo (Figura 2). A fusdo que da origem ao labelo forma um canal formado em sua
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base até a por¢cao medial, denominado tubo nectarifero, devido a existéncia de tecidos nectariferos e
secrecao na regido (PANSARIN, 2022).

A flor possui as trés sépalas radiais que se alternam e ndo sobrep8e as pétalas, e seu labelo
possui estruturas lineares localizadas apenas no inicio da cavidade (Figura 1A), visando a flor
longitudinalmente, pode-se perceber que a estrutura denominada coluna — fusdo entre estame e
pistilo — possui uma coloragédo branca marmorizada (Figura 1B). A coluna possui estruturas papilares
em sua porgdo medial e superior, que diminuem gradualmente até a porgdo basal que fica em contato
com o néctar, que ao olho nu parece uma superficie lisa. No que se refere as linhas longitudinais no
labelo estéo presentes na porgao inicial e medial onde se encontra o tecido secretor. Estas estruturas

longitudinais sao responsaveis por guiar polinizadores até o nectario (PANSARIN, 2022).

Anatomia e histoquimica

Foram realizados testes com flores frescas e fixadas, a fixagcdo foi feita em FAAS5O
(JOHANSEN, 1940). Para o estudo anatbmico o material foi seccionado na regido medial e da base
do labelo, onde estdo os tubos nectariferos e foram feitos cortes transversais no material, a incluséo
foi realizada em Historesina (etileno-glicol-metacrilato, Historesin, Leica), as sec¢bes de 5 um de
espessura foram obtidas através de micrétomo manual Micron modelo HM 315 R. Para determinar a
atividade metabdlica em flores frescas foi utilizado o vermelho neutro (KIRK JUNIOR, 1970); Para
facilitar a observagdo das estruturas celulares e anatdmicas os cortes foram submetidos ao azul de
toluidina 0,05% por 3 minutos (GAHAN, 1984).

Para a histoquimica secc¢des do material fresco e emblocado foram submetidos a Lugol
(JOHANSEN, 1940), para determinacdo de graos de amido; Sudan IV (PEARSE, 1985), para
determinacéo e Oleos volateis; Acido periddico de Schiff (MCMANUS, 1948), para a deteccdo de
polissacarideos. As imagens digitais foram capturadas por um microscépio de luz usando uma
camera de video acoplada a um computador. As pranchas foram preparadas usando Adobe

Photoshop.
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Figura 1 — Flor de V. palmarum. A) Viséo frontal da flor de V. palmarum, note a cavidade do labelo
gue da acesso aos nectarios (circulo pontilhado). B) Viséo longitudinal da flor de V. palmarum, note
as flechas que indicam onde esta o tubo nectarifero (flechas). Barras de escala: A=1cm; B=1cm

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estrutura do nectario

A flor de V. palmarum é composta de trés sépalas radiais e trés pétalas que se dispéem de
forma oposta, uma das pétalas € o labelo, a qual se funde a coluna da flor, tomando uma forma
tubular (Figura 1, B), o segmento basal e medial dessa estrutura formam internamento do nectério,
onde estdo localizados os tecidos secretores e o néctar.

As andlises com azul de toluidina conseguiram evidenciar uma epiderme fina levemente
estriada, um parénquima nectarifero delimitado pela epiderme e pelos feixes vasculares, os quais
estdo dispostos radialmente em toda a estrutura, a presenca de estdmatos ndo foi detectada, no

entanto, a de tricomas filiformes sim.
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Figura 2 — A, corte transversal da coluna de um botéo floral de V. palmarum corado com azul de
toluidina, demarcando as paredes celulares e destacando atividade celular préximo ao tubo
nectarifero. B, imagem ampliada do corte dando enfoque nos tecidos vasculares e parte do tubo
nectarifero. C, imagem ampliada dando enfoque aos tecidos vasculares, xilema com as paredes
celulares coradas em verde-azulado e floema em azul escuro e roxo. D, imagem ampliada
demonstrando as paredes do xilema em verde-azulado e o floema em azul escuro e roxo, é possivel
perceber ndcleos celulares coradas em azul escuro. Barras de escala: A = 100 um; B = 200 um; C =
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Histoquimica do nectario

Ao realizar a imerséo da flor de V. palmarum no corante vermelho neutro, foi observada uma
notavel facilidade na identificagdo dos tecidos metabolicamente ativos, especificamente no labelo e
na coluna da flor (Figura 5). Cortes transversais frescos da coluna foram submetidos & coloragdo
utilizando o Sudan 1V, essa coloracao revelou a presenca de tecido metabolicamente ativo na regido

analisada, bem como a detecgdo de agUcares acidos nesses tecidos (Figura 5).
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Dentro do labelo foi possivel notar tecido metabolicamente ativo, e na base do labelo é
formado um pequeno tubo nectarifero, onde se encontram os tecidos secretores e 0 exsudato
acucarado.

Na fase de botao floral a atividade metabdlica dos tecidos secretores € relativamente baixa,
mas nao nula, é possivel perceber a presenca de feixes vasculares ja formados e uma atividade
metabdlica significativa préxima ao tubo nectarifero (Figura 2), a qual se refere a sintese de
polissacarideos que foram revelados pela reagdo com o Acido Periédico de Schiff (Figura 3). Existe
também uma pequena quantidade de amido que se encontra na regidao em torno das células radiais

ao tubo nectarifero (Figura 4).

Figura 3 — A, corte transversal da seccdo da coluna de um botéo floral de V. Palmarum corado com
Acido Periodico de Schiff. B, imagem ampliada do corte, enfatizando a quantidade de polissacarideos
revelados pelo reagente. C, imagem ampliada do corte dando enfoque na quantidade de
polissacarideos dentro do tubo nectarifero e nas células em volta. Barras de escala: A =200 um; B =
100 pm; C =100 pm
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Figura 4 — A, corte transversal da seccdo da coluna de um botéo floral de V. palmarum corado com
Lugol. B, imagem ampliada do corte transversal, demonstrando a baixa quantidade de amido
revelado pelo reagente. Barras de escala: A =200 pm; B = 100 um

Figura 5 — A, vista frontal da flor de V. palmarum apés a coloragéo em vermelho neutro. E possivel
observar a coloracao na coluna e no labelo da flor. B, aproximacao do labelo de V. Palmarum ap0s
coloracéo em vermelho neutro realizada em lupa

Ao analisar os cortes anatdmicos da flor aberta de V. palmarum, observou-se grande

a

guantidade de amido (Figura 6), quantidade bem maior em relagdo a quantidade analisada em
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botGes florais (Tabela 1). Foi notada a presenca de varios tricomas nas faces de revestimento abaxial
e adaxial em relac@o ao tubo nectarifero, a face adaxial continha uma maior concentracdo desses
tricomas (Figura 7). A aplicacdo do reagente Lugol evidenciou a presenca de amido no interior dos

tricomas, enquanto o Sudan IV permitiu a identificacdo de lipidios secretados por essas estruturas

(Figura 8).

Figura 6 — A, corte transversal da secdo da coluna de V. Palmarum corado com lugol. B, imagem
ampliada do corte transversal corado com lugol, com enfoque na quantidade de amido préximo ao
tubo nectarifero revelado pelo reagente. C, corte transversal ampliado, corado com lugol, dando
enfoque ao feixe vascular onde é possivel ver grdos de amido nas células em volta. D, corte
transversal da secdo da coluna de V. Palmarum corado com PAS. E, imagem ampliada do corte
transversal corado com PAS, dando enfoque na quantidade de polissacarideos préximo ao tubo
nectarifero revelado pelo reagente. F, imagem ampliada do corte transversal corado com PAS,
otam-se feixes vasculares em volta das células coradas pelo reagente

3\ A
GERSB 5
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Tabela 1 — Concentracao de polissacarideos e amido revelados pelo reagente em flores abertas e
botbes florais

Reagente Botdo floral Flor aberta
Acido Periodico de Schiff + o+
Lugol + ++++
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Figura 7 — A, Corte transversal da coluna de flor aberta de V. Palmarum, corado com Lugol, enfoque
na parte abaxial proximo ao tubo nectarifero, alguns tricomas com presenca de amido. B, imagem
ampliada do corte transversal em uma regido sem a presenca de tricomas. C, imagem ampliada do
corte transversal onde existem alguns pequenos tricomas com presenca de amido. D, imagem
ampliada da face adaxial préximo ao tubo nectarifero, onde existe uma presencga maior de tricomas
com maior quantidade de amido em relacdo a outra face. Barras de escala: A = 400 um; B = 200 um;
C =200 pm; D = 100 pm.
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Figura 8 — A, corte transversal do revestimento adaxial referente ao tubo nectarifero, corado com o
lugol, é possivel perceber a presenca de amido dentro dos tricomas. B, Imagem ampliada de um
tricoma com amido localizado no revestimento adaxial em relacéo ao tubo nectarifero do corte. C,
tricoma localizado na face adaxial em relacéo ao tubo nectarifero, corado com Sudan IV. D, mais
tricomas corados com Sudan IV. A =100 um; B = 100 ym; C = 100 um; D = 100 pm.
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CONCLUSAO

O tecido secretor referente ao nectario, localizado no labelo estende-se somente da regido
basal até a medial da flor, a concentracao de polissacarideos, como por exemplo o amido, na regiao
nectarifera € menor na fase de botéo floral em relacdo a fase de flor aberta. As analises anatdmicas
realizadas nos nectarios de V. palmarum ndo revelaram estruturas caracteristicas ao tecido
nectarifero, sendo assim, a principio, um nectario ndo-estruturado, a presenca de 6éleos volateis
encontrada nos individuos pode ser caracteristica da populacdo encontrada, ou de origem vestigial

de ancestrais.
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