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Resumo: Coléteres sdo estruturas secretoras de relevancia taxonémica que produzem
exsudatos que auxiliam na protecdo fisica e/ou quimica de 6rgdos vegetais em
desenvolvimento contra estresses bioldgicos e ambientais. A secre¢do dos coléteres é
composta principalmente por mucilagem e por vezes associados a esta secrecao,
encontram-se microrganismos. Durante o processo de producdo até a externalizacdo da
secrecdo, as células secretoras dos coléteres sofrem transformacbes bioquimicas e
ultraestruturais, sendo estas caracteristicas importantes a serem analisadas para
compreender os processos de funcionamento celular durante seu desenvolvimento até
sua senescéncia. Além disso, a presenca, distribuicdo e forma destas estruturas
secretoras na superficie adaxial de &rgdos vegetativos podem constituir uma
caracteristica relevante para a familia Rubiaceae e para o0 género Palicourea, objeto do
nosso estudo. Sendo assim esta dissertacdo foi dividida em dois capitulos que tiveram
como respectivos objetivos: i) caracterizar a anatomia e a ultraestrutura dos coléteres de
Palicourea tetraphylla e P. rudgeoides, durante seu desenvolvimento, buscando
elucidar aspectos relacionados aos processos de secrecdo e senescéncia, bem como
caracterizar a composicdo da secrecdo dos coléteres das espécies em questdo; ii)
analisar possiveis funcbes da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla relacionadas a
defesa antifingica e a manutencdo de uma comunidade de microrganismos benéficos
para a planta. Para tanto, apices vegetativos das espécies foram coletados no Parque
Nacional do Itatiaia e processados segundo técnicas usuais em microscopia optica,
histoquimica, microscopia eletronica de varredura e transmissdo. A secre¢cdo de P.
tetraphylla também foi recolhida e processada para a obtencdo de seu extrato proteico
total e posterior realizacdo de testes antifingicos, bem como para o isolamento das
bactérias associadas que foram sequenciadas e caracterizadas quanto a capacidade de
fixacdo de nitrogénio atmosférico e solubilizacdo de ferro, maganés e zinco. As folhas
de P. tetraphylla também foram analisadas quando a presenca de bactérias e 0s
microrganismos encontrados foram caracterizados. Os coléteres de P. tetraphylla e P.
rudgeoides foram vistos como cilindriformes, caracterizados anatomicamente por uma
epiderme secretora em palicada e eixo central parenquimatico vascularizado e rico em
cristais. As secrecdes dos coléteres de ambas as espécies foram mucilaginosas com
cardter bésico, apresentaram proteinas e habitavam muitos microrganismos. Os
resultados relacionados ao modo de externalizacdo da secrecdo em ambos 0s casos, ndo
foram conclusivos, porém sugere-se que 0 processo ocorra devido a pressdo exercida
pelo acimulo de secre¢do na parede periclinal externa e no espaco subcuticular. Os
estagios de desenvolvimento dos coléteres foram definidos em jovem e senescente,
caracterizados por mudancas anatdmicas e ultraestruturais nas células secretoras. Em P.
rudgeoides as células secretoras dos coléteres demonstram sofrer morte celular
programada do tipo ndo-autolitica. A fragmentacdo precoce do DNA nuclear foi
confirmada através do ensaio TUNEL para os coléteres da espécie. O extrato proteico
da secrecdo de P. tetraphylla revelou a presenca de peptideos de até 6 kDA. Os
resultados obtidos através do ensaio de inibi¢cdo do crescimento de fungos, somados a
permeabilizacdo das membranas desses microrganismos através do teste com SYTOX
Green, comprovaram a agdo antifungica da secrecdo. Diversas bactérias isoladas da
secrecdo e dos coléteres de P. tetraphylla mostraram capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico e solubilizar fésforo e/ou zinco e/ou manganés mostrando que
possivelmente a secrecdo desses coléteres é responsavel por manter uma comunidade de
bactérias benéficas para a planta. Bactérias isoladas das folhas também demonstraram
essas capacidades.

Palavras chave: Estruturas secretoras, mecanismo de defesa, bacterias benéficas
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Abstract: Colleters are taxonomically relevant secretory structures characterized by
producing a secretion that helps in physical and or chemical protection of developing
organs against biological and environmental stresses. The secretion of colleters is
mainly composed by mucilage and sometimes associated with this secretion are found
microorganisms. Along the production process until the secretion externalization, the
colleter tissues suffer biochemical and ultrastructural changes, which are important
features to be analyzed in order to understand of cell functioning during development
until their senescence. Moreover, the presence, distribution and shape of these secretory
structures on the adaxial surface of vegetative organs may represent an important
characteristic for Rubiaceae family and Palicourea genus, the object of our study.
Therefore this work has been divided into two chapters which had as respective
objectives: i) characterize the anatomy and ultrastructure of Palicourea tetraphylla and
P. rudgeoides colleters during its development, aiming to elucidate aspects related to its
secretion and senescence processes, and to characterize the composition of these
secretion colleters; ii) analyze the possible functions of P. tetraphylla colleters secretion
related to antifungal defense and maintainance of community of beneficial
microorganisms to the plant. For this purpose, shoot apices of booth species were
collected in Itatiaia National Park and processed by usual techniques of light,
histochemical, scanning and transmission electron microscopy. P. tetraphylla secretion
was also collected and processed to obtain their total protein extract and subsequent
preparations for antifungal activity as well as the for isolation associated bacteria which
subsequently sequenced and characterized in their ability to fix atmospheric nitrogen
and to solubilize iron, manganese and zinc. The same was done for those bacteria
associated the leaves. P. tetraphylla and P. rudgeoides colleters are cilindriform and
anatomically characterized by a secretory epidermis with palisade central axis and
vascularized parenchyma rich in crystals. The colleter secretions of both species where
seen to be mucilaginous, with a basic character, presence of proteins, absence of lipids
and adequate as the habitat for many organisms. The results related to the
externalization mode of secretion in both species, were not conclusive, but we suggest
that the process occurs due to the pressure exerted by the accumulation of secretion to
the outer periclinal wall and subcuticular space. The developmental stages of colleters
were defined as young and senescent, characterized by anatomical and ultrastructural
changes in secretory cells. In P. rudgeoides the secretory cells of the colleters
demonstrate to suffer programmed cell death of a non-autolytic type and early
fragmentation of nuclear DNA was confirmed by TUNEL assay for the species.The
protein extract of the secretion from P. tetraphylla revealed the presence of 6 kDa
peptides. The results obtained by testing inhibition of fungal growth, added by the
permeabilization of these organisms membranes through testing with SYTOX Green,
proved the antifungal effect of secretion. Several bacteria isolated from the P.
tetraphylla coleters and its secretions showed ability to fix atmospheric nitrogen and to
solubilize phosphorus and/or zinc and/or manganese, showing that the secretion of these
colleters is possibly responsible for maintaining a community of beneficial bacteria in
the plant. Bacteria isolated from leaves also demonstrated these capabilities.

Key words: Secretory structure, defense mechanism, beneficial bacteria
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1. Introducéo

Rubiaceae é uma das maiores familias de angiospermas e apresenta espécies de
valor econdmico e historico. E dividida em quatro subfamilias, porém estudos mais
recentes tém proposto uma nova divisdo em trés subfamilias: Rubioideae,
Cinchonoideae e Ixoroideae e a definicdo das tribos, dentro das subfamilias, também
tem sofrido modificacBes (Bremer et al. 1999; Delprete & Cortés 2004; Delprete &
Jardim 2012). Dentre os géneros da familia Rubiaceae encontra-se Palicourea que
possui cerca de 230 espécies. De acordo com a literatura, este género pertence a tribo
Psychotrieae. Porém, os limites genéricos dentro desta tribo tém sido questionados.
Durante os dez Gltimos anos, nosso grupo vem caracterizando anatomia e ultraestrutura
de géneros de Rubiaceae, tendo o objetivo de ampliar o conhecimento sobre esta familia
em remanescentes de Mata Atlantica no Rio de Janeiro, focando em aspectos de
anatomia foliar, do lenho, e do eixo reprodutivo e ainda na anatomia ecoldgica e de
estruturas secretoras.

Estruturas secretoras em plantas sdo responsaveis pela producdo de diversas
substancias que desempenham funcBes como: defesa contra a herbivoria, patdgenos,
atracdo de polinizadores e adaptacdo ambiental (Fahn 1979; Esal 1985). Estas
estruturas se desenvolvem a partir de diferentes tipos de tecidos meristematicos e, em
geral, sofrem transformacoes relativamente rapidas durante sua diferenciacéo.

Dentre os tipos de estruturas secretoras existentes em plantas estdo os coléteres,
que sao definidos como glandulas que secretam mucilagem ou resina, ou uma mistura
de ambas, e que comecam sua atividade secretora numa fase inicial de desenvolvimento.
No entanto, outras substancias também ja foram detectadas na secrecdo destas
estruturas, como proteinas (Klein et al. 2004; Miguel et al. 2006; Vieira et al. 2006). A
funcdo principal dos coléteres relaciona-se com a protecdo de meristemas e 6rgdos em
desenvolvimento, sendo estes lubrificados e protegidos contra dessecacao, herbivoros e
patogenos (Thomas & Dave 1989b; Thomas 1991; Paiva 2009).

A morfologia, anatomia e ultraestrutura de coléteres, em diversos géneros da
familia Rubiaceae, foram recentemente descritas (Klein et al. 2004; Miguel et al. 2006;
2009; 2010; Tullii et al. 2013). Contudo, muitas questdes permanecem em aberto.
Dentre estas, a elucidacdo dos processos de secrecao e senescéncia em coléteres.

O processo secretor pode variar com a espécie e ocorre geralmente de forma

rapida, dindmica e envolvendo diversos componentes celulares. Por esta razdo, tal
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evento tem se tornado uma grande lacuna no estudo da biologia dos coléteres. Em
grande parte das publica¢des, o mecanismo de secrecdo dos coléteres ndo € abordado,
ou séo feitas inferéncias a partir de observacfes anatdmicas e ultraestruturais. O mesmo
acontece com o0 processo de senescéncia, que por muitas vezes comega a ocorrer quando
0 coléter ainda esta em atividade, dificultando assim seu estudo.

Pouquissimos também sdo os trabalhos que se voltam para o estudo da atividade
bioldgica da secrecdo. E, sendo o ambiente encontrado em regides de Mata Atlantica
muito Umido e propicio para o desenvolvimento de microrganismos, estudos
envolvendo relagdes microrganismos/plantas sdo necessarios para desvendar possiveis
interacbes. Exemplifica esta abordagem, a sugestdo de que o exsudato do coléter
apresenta papel importante na interacdo bactéria/planta nos géneros onde pode ser
observada nodulacdo de bactérias nas folhas (Horner & Lersten 1968; Lersten 1974a;
van Oevelen et. al 2003).

Assim, acredita-se que a caracterizacdo anatdmica e ultraestrutural dos coléteres
de espécies do género Palicourea durante seu desenvolvimento, bem como a
investigacdo dos seus processos de secrecdo e senescéncia, possam colaborar para
elucidacdo destes processos em estruturas secretoras, além de contribuir com dados para
a sistemética e taxonomia da familia Rubiaceae. Além disso, a caracterizacdo da
secrecdo, a avaliacdo de sua atividade bioldgica e relacdo com microrganismos
presentes na secre¢do podem proporcionar o melhor entendimento das funcbes desse

exsudato para as espécies em questao.

2. Revisado da literatura

2.1.Familia Rubiaceae e 0 Género Palicourea

A familia Rubiaceae apresenta cerca de 9.000 espécies subordinadas a
aproximadamente 550 géneros (Souza & Lorenzi 2008), distribuidas principalmente nas
regides tropicais e subtropicais, atingindo, porem, as regides temperadas e frias da
Europa e norte do Canada (Judd et al. 1999). No Brasil sdo encontrados cerca de 120
géneros e 2.000 especies (Souza & Lorenzi 2008) distribuidas por diversas formacgdes
vegetacionais e apresentando grande ocorréncia na Mata Atlantica.

Os membros da familia Rubiaceae, com excecdes, sdo facilmente reconhecidos
devido a presenga de caracteristicas como folhas opostas com estipulas e ovério infero.

Embora seja bem caracterizada como uma familia, as delimita¢cdes de subfamilias, de
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tribos e de géneros tém sido discutidas em razdo da grande riqueza e da variedade
morfolégica de seus caracteres, o que vem provocando muitas mudangas na
classificacdo hierarquica infrafamiliar (Andreasen & Bremer 2000; Piesschaert et al.
2000). Robbrecht (1988) prop6s uma classificacdo para Rubiaceae, na qual reconhece
quatro subfamilias (Ixoroideae, Cinchonoideae, Antirheoideae e Rubioideae)
abrangendo 44 tribos. Mais recentemente, resultados obtidos com a utilizagdo de
marcadores moleculares tém proposto uma nova divisdo da familia Rubiaceae em trés
subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae e a posicdo e a definicdo das
tribos dentro das subfamilias tem sido indicada e alterada (Rova et al. 2002; Delprete &
Cortés 2004).

A tribo Psychotrieae esta subordinada a subfamilia Rubioideae, e inclui muitos
géneros, tais como: Psychotria L., Amaracarpus Blume, Cephaelis Sw., Chasallia
Comm. ex Juss., Chazaliella E.M.A. Petit ex E.M.A. Petit & Verdc., Geophila D. Don,
Hydnophytum Jack, Hymenocoleus Robbr., Myrmecodia Jack, Rudgea Salisb., Uragoga
Baill e Palicourea Aubl.

O género Palicourea Aubl. possui aproximadamente 230 espécies, distribuidas
do México até o nordeste da Argentina. Essas espécies sdo tipicamente membros do
sub-bosque de matas tropicais e poucas delas ocorrem em savanas (Taylor 1997). Na
América do Sul, um dos centros de dispersdo é a regido do Planalto-Centro Sul do
Brasil, apresentando cerca de 37 espéecies (Coelho & Barbosa 2003). Tal género é
representado em todo pais por cerca de 55 espécies e seis subespécies (Zappi & Taylor
2010).

Estudos moleculares, realizados por Nepokroeff et al. (1999) e Andersson
(2001), e morfoldgicos, realizados por Taylor (1996), indicaram que Palicourea esta
intimamente relacionada com Psychotria subg. Heteropsychotria Steyerm, inferindo ser
Palicourea polifilético e derivado deste subgénero. Ainda ndo existe uma definicdo
sobre a posicdo do género, que se mantém valida devido a morfologia floral, pois
Palicourea tem flores coloridas e vistosas, separadas em pedinculos bem
desenvolvidos, corolas tubulosas, néctar abundante e outras adaptacdes relacionadas aos
polinizadores, que sdo beija-flores. Por outro lado, o subgénero Heteropsychotria
apresenta, em sua maioria, flores pequenas, brancas e polinizadas por insetos (Burger &
Taylor 1993; Taylor 1997). Ainda existem muitas lacunas sobre o conhecimento das
espécies de Palicourea, inclusive para definir a posicdo do género.

O género possui plantas arbustivas, arvoretas ou arboreas, de folhas inteiras,
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simples, opostas ou verticiladas. As inflorescéncias sdo terminais, paniculadas ou
cimosas, comumente coloridas, com flores hermafroditas, geralmente distilicas, com
calice subtruncado ou 5-lobado; corola tubular ou infundibuliforme com um anel de
pélos acima da base gibosa. Os frutos sdo drupaceos, elipsdides ou subglobosos
variando entre de azuis a nigrescentes. As estipulas sdo unidas ao redor do caule
formando uma bainha, caduca ou persistente (Taylor et al. 2007). Associadas a estas

estipulas encontram-se estruturas secretoras denominadas coléteres.

2.2.Estruturas secretoras em plantas

A atividade secretora é inerente a todas as ceélulas vivas (Roshchina &
Roshchina 1993), sendo esta caracteristica mais evidente e intensa em alguns tipos
celulares. Assim, muitas células apresentam especializacdes decorrentes de processos de
diferenciagdo que auxiliam ou otimizam sua atividade secretora (Carvalho & Recco-
Pimentel 2007). Algumas caracteristicas citologicas comuns a estas células sdo paredes
primarias delgadas, nucleo conspicuo, citoplasma denso, vacuolos pequenos e
numerosas mitocondrias, que evidenciam alta atividade metabdlica (Fahn 1979).

Tais células especializadas podem ocorrer isoladas (idioblastos secretores) ou
constituir estruturas altamente diferenciadas como tricomas, emergéncias, coléteres,
canais e laticiferos (Ascensdo 2007) e desempenhar diversas fungdes para a planta
como: defesa contra a herbivoria e contra patdgenos, atracdo de polinizadores,
adaptacdo ambiental, entre outros (Fahn 1979; Esau 1985; Cutter 1986).

Para o desempenho destas funcBes as estruturas secretoras exibem diferentes
graus de complexidade. Sendo assim, varios tipos de classificacdo para essas estruturas
foram propostas levando em consideracdo aspectos como: a posi¢do gque ocupam no
corpo do vegetal (Esal 1965), a natureza quimica da substancia secretada (Luttge 1971),
sua funcionalidade e o trabalho celular envolvido no processo secretor (Fahn 1979). O
mesmo tipo ou diferentes tipos de estruturas secretoras podem ocorrer em todos o0s
orgdos da planta ou podem estar limitados a alguns deles e podem exibir diferentes tipos
de exsudatos, formato e funcao (Esat 1977; Fahn 1979).

No entanto, por vezes, a classificacdo das estruturas secretoras ainda é uma
tarefa dificil para botanicos que estudam o assunto, devido ao fato de possuirem
morfologia varidvel e as vezes ndo especifica ao tipo de secrecdo. Desta forma, o

material secretado em maior quantidade pode ser considerado como determinante para
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sua classificacdo (Fahn 1979), visto que uma combinacdo de diversos compostos em
diferentes proporc¢des é frequentemente encontrada (Castro & Machado 2009).

Em alguns exsudatos estdo presentes compostos biologicamente ativos que
contribuiram e contribuem para o sucesso evolutivo das espécies que os produzem
(Ascensao 2007).

2.3.Exsudatos vegetais: sua relagcdo com a defesa e com a interacgéo

planta x bactéria

Uma grande variedade de importantes compostos quimicos naturais, utilizados
pelo homem através dos tempos, sdo exsudatos produzidos por células secretoras
especializadas de plantas. Cerca de 160 familias de plantas vasculares produzem
exsudatos (Lambert et al. 2010), que s&o classificados de acordo com sua composi¢éo
quimica predominante, como pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1. Relacdo de tipos de exsudatos e suas composices

Tipo de Composicao
exsudato

Misturas de compostos terpendides e fenolicos que podem ser
Resinas produzidas em dutos internos ou glandulas superficiais

especializadas dos vegetais (Pereira et al. 2006b)

Gomas e | Hidrocoloides vegetais formados por monossacarideos ou mistura de
Mucilagens monossacarideos, onde muitos sao combinados com acidos urénicos.
Diferenciam-se mucilagens de gomas pelo fato das gomas se
dissolverem rapidamente em agua, ao passo que as mucilagens
formam massas viscosas. A distincdo também pode ser feita com
base no fato de que as mucilagens sdo produtos fisioldgicos,

enguanto as gomas sdo produtos patolégicos (Jani et al. 2009).

Gomas-resina Classe de exsudato misto resultante da combinacdo de carboidratos e

compostos terpendides (Lambert et al. 2010)

Oleos Produtos monoterpénicos liquidos de plantas (Lambert et al. 2010)

Latex Suspensdo ou emulsdo de pequenas particulas de terpenos (6leos

essenciais, resinas) e ceras dispersas em uma solucdo que contém
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sais, polissacarideos, 4acidos organicos, alcaloides, enzimas
proteoliticas, etc. A borracha ndo é um componente universal (Fahn
1979).

Néctar Combinacdo aquosa de uma série de substancias, principalmente

sacarose, glicose e frutose (Baker & Baker 1973).

Exsudatos Compostos majoritariamente por 0Oleos volateis - terpenos e

volateis compostos fenolicos de baixo peso molecular (Vogel 1990).

Esses exsudatos, apesar de assim classificados por seus componentes mais
abundantes, na maioria das vezes sdo misturas muito complexas, de uma grande
diversidade de compostos quimicos presentes em menores concentracfes, o que os leva
a exercer diversas fungdes na planta, entre estas a protecdo contra agentes bidticos e
abidticos.

O primeiro registro sobre um exsudato vegetal com atividade antibi6tica foi feito
em 1928, pelo bidlogo Russo Boris Petrovich Tokin, o qual demonstrou que produtos de
plantas podem afetar o crescimento de microrganismos (Willis R. J. 2007).

Em uma revis@o sobre a atividade pesticida de tricomas, Dayan e Duke (2003)
destacam que tricomas glandulares sdo reconhecidos como sitios de producdo
concentrada de metabolitos secundarios, que ao serem exsudados tém alto potencial
antifungico, como em Populus deltoides Bartr. ex Marsh (Salicaceae) ou propriedades
inseticidas como em Chrysanthemum sp. (Asteraceae) que produz piretrinas, substancia
a partir da qual foram desenvolvidos numerosos inseticidas.

Exsudatos de nectarios que possuem relagdes bem estabelecidas com a
polinizacdo também estdo envolvidos com a defesa de plantas em algumas espécies
devido a relacdo ecoldgica estabelecida entre o exsudato dessas estruturas e as formigas.
O néctar representa uma fonte de recursos alimentares previsiveis e abundantes para
diversas espécies de formigas que geralmente exibem comportamento agressivo contra
herbivoros (Schultz & McGlynn 2000). A relagdo com a defesa de plantas e o néctar
também se relaciona com descoberta de novas substancias em sua composi¢do como 0s
acidos organicos (Baker & Baker 1973, Baker & Baker 1975). Como exemplo, incluem-
se os terpenos (Ecroyd et al. 1995), os alcaldides (Deinzer et al. 1977), os flavondides
(Rodriguez-Arce & Diaz 1992), os glicosideos (Roshchina & Roshchina 1993), os
compostos fenolicos (Cabras et al. 1999) e os 6leos (Vogel 1969).
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O exsudato mucilaginoso secretado por coléteres, além de proteger regides
meristematicas contra a dessecacdo, também pode possuir proteinas potencialmente
relacionadas com defesa de ataques por patdgenos. A partir da secrecéo dos coléteres de
Simira glaziovii K. Schum (Rubiaceae) foi purificada uma B-1,3-glucanase (Vieira et al.
2006). Na secrecao de Bathysa nicholsonii K. Schum (Rubiaceae) foi detectada uma
mistura de proteinas com massas moleculares de 66-24 kDa (Miguel et al. 2006) que foi
capaz de inibir o crescimento de fungos in vitro.

Além de proteinas, peptideos antimicrobianos também ja foram detectados em
exsudatos, como reportado por Rose et al. (2006) para exsudatos de sementes de Vigna
unguiculata (L.) Walp (Fabaceae). Estas moléculas de baixa massa molecular se
destacam por ter uma vasta atividade inibitoria contra bactérias, virus e fungos
(Izadphanah & Gallo 2005), sendo eficazes em baixas doses e com acéo rapida.

Além da relacdo com a defesa de plantas, muitos estudos também buscam
compreender a interacdo entre 0s exsudatos vegetais e 0s microrganismos. Os
microrganismos colonizam microambientes influenciados pelos exsudatos e se
beneficiam pelo consumo dos seus componentes, principalmente carboidratos. Este
meio representa assim um nicho bastante atraente para estes seres, onde diversas
interacdes podem ser observadas (Cardoso & Freitas 1992). Os microrganismos podem
se estabelecer como comensais, sendo indiferentes para a planta, ou trazer beneficios ou
maleficios para esta.

Uma relacdo vastamente estudada é a exsudacdo de compostos organicos, pelas
raizes das plantas e consequente atracdo de microrganismos benéficos. Esses compostos
sdo liberados, ativa ou passivamente, durante todas as fases do desenvolvimento
vegetal, em quantidades e composi¢des diversas, variando com a espécie e as condi¢des
de estresse as quais a planta esta submetida (Jones 1998). O efeito do exsudato sobre 0s
microrganismos pode ser direto, com atracdo para rizosfera e provimento de nutrientes
para 0 seu crescimento; e indireto, com mudangas no ambiente quimico que favorecam
sua sobrevivéncia (Hawes & Brigham 1992). Da mesma forma, os microrganismos
também apresentam a capacidade de beneficiar as plantas por mecanismos diretos
(como fixacdo bioldgica do nitrogénio, producdo de fitorménios, aumento da
solubilizacdo e entrada de nutrientes) e por mecanismos indiretos (supressdo de
patogenos, producéo de sideroforos ou antibidticos). Estudos demonstram que plantas
exsudam mais de 20 % do carbono fixado para a rizosfera (Marschner 1995), mostrando

a importancia da manutencao dessa comunidade microbiana pela planta.
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Por meio da exsudacdo de uma grande variedade de compostos, as raizes talvez
possam regular a comunidade microbiana na rizosfera (Walker et al. 2003). Hungria et
al. (1997) relataram que exsudatos oriundos de Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) e Zea
mays L. (Poaceae) incrementam a taxa de crescimento de Rhizobium sp. e Azospirillum
lipoferum respectivamente, responsaveis pela fixacdo bioldgica nessas plantas. Os
flavondides, exsudados pelas raizes de leguminosas, ativam 0s genes responsaveis pelo
processo de nodulagio nas bactérias do género Rhizobium (Peters et al. 1986). Acidos
organicos presentes em exsudatos radiculares de variedades de tomate influenciam o
aumento da populacdo bacteriana na rizosfera e a colonizacao das raizes por Bacillus
amyloliquefaciens, uma bactéria benéfica que produz uma ampla gama de antibiéticos
com atividade sobre fitopatdgenos (Tan et al. 2013).

Mesmo um ambiente exposto a rapidas e frequentes mudangas, como a
superficie foliar, pode ser habitado por uma diversa comunidade de microrganismos se
houver fontes de carbono (Andrews & Harris 2000). Os exsudatos extravasam o interior
das plantas, principalmente de &areas com injurias ou saem a partir de tricomas
glandulares ou outras estruturas secretoras (Tukey 1970), que geralmente sdo os sitios
de microrganismos mais populosos da superficie das plantas (Andrews & Harris 2000;
Mercier & Lindow 2000).

Borges (2006) mostrou que células mucilaginosas presentes na lamina foliar de
espécies vegetais da familia Rutaceae podem exercer influéncia positiva no
estabelecimento bacteriano epifitico, ao exsudarem mucilagem para o filoplano, que
serve como fonte de 4gua e nutrientes.

O interior das folhas € um ambiente mais favoravel a colonizacdo de
microrganismos. A umidade é mais controlada ja que a presenca de cuticula minimiza
as perdas de agua e a competicdo no ambiente endofitico € menor. Os estbmatos,
quando estdo abertos, muitas vezes permitem o0 acesso dos microrganismos aos espacos
intercelulares das folhas (apoplasto) e servem como importante via de colonizagdo
interna (Beattie & Lindow 1995, 1999). Lersten & Horner (1967) relataram a
importancia do exsudato dos coléteres de Psychotria bacteriofila Val. (Rubiaceae) para
0 estabelecimento de uma associagdo simbiotica com bactérias através da formacao de
nodulos foliares. De acordo com 0s autores, a secrecdo proveniente dos coléteres,
juntamente com as bactérias presentes no espago formado entre as estipulas e o0s
primordios foliares, penetra pelo poro estomético desses primoérdios iniciando a

formacdo dos nodulos bacterianos. Em Rubiaceae, aléem do género Psychotria outros
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géneros possuem espécies com nodulos bacterianos nas folhas e coléteres estipulares,
como por exemplo, Pavetta e Sericanthe que pertencem a subfamilia Cinchonoide. No
entanto, a relacdo entre o exsudato dos coléteres e a colonizacdo bacteriana nas folhas

foi pouco investigada.

2.4.Coléteres

Coléteres sdo estruturas secretoras encontradas em numerosas familias de
Angiospermae, estando presentes em 379 géneros de 60 familias de dicotiled6neas,
sendo que a maior presenca foi registrada na familia Rubiaceae, com 140 géneros,
seguida por Apocynaceae, com 41 géneros (Thomas 1991).

Estas estruturas foram inicialmente definidas por Hanstein (1848 apud Thomas
1991) como glandulas que secretam mucilagem ou resina, ou uma mistura de ambas, e
que comecam sua atividade secretora numa fase inicial de desenvolvimento. Thomas
(1991) considerou os coléteres, por sua funcdo, como estruturas secretoras cuja secrecao
protege 0s meristemas em desenvolvimento. Além disso, estruturalmente os coléteres
tém sido definidos como estruturas secretoras constituidas por um eixo central
alongado, formado por parénquima fundamental, circundado por um estrato epidérmico
em palicada, sendo as células epidérmicas responsaveis pela secre¢do (Thomas 1991;
Da Cunha & Vieira 1997).

O desenvolvimento de coléteres foi estudado por diversos autores. Em
Mandevilla illustris (Vell.) Woodson (Apocynaceae), Appezzato-da-Gloria & Estelita
(2000) descrevem que as células epidérmicas se formam pela divisdo anticlinal das
células da protoderme do seu local de origem, enquanto que as das subepidérmicas
dividem-se periclinalmente para a formacéo das células do eixo central.

Os coléteres podem se desenvolver em diversas partes da planta: em peciolos
(Johansson 1987), célices (Robbrecht 1987), bracteas, bractéolas e corola (Thomas &
Dave 1989c) e nas estipulas, onde se observa a principal ocorréncia em Rubiaceae
(Solereder 1908; Horner & Lerstern 1968; Van Hove 1972; Lersten 1974; Thomas
1991). O exsudato pode ser constituido unicamente por mucilagem (Fahn 1979; Thomas
1991) ou uma mistura de mucilagem e substéncias lipofilicas (Fahn 1979, 1990;
Kronestedt-Robards & Robards 1991), tais como acidos graxos e compostos fendlicos
(Demarco 2005; Castro & Demarco 2008). A presenca de proteinas também ja foi

detectada na secregé@o dos coléteres de algumas espécies (Klein et al. 2004; Miguel et al.
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2006; Vieira et al. 2006).

Em alguns casos, compostos lipofilicos sdo produzidos em uma segunda fase de
secrecdo dos coléteres, apds o término da exsudacdo de mucilagem (Appezzato-da-
Glédria & Estelita 2000; Klein et al. 2004; Rio 2006). A funcéo bioldgica desse exsudato
envolve o aumento da protecdo dos tecidos meristematicos e de &rgdos em
desenvolvimento, lubrificando e evitando que sofram com a dessecacéo, a herbivoria e a
acdo de patdgenos, protecdo essa ja oferecida de forma fisica pelas estipulas e célices,
(Thomas et al. 1989; Thomas & Dave 1989a; Thomas & Dave 1989b; Thomas 1991) e
ainda, eventualmente, agem na protecdo contra fitofagos e proliferacdo de fungos
(Demarco 2005, Miguel et al. 2006; Vieira et al. 2006).

O processo de producdo e de secrecdo de substéncias envolve transformacoes
bioquimicas e morfo-ultraestruturais nas células secretoras. Durante esse processo, a
ultraestrutura celular € modificada de acordo com a fase da vida da estrutura e/ou do
produto a ser produzido (Gaffal et al. 2007). Em geral, os coléteres comegcam a secretar
antes da expanséao da folha, a qual estdo ligados. Para isso, 0 exsudato é transportado
através de vesiculas do complexo de Golgi até a membrana plasmatica, se fundindo a
esta. Entdo o material a ser secretado acumula-se entre a membrana plasmatica e a
parede celular, fazendo presséo sobre esta parede (Thomas 1991).

O mecanismo de secrecdo, ou seja, a forma pela qual o exsudato dos coléteres é
externalizado pode variar de acordo com a espécie. Quando ha ocorréncia de poros na
superficie da estrutura, acredita-se que seja o canal para a saida da secrecdo (Vitarelli &
Santos 2009). Quando ha cuticula, esta pode se romper e 0 material ser entdo liberado
para o espaco extracelular (Thomas 1991; Curtis & Lersten 1974; Fjell 1983; Mohan &
Inamdar 1986). Entretanto, em alguns trabalhos o exsudato do coléter passa pela parede
celular e pela cuticula sem que haja o rompimento (Durkee et al. 1984; Miguel et al.
2006, 2009, 2010; Tullii et al. 2013).

Apo6s sua fase secretora os coléteres, em geral, entram em processo de

senescéncia. Um processo que pode envolver morte celular programada.

2.5.Morte Celular Programada

Relatos sobre morte celular programada datam de 1958, quando o bidlogo
alemdo Rudolf Virchow descreveu um fendbmeno degenerativo em células animais,

ocasionado por uma serie de eventos traumaticos. As células observadas exibiam
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caracteres morfologicos e bioquimicos bem distintos. As transformacdes se
caracterizavam pelo aumento no volume celular, ruptura da membrana plasmatica e
liberacdo do contetdo celular no espago intercelular, 0 que causava um processo
inflamatdrio e danificava as células vizinhas (Torres & Vargas 2003). Tal processo é
conhecido hoje como necrose.

Em 1967, outro tipo de morte celular programada foi descrita por Kerr, também
em células animais, onde os eventos observados foram retracdo do citoplasma,
condensacdo da cromatina e alteracdo na morfologia nuclear, sem, no entanto, haver o
rompimento da membrana (Kerr 1965 apud. Kerr 2002). Os eventos descritos
caracterizavam o processo de apoptose, porém o uso do termo sé foi proposto em 1972
(Kerr et al. 1972).

Em plantas, a natureza da morte programada foi demonstrada
experimentalmente entre 1980 e 1990 por estudos de morte celular espontanea em
mutantes. Embora grande parte do trabalho neste campo tenha atraido analises
comparativas com sistemas animais, caracteristicas distintivas e adaptativas que se
correlacionam ao estilo de vida de plantas também comecaram a ser reconhecidas
(Bozhkov & Lam 2011).

A morte celular programada em plantas € ressaltada por desempenhar um papel
essencial em resposta a uma série de estimulos de natureza bi6tica e abi6tica, incluindo
os de desenvolvimento (Lam et al. 2001). Os sistemas modelo de morte celular em
plantas mais bem caracterizadosocorrem durante a formacdo de elementos de vasos, 0s
processos de senescéncia e a resposta de hipersensibilidade, que é frequentemente
desencadeada em interac@es planta-patdgeno (Dangl et al. 2000). Porém, esse fenbmeno
ja foi observado em outros eventos como degradacdo de camadas de aleurona durante a
germinacao, escultura de tecidos tais como a formacao do aerénquima lisogénico (Jones
2001), a determinacédo do sexo da planta, a absciséo foliar (Hadfield & Bennett 1997) e
em resposta a episodios de seca e estresse térmico (Willians & Dickman 2008 ).

Van Doorn & Woltering (2005) consideraram trés tipos de morte celular
programada em plantas: autofagia, apoptose-simile e necrose-simile.

Autofagia é um processo adaptativo conservado evolutivamente e controlado
geneticamente. Esta ocorre em resposta a um estresse metabdlico que resulta na
degradacdo de componentes celulares (Danial & Korsmeyer 2004; Lum et al. 2005).
Este fendmeno consiste no maior sistema de degradacdo e reciclagem em células

eucaridticas (van Doorn & Woltering 2005). No processo autofagico, materiais
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citoplasmaticos séo envolvidos por vesiculas, que sdo entdo destinadas aos vacuolos ou
lisossomos para degradacéo (Levine & Klionsky 2004). As caracteristicas morfoldgicas
da autofagia incluem vacuolizagdo, degradacdo do conteldo citoplasmético e ligeira
condensacéo da cromatina (Bursch 2001).

Apoptose-simile consiste em um processo de degradacdo celular caracterizado
morfologicamente por condensacdo do nucleo e do citoplasma e formacdo de corpos
apoptdticos. Esta é concluida com a remocdo desses corpos pelos lisossomos, por
fagocitose, realizada por células vizinhas (Fink & Cookson 2005). No entanto, muitos
autores discordam do fato de que a “apoptose verdadeira” aconteca nas células vegetais,
ja que a imersdo de corpos apoptéticos e a degradacdo deles em outra célula nunca
foram observadas durante processos de morte celular programada em plantas (van
Doorn & Woltering 2005). Por isso, atualmente o termo mais aceito é apoptose-simile.

O processo de morte celular programada necrose-simile ainda é pouco
conhecido, mas sabe-se que ndo ha envolvimento de lisossomos como nos outros casos.
O que acontece, aparentemente é a inibicdo das principais vias biossintéticas, pela
desestabilizacdo das membranas, ou por outros modos ainda ndo desvendados (van
Doorn & Woltering 2005).

No entanto, van Doorn (2011) assumiu que a morte celular programada em
plantas é dividida em duas grandes classes: autolitica e ndo autolitica. Na morte
autolitica, observa-se liberacdo de hidrolases vacuolares com a ruptura do tonoplasto,
seguida de eliminacdo rapida de todo citoplasma e, por vezes, da maior parte das
paredes celulares. Na morte ndo-autolitica, a ruptura do tonoplasto e a eliminagcdo do
citoplasma ocorrem somente ap6s a célula estar morta.

Mas de um modo geral, em relacdo a ultraestrutura celular, os caracteres
relacionados a este processo sdo retracdo do citoplasma, alteracdo na morfologia nuclear
e fragmentacdo do DNA (Green & Kroemer 1998; Danon et al. 2000; McCabe &
Leaver 2000; Doorn & Woltering 2005).

Em estruturas secretoras, o processo de morte celular programada foi observado
e descrito recentemente em eventos de senescéncia de coléteres de Bathysa gymnocarpa
K. Schum. e B. stipulata (Vell.) J. Presl (Rubiaceae) por Miguel et al. (2010) e Alseis
pickelii Pilger et Shmale (Rubiaceae) por Tullii et al. (2013).

25



2.6.Senescéncia

A senescéncia tem sido definida como um evento regulado geneticamente o qual
leva a morte as células, 6rgdos ou organismos. Em plantas, a senescéncia é
acompanhada por mudangas morfologicas e/ou alteracfes nas propriedades bioquimicas
e biofisicas do metabolismo. Geralmente, o processo comega no nucleo com a
degradacdo de RNAs que codificam certas proteinas no citoplasma, resultando na
alteracdo da membrana plasmatica e na perda da capacidade homeostatica da célula
(Nooden & Leopold 1988; Hoeberichts et al. 2005). As consequéncias fisioldgicas de
mudangas fisicas e quimicas nos lipidios de membrana incluem modificagbes na
permeabilidade e perda de atividade enzimatica ligada a membrana (Mazliak 1981).

A ocorréncia desse processo vem sendo definida para os diversos 6rgaos das
plantas. A senescéncia em folhas, por exemplo, pode envolver degradacdo de proteinas,
de clorofilas, de acidos nucléicos e de membranas seguidas pelo transporte de produtos
de degradacédo para outros tecidos da planta. Em frutas e legumes, ocorre a perda das
clorofilas, associada a mudancas estruturais e liberacdo de acidos celulares e enzimas
degradativas (Hodges & Forney 2000).

Em nivel de 6rgdo ou tecido, a senescéncia geralmente é considerada um
processo benéfico que permite que a planta se livre de estruturas antigas ou efémeras ou
ainda representa um preladio para o enfrentamento de ambientes agressivos (por
exemplo, a queda da folha). Entretanto quando se trata do organismo como um todo,
este fendmeno € pernicioso, pois diminui a eficiéncia individual (Roach 1993).

Em coléteres, processos de senescéncia tém sido observados e anatomicamente
bem caracterizados como em Aganosoma (Apocynaceae) e Gardenia (Rubiaceae)
(Dave et al. 1987, 1988), Calotropis (Apocynaceae) (Kuriachen & Dave 1989),
Roupelia (Apocynaceae) (Thomas et al. 1989) e Mandevilla (Apocynaceae)
(Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000). Porém, as alteracfes ultraestruturais decorrentes
desse processo ainda ndo foram totalmente desvendadas. Miguel et al. (2010)
registraram essas alteracfes em coléteres senescentes de Bathysa gymnocarpa e B.
stipulata e Tullii et al. (2013) em A. pickelii. De um modo geral, as caracteristicas
observadas sdo: mudanca na coloragcdo do coléter que deixa de ser clara e passa a ser
marrom e retracdo e degeneracdo do citoplasma das células secretoras de maneira
basipetalar.

Na maioria dos casos, senescéncia de 6rgdos e plantas representa um evento de
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morte celular programada, pelo fato do processo ser geneticamente determinado, sob o
controle de reguladores enddgenos e requerer ativacdo ordenada de genes especificos
(Hadfield & Bennett 1997). Porém mais estudos sdo necessarios e estdo sendo

conduzidos para a determinacdo e elucidacdo desse processo em estruturas secretoras.

3. Objetivos
3.1.0bjetivo Geral

Caracterizar a anatomia e a ultraestrutura dos coléteres de duas espécies do
género Palicourea, encontrados na Mata atlantica, desde seu desenvolvimento até a

senescéncia e analisar possiveis funcdes da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla.

3.2.0bjetivos Especificos

v Descrever a anatomia e ultraestrutura de coléteres de P. rudgeoides e P.
tetraphylla desde seu desenvolvimento até a senescéncia;

v' Caracterizar histoquimicamente os coléteres de P. rudgeoides e P. tetraphylla;

v Investigar a presenca de proteinas totais na secrecdo dos coléteres de P.
tetraphylla;

v' Examinar a atividade antifingica do extrato proteico total da secrecdo dos
coléteres de P. tetraphylla;

v" lIsolar e caracterizar as bactérias associadas a secrecdo, aos coléteres e as folhas
de P. tetraphylla;

v' Fazer a caracterizacdo molecular dos isolados bacterianos através do
sequenciamento da regido do gene 16S rRNA;

v Avaliar os isolados quanto a capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar fésforo,

manganés e zinco.
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Capitulo 1

Anatomia, ultraestrutura e senescéncia dos coléteres estipulares em
Palicourea tetraphylla Cham. & Schltdl. e Palicourea rudgeoides (Mull.
Arg.) Standl. (Rubiaceae)
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4. Introducédo

Estruturas secretoras denominadas coléteres sdo encontradas em partes
vegetativas e reprodutivas de um grande nimero de plantas pertencentes a diversas
familias botanicas. Em Rubiaceae 0s coléteres sdo frequentemente encontrados
associados a superficie adaxial das estipulas interpeciolares, que sdo estruturas
diagnosticas da familia (Robbrecht 1988). Nesta mesma familia os coléteres também
ocorrem em peciolos (Johansson 1987), célice (Robbrecht 1987; Dave et al. 1988),
bracteas, bractéolas e corola (Thomas & Dave 1989c), variando entre géneros e
espécies, podendo servir de carater taxondémico para a familia que apresenta
divergéncias nas delimitacGes de subfamilias, tribos e géneros em razdo da grande
riqueza e da variedade morfoldgica de seus caracteres. E, ndo somente a localizag&o,
como também a forma, o mecanismo de secrecdo e senescéncia e o contetudo do
exsudato dos coléteres, apresentam variagdes entre espécies e carecem de estudos mais
aprofundados.

InvestigacOes acerca dos coléteres tém sido concentradas principalmente na
caracterizagdo anatdbmica e histoquimica, utilizando os dados encontrados como
ferramenta taxondmica (Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000; Simdes 2002; Rio et al.
2002; Klein et al. 2004). No entanto, autores como Miguel et al. (2006) e Tullii et al.
(2013) tém demonstrado que o estudo do processo de senescéncia em coléteres se revela
como um modelo para estudo de morte celular programada em plantas, oferecendo
contribuicdes para o tema. Além disso, essas estruturas secretoras também despertam
grande curiosidade na comunidade cientifica, ainda carente de um conhecimento
integral acerca de sua funcdo nos vegetais.

Sendo assim, este estudo se baseou em um tripé constituido por investigaces
acerca: i) da anatomia e ultraestrutura dos coléteres de P. rudgeoides e P. tetraphylla em
diferentes estagios de desenvolvimento até sua senescéncia; ii) do exsudato por estes
produzidos; iii) e da sua funcédo, fundamentada na estrutura e no contetdo do exsudato e

também com base no contexto ecoldgico sob o qual as plantas estavam submetidas.
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5. Materiais e Métodos

5.1.Caracterizacdo da area de coleta

O Parque Nacional do Itatiaia estad localizado no sudoeste do Estado do Rio de
Janeiro, entre as latitudes 22°15' e 22°30" S e longitudes 44°30' e 44°45' W (Fig. 2)
(Morim 2006), com altitudes entre 700 e 2.787. Este parque abrange uma éarea de
28.155,97ha (Morim 2006). O clima, segundo a classificacdo de Kdeppen, é do tipo
temperado com estacdo seca (Cwa) (Bernardes 1952). A temperatura media anual,
dependendo da altitude, esta entre 15 °C e 27 °C. O relevo é montanhoso, incluindo
encostas e o topo do planalto, onde emergem notaveis penhascos rochosos. A partir dos
1.600 m até 2.200 m, as comunidades florestais tém seus tamanhos reduzidos
permanecendo os elementos floristicos da mata higréfila. Acima dos 2.200 m, as
comunidades passam a ser arbustivas, com pequenas manchas de vegetagdo arbérea. Na
regido do planalto, a riqueza maior é das ervas, em grande parte esclerificadas. As
variacOes altitudinais permitem que sejam encontradas no Parque (além da tipica
Floresta Ombrofila Densa Montana), a partir dos 1.600 m de altitude, a Floresta Alto
Montana. A medida que se eleva a altitude, segue-se densa cobertura campestre
designada por campo de altitude (http://www4.icmbio.gov.br/parna_itatiaia/, recuperado
em 13 de dezembro de 2011).

i I
r o ""]...‘[i. '{a‘;ﬁk -

o P ia ]
R G o i
RS "y -'-;_““J]‘ '

el L b
i o it

I ' ';

" TN U
P
L "‘ RIO DE JANERO

P.ﬂRinl oo Imamae

R L
e T

il
SAO PALLD o

¥ — t
46°W 45°W 44%w 4%

Figura 1: Localizag8o do Parque Nacional do Itatiaia (Morim 2006).
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5.2.Material Botanico

Apices caulinares e estipulas de P. rudgeoides e P. tetraphylla foram coletados
no Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia, RJ) e fixados quimicamente no local de coleta
para processamento para microscopia. Devido ao fato das estipulas serem caducas
foram possiveis de serem coletados 3 nds de estipulas para P. tetraphylla e 5 nos de

estipulas para P. rudgeoides.

e

Figura 3: Apice caulinar de Rmo de P.
rudgeoides (circulo vermelho)

Figura 2: Apice caulinar de P tetraphylla
(circulo vermelho) e estipula do segundo no
(circulo azul) 5.3. Microscopia

5.3.1. Fixacao e Desidratacéao
Apices caulinares inteiros e estipulas foram fixados em uma solugdo aquosa
contendo glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4,0 % e tampéo cacodilato de sédio 0,05 M
em pH 7,2, a temperatura ambiente no local de coleta.

Posteriormente, fragmentos das estipulas que continham coléteres, foram
lavados 3 vezes, por 45 minutos, com tampao cacodilato de sédio 0,05 M e pés-fixados
por uma hora em uma solucéo de tetroxido de 6smio 1% e tampéo cacodilato de sddio
0,05 M em pH 7,2, a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas novamente com
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0 mesmo tampéo e desidratadas em série cetdnica: 50 %, 70 %, 90 % e trés vezes 100 %
por uma hora em cada etapa.
5.3.2. Microscopia eletronica de varredura

Apos fixacdo e desidratacdo cetbnica, as amostras foram secas pelo método do
ponto critico (CPD 030 Bal-tec®). Desta maneira os danos causados pela tensao
superficial associada a evaporacgéo séo praticamente eliminados.

Posteriormente, os fragmentos de estipula e apices caulinares contendo coléteres
foram afixados com fita adesiva de carbono e cola de prata, em suportes proprios
(“stubs”) e cobertos com uma fina camada de ouro de 20 nm (SCD 050 Bal-tec®). A
observacao e as eletromicrografias foram obtidas com o uso do microscopio eletrénico

de varredura (DSM 962 Zeiss®), a uma voltagem variando até 25 kV.

5.3.3. Infiltracdo e Inclusdo do Material
Os materiais destinados as microscopias Optica e eletrdnica de transmissao
foram fixados e desidratados como descrito acima. Posteriormente, os fragmentos foram
infiltrados com resina epoxi (Epon®), utilizando-se série crescente de resina em

acetona. A polimerizacao da resina foi realizada a 60 °C.

5.3.4. Microscopia Optica

Para a microscopia éptica, apds a polimerizacdo da resina, foram feitos cortes
semifinos no material (0,60 e 0,70 um de espessura) em ultramicrétomo (Reichert
Ultracuts Leica Instruments®) com auxilio de faca de diamante (Diatome®). As seccées
foram dispostas em laminas, coradas com azul de toluidina 0,05% e montadas com
laminulas e Entellan®. A observacdo foi realizada em microscépio 6ptico de campo
claro (Axioplan Zeiss®). As imagens foram capturadas através da camera Cannon
Power Shot 14 mpixel (acoplada ao microscépio) com o auxilio do programa

Axiovision (Zeiss).

5.3.5. Histoquimicas
Amostras de estipulas, previamente fixadas, foram desidratadas em serie etilica,
infiltradas e incluidas em historesina (Historesin Leica Instruments®). Posteriormente,
foram obtidas secc¢des transversais e longitudinais do material, com 3,0 pm de
espessura, através do micr6tomo de mesa CUT 4050 (SLEE Technik GmbH). O

material seccionado foi disposto em laminas e submetido a diferentes
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corantes/reagentes, para 0s seguintes diagndsticos quimicos:

Compostos pécticos e mucopolissacarideos
Os cortes foram submetidos a uma solucdo aquosa de vermelho de ruténio
0,02% por 8 minutos (Chamberleim 1932, adaptado). A presenca destes compostos foi

indicada pela coloragéo vermelha.

Compostos acidos e basicos

Os cortes foram submetidos a uma solugdo aquosa de azul de toluidina a 0,05%
por 30 segundos a um pH de 6,8 (O’Brien et al. 1964, adaptado). Através da reacdo
metacromatica revelada pelo corante, os compostos acidos adquirem uma coloragdo
azul clara a esverdeada e 0s compostos basicos adquirem uma coloracdo roxa/azul

escura.

Cuticula

Os cortes foram submetidos a uma solucéo aquosa de Auramina O a 0,01% por 5
minutos no escuro (Heslop-Harrison & Knox 1981, adaptado) e foram observados em
microscopia de fluorescéncia (filtro: excitacdo de 470 a 490nm e emissdo de 515 a 565

nm).

Lipidios

Foram feitos testes com o Sudan IV 0,03%, onde o material foi submetido ao
corante por 5 minutos (Pearse 1980, adaptado). A detecgdo acontece por um processo
fisico em que ocorre partilha entre os lipidios e o solvente do lisocromo (etanol 70%),
tendo as moléculas do lisocromo maior afinidade para os lipidios do que para o
solvente, revelando assim a marcagédo de cor vermelha.

Os cortes também foram submetidos ao reagente de NADI (recém-preparado), e
mantidos durante uma hora no escuro (David & Carde 1964). O reagente de Nadi é uma
mistura de dois componentes incolores, o a-naftol e o cloridrato de dimetilparafileno
diamina, que origina por oxidagdo o azul de indofenol, composto fortemente
lipossoluvel que altera a cor por variacdo do pH, permitindo uma coloracédo diferencial

azulada para terpendides.

Proteinas
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Os cortes foram submetidos ao azul Brilhante de Comassie 0,25% (Fischer 1968,
adaptado). Esse corante existe sob duas formas (vermelha e azul). Por ligagcdo do
corante a proteina a forma vermelha é convertida na azul, provocando um desvio na

banda de absor¢cdo maxima de 465 para 595 nm.

Compostos fenolicos
Cortes foram submetidos a uma solucéo de cloreto de ferro 111 a 10% durante 15
a 30 minutos (Johansen 1940). Neste teste, os orto-dihidroxifendis formam complexos

com o ion ferro, originando precipitados intensamente corados.

Acidos graxos

Os cortes foram submetidos as seguintes solucGes: acetato de cobre a 0,05%
durante 3 horas, EDTA (acido etilenodiamina tetracético) a 0,1% em tampdo fosfato de
sodio a 0,1M, pH 7,1, por 5 minutos, acido rubeéanico a 0,1% em etanol 70% durante 30
minutos (Ganter & Jollés 1969, 1970). O método baseia-se na formacdo de sabdes de
cobre por reacdo dos acidos graxos livres com o acetato de cobre. Os ions de cobre que
ndo formam ligacGes sdo eliminados por uma lavagem com EDTA e os que formam sao
evidenciados pelo acido rubeénico sob a forma de um precipitado verde escuro.

Laminas semi-permanentes foram montadas com glicerina e laminula e o
material foi observado em microscopio 6ptico de campo claro (Axioplan Zeiss®). Os

testes foram realizados em triplicata.

5.3.6. Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para microscopia eletrbnica de transmissdo foram utilizados os mesmos
procedimentos que para microscopia optica, exceto a ultramicrotomia e a contrastacao.

Foram feitos cortes ultrafinos (aproximadamente 70 nm de espessura) com 0
auxilio do ultramicrotomo (Reichert Ultracuts Leica Instruments®) e faca de diamante
(Diatome®). Estes foram coletados em grades de cobre de 300 mesh. Em seguida, os
cortes foram contrastados com acetato de uranila 5 %, por 40 minutos, e citrato de
chumbo, por 5 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, observados no
microscopio eletrénico de transmissdo (TEM 900 Zeiss®), a uma aceleracdo de
voltagem de 80 KV.

5.4.Anélise da Fragmentacdo do DNA
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Ensaio TUNEL

Para a realizacdo do ensaio TUNEL estipulas foram cortadas em pequenos
fragmentos e fixadas em FAA 50% durante 2 dias, lavadas em etanol 50%, desidratadas
em serie ascendente de etanol e, embebidas em historesina (Historesin Leica
Instruments®). Posteriormente, foram obtidas seccBes transversais e longitudinais do
material, com 3,0 um de espessura, através do micrétomo de mesa CUT 4050 (SLEE
Technik GmbH). O Ensaio TUNEL foi realizado utilizando kit de deteccdo da morte
celular in situ (TMR red, Roche Applied Science), de acordo com as instrugcdes do
fabricante. Resumidamente, as sec¢des foram incubadas com proteinase K (SIGMA)
durante 20 minutos. Logo apoés, a mistura de reacdo do kit TUNEL foi adicionada e as
seccOes incubadas a 37 ° C durante 60 minutos numa camara umida, no escuro. As
seccOes foram lavadas trés vezes em PBS durante 5 minutos e as amostras foram
analisadas por microscopia de fluorescéncia (filtro UV) com microscépio Axioplan
(Zeiss) - comprimento de onda de excitacdo de 520 a 560 nm (maximo a 540 nm);
comprimento de onda de emissdo de 570 a 620 nm (maximo de 580 nm), desta forma
grupos 3'-OH livres nas terminagdes de DNAs fragmentados foram detectados.

Um controle negativo foi realizado sem a adi¢do da solugcdo com a enzima

desoxinucleotidil transferase terminal. Os ensaios foram realizados em triplicata.

6. Resultados

Para a caracterizagdo proposta, as estipulas do apice caulinar foram chamadas de
estipulas do primeiro nd, as estipulas subsequentes de segundo nO e assim
sucessivamente. Para P. tetraphylla foi possivel coletar estipulas do primeiro ao terceiro
no e para P. rudgeoides do primeiro ao quinto no.

Sob estereomicroscépio foi possivel observar que os apices caulinares de P.
tetraphylla estavam cobertos por uma secrec¢do branca leitosa e abundante (Fig. 4 A) e
gue possuiam muitos coléteres (Fig. 4 B) agrupados formando um tridngulo, onde no
centro de aglomeracdo os coléteres ocupavam uma maior extensdo da estipula e na
periferia havia uma gradual diminuicdo (Fig. 4 C, F). Os coléteres do primeiro no
tinham coloracdo branca (Fig. 4 C), caracterizando estruturas jovens, e por vezes
coloracédo castanha apenas no apice da estrutura (Fig. 4 D), caracterizando coléteres no

inicio da senescéncia, que ocorre do apice para a base. No segundo no foi possivel
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observar coléteres jovens e também coléteres com a senescéncia mais acentuada (Fig. 4
E, F). No terceiro nd, foi notavel o avangco do processo de senescéncia com a maioria
dos coléteres apresentando-se castanhos ou enegrecidos, no entanto, alguns coléteres
jovens também foram observados (Fig. 4 G-1). O apice de P. rudgeoides apresentava
secrecdo hialina e escassa (Fig. 5 A). Os coléteres possuiam a mesma distribuicdo
observada no &pice de P. tetraphylla (Fig. 5 B-F). Coléteres do primeiro né tinham
coloracdo amarelada e por vezes coloragdo castanha apenas no apice da estrutura (Fig. 5
B,C). No terceiro, quarto e quinto nos foi possivel observar o0 avango da senescéncia nos

coléteres que se tornam enegrecidos (Fig. 5 D-F).

36



Figura 4: Estereomicroscopia do apice caulinar e dos coléteres de P. tetraphylla. A Apice caulinar coberto de secredo (*) B
Corte transversal do &pice caulinar revelando muitos coléteres (tridngulo) C Coléter do primeiro n6 com coloragdo branca
(tridngulo) D Coléter do primeiro n6 mostrando senescéncia no apice (seta). E, F Coléteres no segundo né6 mostrando avanco da
senescéncia do apice para a base (seta) e coléteres jovens (estrela) G-1 Coléteres do terceiro né enegrecidos, com senescéncia
avancada e outros com coloragdo branca, mostrando-se jovens (estrela). Barras: A-C 1 mm; D 0,25mm; E, I 0,5mm.
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Figura 5: Estereomicroscopia do apice caulinar e dos coléteres de P. rudgeoides. A Apice caulinar com secregdo (*). B, C
Coléteres do primeiro e segundo nds, respectivamente, mostrando senescéncia no apice (seta). D-F Coléteres, terceiro (D), quarto
(E) e quinto (F) n6s mostrando avanco da senescéncia do apice para a base. Barras: A 1 mm; B-F 0,5mm.
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Em microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar a organizacao do
apice caulinar de P. tetraphylla, com primordios foliares circundados por um par de
estipulas repleta de tricomas (uma estipula foi retirada para a melhor visualizacao) e
coléteres cilindriformes emergindo da base das estipulas (Fig. 6 A). Em um detalhe, dos
coléteres presentes no apice caulinar, (ou seja, coléteres de estipulas do primeiro no) é
possivel notar que sua superficie aparenta turgidez (Fig. 6 B). Em estipulas do segundo
e terceiro nos notam-se coléteres com apices enrugados (Fig. 6 C e D) ou
completamente enrugados (Fig. 6 E) e também coléteres com aparéncia turgida (Fig. 6
F), evidenciando que o processo de desenvolvimento, secrecdo e senescéncia ocorrem
em tempos diferentes para coléteres de estipulas do mesmo n6. Na superficie dos
coléteres do segundo e terceiro nos foram notadas protuberancias na parede,
possivelmente relacionadas ao acumulo de secrecdo e processo secretor (Fig. 6 G-1). Os
coléteres de P. rudgeoides apresentaram mudanca gradativa em sua superficie no
decorrer dos nos subsequentes ao contrario de P. tetraphylla, que apresenta coléteres em
diferentes estagios num mesmo n6. Numa vista frontal dos coléteres do primeiro no,
observamos o contorno das células através da cuticula (Fig. 7 A), do segundo ao quarto
no, o acumulo de secrecdo no espaco subcuticular causa distensdo da cuticula em
diferentes graus, gerando abaulamentos na superficie (Fig. 7 B-D). Coléteres do quinto
nd também possuem estes abaulamentos, no entanto, apresentam somente o apice
enrugado ou uma maior parte de sua extensdo (Fig. 7 E). Também foram observados

tricomas tectores ao redor dos coléteres das duas espécies (Fig. 6 E e 7 C).
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Figura 6: Microscopia eletronica de varredura do &pice caulinar e dos coléteres de P. tetraphylla. A Coléteres do primeiro n6
emergindo da base das estipulas B Detalhe dos coléteres da micrografia A, evidenciando sua superficie turgida. C, D Coléteres do
segundo e terceiro nds, respectivamente, com os apices enrugados (estrela). E Coléter do terceiro n6 totalmente enrugado (estrela)
F Coléteres do terceiro né targidos G - | Coléteres com proeminéncias em suas paredes celulares (ponta de seta). C=coléter, S=
secrecdo, St= estipula, P= Primordio foliar, T= Tricomas tectores. Barras: A, C 200um; B, E 50um; D, G 100 pm; F 500 pm; H, |
20 pm.
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Figura 7: Microscopia eletrénica de varredura do apice caulinar e dos coléteres de P. rudgeoides. A Vista frontal dos coléteres do
primeiro nd. Note o contorno das células através da cuticula B, C, D Coléteres do segundo, terceiro e quarto nés, respectivamente,
exibindo distensdo da cuticula causada pelo acimulo de secre¢do no espaco subcuticular (ponta de seta) E Coléter do quinto nd
com o éapice enrugado (estrela). C=coléter, T= tricoma. Barras: A 250um; B 25pum; C 100um; D 50 pm; E 20 um.
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Em microscopia Optica, cortes transversais e longitudinais dos coléteres de P.
tetraphylla revelaram que os coléteres apresentam eixo central parenquimaético,
circundado por um estrato epidérmico em palicada (Fig. 8 A, B, C e E). Coléteres do
primeiro no6 (Fig. 8 A) apresentam células turgidas e sem acimulo de secrecdo nos
espacos intercelulares, o qual se revela em coléteres do segundo e terceiro nos (Fig. 8 B,
C e E). No entanto, é notavel o acimulo de secrecdo ao redor dos coléteres de todos o0s
nos (Fig. 8 A-E) e a vascularizagdo do eixo central (Fig. 8 C, E — G). No segundo no foi
possivel observar coléteres jovens (Fig. 8 B) e também coléteres senescentes (Fig. 8 C),
assim como visto sob estereomicroscopio. Estes apresentavam células totalmente
degradadas. No eixo central dos coléteres de P. tetraphylla foram visualizados inUmeros
cristais estiloides e feixes de réfide (Fig. 8 F, H). Os coléteres de P. rudgeoides também
apresentam organizacdo em eixo central parenquimatico, circundado por um estrato
epidérmico em palicada (Fig. 9 A-F). Coléteres do primeiro né apresentam células
targidas e um ligeiro acumulo de secrecdo nos espacos intercelulares (Fig. 9 A). Este
aumenta em coléteres do segundo n6 que também apresentam secrecdo acumulada no
espaco subcuticular (Fig. 9 B). Foi notavel a presenca de secrecao ao redor dos coléteres
do primeiro e segundo nés (Fig. 9 A e B) e por muitas vezes a presenca de
microrganismos nessa secrecdo (Fig. 9 C). Nesta espécie todos os coléteres do terceiro
nd observados ja se apresentam senescentes, com células do eixo e da epiderme
desorganizadas e com aparente degradacdo citoplasmatica (Fig. 9 D). Este processo
segue nos coléteres dos nds subsequentes (Fig. 9 E e F). A presenca de cristais no eixo
central foi evidente ao realizarmos cortes mais espessos do material (Fig. 9 G) e a
vascularizagdo do eixo central também foi notada em coléteres desta espécie (Fig. 9 H).
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Figura 8: Microscopia Optica dos coléteres de P. tetraphylla. A Corte transversal de um coléter do primeiro n6 evidenciando eixo
central circundado por epiderme em palicada e acimulo de secrecdo B Corte transversal de um coléter do segundo né
evidenciando acimulo de secrecdo nos espacos intercelulares (seta vazia) C Coléter do segundo né exibindo vasculariza¢do no
eixo central D Corte transversal de coléteres do segundo n6, mostrando a epiderme de um coléter jovem (asterisco) e um coléter
senescente (triangulo). E Corte longitudinal de um coléter do terceiro nd evidenciando vascularizagdo na sua base (seta cheia). F
Coléter com elemento de vaso no eixo central (seta) e cristais de rafide (ponta de flecha) G Detalhe dos elementos de vaso do eixo
central de um coléter em microscopia de fluorescéncia H Cristais estiloides sob luz polarizada no eixo central de um coléter. Ep=
Epiderme, Ec= Eixo central S= secrecdo. Barras: A, B, D, E 40 um; C-F, H 20 um; G 10 pm.
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Figura 9: Microscopia dptica dos coléteres de P. rudgeoides. A Corte transversal de um coléter do primeiro n6 evidenciando eixo
central circundado por epiderme em pali¢ada e acimulo de secrecéo tanto no exterior do coléter quanto no espaco intercelular
(ponta de seta) B, C Corte transversal de coléteres do segundo né evidenciando aumento de acimulo de secrecdo nos espagos
intercelulares (ponta de seta) e também no espaco subcuticular (SS) C Note microrganismos na secrecéo que se acumula ao redor
do coléter (seta) D, E, F Corte transversal de coléteres do terceiro, quarto e quinto no, respectivamente com epiderme e eixo
central desorganizados e degradados evidenciando o processo de senescéncia do coléter G Corte longitudinal evidenciando
cristais no eixo central do coléter (ponta de flecha). Note um cristal sob luz polarizada no insert H Corte transversal de um coléter
vascularizado com diversos cristais em seu eixo central (ponta de flecha), note a vascularizacdo (circulo). Ep= Epiderme, Ec=
Eixo central, S= secrec¢do, SS= espac¢o subcuticular. Barras: A, B, D 50u; C, E, F, G, H 20
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Nas analises histoquimicas dos coléteres de P. tetraphylla e P. rudgeoides a
reacdo com o vermelho de Ruténio indicou que a secrecdo € rica em
mucopolissacarideos assim como uma das camadas da parede (Fig. 10 A e 11 A). Teste
com reagente de Nadi (Fig. 10 B e 11 B), Sudan IV (Fig. 10 C e 11 C) e Auramina O.
(dado ndo mostrado) evidenciaram que os coléteres sdo cobertos por cuticula. A reacao
metacromatica do azul de toluidina mostrou que a secre¢do possui compostos basicos,
evidenciados pela coloracdo azul-arroxeada (Fig. 10 D e 11 D). Através do teste com o
azul brilhante de Coomassie, notou-se a presenca de proteinas tanto nas células
parenquimaticas e secretoras, quanto na secrecdo (Fig. 10 E e 11 E). O teste para
compostos fendlicos com o cloreto férrico foi positivo somente em coléteres de P.
tetraphylla (Fig. 10 F). A reacdo com 4&cido rubeéanico (Fig. 10 F) foi negativa para
coléteres jovens (Fig. 11 F) e positiva para coléteres senescentes (Fig. 10 G e 11 G),
mostrando que o acumulo de acidos graxos no tecido s6 acontece nesta fase. A reacao
metacromatica do azul de toluidina em coléteres senescentes evidenciou a mudanc¢a do
carater basico para &cido, com a coloracdo passando do azul-arroxeado ao verde, em

tecidos senescentes (Fig. 10 H).
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Figura 10: Microscopia Optica dos coléteres de P. tetraphylla. Testes histoquimicos. A Teste com vermelho de Ruténio em
coléter jovem evidenciando uma rica camada polissacaridica na parede (seta) e marcagéo na secre¢do (asterisco) B, C Testes com
reagente de Nadi (B) e Sudan IV (C) evidenciando que o coléter é coberto por cuticula (tridngulo) D Coléter jovem corado com
azul de toluidina, evidenciando a presenca de substancias basicas na secre¢cdo E Teste com azul brilhante de Coomassie
evidenciando a presenca de proteinas F-H Testes mostrando o acimulo de compostos fenélicos (F), acidos graxos (G) e
substancias acidas (H) em coléteres senescentes. Ep= Epiderme, Ec= Eixo central S= secrecdo. Barras: A, E, F 20 um; B-D 50
pm; G, H 100 pm.
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Figura 11: Microscopia éptica dos coléteres de P. rudgeoides. Testes histoquimicos. A Teste com vermelho de Ruténio em
coléter jovem evidenciando uma rica camada polissacaridica na parede (seta) e marcacdo na secrecao (asterisco) B, C Testes com
reagente de Nadi (B) e Sudan IV (C) evidenciando que o coléter é coberto por cuticula (triangulo) D Coléter jovem corado com
azul de toluidina, evidenciando a presenca de substancias basicas na secre¢do E Teste com azul brilhante de Coomassie
evidenciando a presenca de proteinas F Teste negativo para acidos graxos em coléteres jovens G Teste positivo para acidos graxos
em coléteres senescentes. Ep= Epiderme, Ec= Eixo central S= secre¢do. Barras: A 50 um; B, D 100 um; C, E, F 20 um; G 200

pm.
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Na ultraestrutura das células secretoras dos coléteres do primeiro n6 de P.
tetraphylla observamos nucleo conspicuo com distin¢do clara entre eucromatina e
heterocromatina e envelope nuclear com aparéncia preservada (Fig. 12 A). O citoplasma
periférico apresentava grande vacuolo, elementos do reticulo endoplasmatico rugoso
dispostos concentricamente (Fig. 12 B), mitocéndrias e plastidios (Fig. 12 C). No
entanto ainda no primeiro nd, algumas celulas apresentavam microrganismos em seu
interior e citoplasma totalmente degradado (Fig. 12 D). No segundo e terceiro nos,
algumas células secretoras apresentavam nucleo com cromatina condensada com
distribuicéo irregular e envelope estruturalmente alterado (Fig. 12 E) caracterizando a
morte celular. Também foi notado acimulo de amiloplastos (Fig. 12 F) e diversas
mitocndrias (Fig. 12 G); entrentanto, a maioria das células secretoras apresentava
microrganismos em seu interior e citoplasma totalmente degradado, no qual ndo era
possivel distinguir organelas, nem mesmo o nucleo (Fig. 12 H, 1). Devido a este fato, a
caracterizacdo do processo de morte celular programada dos coléteres desta espécie nao
foi realizada.

Em P. rudgeoides as células secretoras do primeiro n6 também apresentavam
citoplasma periférico, um grande vacuolo com membrana integra em algumas células
(Fig. 13 A), reticulo endoplasmaético rugoso, complexo de Golgi pouco desenvolvido,
muitas mitocondrias (Fig. 13 B) e um n0cleo conspicuo com distingdo clara entre
eucromatina e heterocromatina e envelope nuclear preservado (Fig. 13 C). Em algumas
células foi possivel notar a presenca de plasmodesmas nas paredes anticlinais (Fig. 13
D). No segundo e terceiro nds, observamos elementos do reticulo endoplasmatico
rugoso préximo ao nucleo e a parede celular (Fig. 13 E), também foi notavel a presenca
de gotas lipidicas (Fig. 13 F) no citoplasma e indmeras mitocondrias agrupadas na
periferia nuclear e no citoplasma (Fig. 13 G, H). Plastidios com contetdo elétron
lucente foram frequentemente observados (Fig. 13 H). A secrecéo foi caracterizada por
conter inimeros microrganismos (Fig. 13 1). No quarto e quinto nds o citoplasma das
células secretoras ja se encontrava degradado, com organelas ndo distinguiveis (Fig. 13
J - L). O ndcleo quando observado apresenta-se disforme e com envoltério nuclear
rompido (Fig. 13 J). Nestes no6s também foram observados microrganismos ocupando o
citoplasma (Fig. 13 K, L).

Em P. rudgeoides foi possivel acompanhar uma gradativa mudanca das
caracteristicas ultraestruturais dos coléteres nos subsequentes nds e observar seu

processo de senescéncia. No entanto para confirmagdo do tipo de morte celular pela
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qual passa as células dos coléteres desta especie foi necessaria a realizacdo do teste
TUNEL, a fim de verificarmos se as células estavam vivas ou mortas durante a
degradacéo citoplasmatica.

O teste TUNEL positivo para os coléteres do primeiro né6 mostrou que estes ja
apresentavam DNA bastante fragmentado (Fig. 14 A-C), e os testes TUNEL negativos
para os coléteres do segundo n6 em diante, mostraram que o DNA ja se encontrava
totalmente degradado nestes nds (Fig. 14 D-L).
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Figura 12: Microscopia eletronica de transmissdo das células secretoras dos coléteres de P. tetraphylla. Células secretoras de
coléteres do primeiro né com: ndcleo conspicuo (A) grande vactolo e reticulo endoplasmatico rugoso (ponta de seta) (B)
plastidios, mitocondrias (C) microorganismo (D). E Célula secretora do segundo né apresentando nucleo com cromatina
condensada com distribuicdo irregular e envelope estruturalmente alterado F Célula secretora do terceiro nd6 com acimulo de
amiloplastos e diversas mitocondrias. G detalhe da micrografia F. H, | Células secretoras do segundo e terceiro nos
respectivamente com microrganismos (*) em seu interior e citoplasma totalmente degradado. A= amiloplasto, Cit= citoplasma,
M= mitocondria, N = ndcleo, P= plastidio, PPE= parede periclinal externa V= vacuolo. Barras: A, B, E, F, | 2um; C 500nm; D,
G 1pym; H 5 pm.
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Figura 13: Microscopia eletrdnica de transmissdo das células secretoras dos coléteres de P. rudgeoides. Células secretoras de
coléteres do primeiro né com: citoplasma periférico e vactolo com membrana integra (ponta de flecha) (A) complexo de Golgi
pouco desenvolvido (seta cheia) e mitocondrias (B) nucleo conspicuo (C) plasmodesmas (seta vazia) (D). Células secretoras do
segundo no com elementos do reticulo endoplasmatico rugoso (E) mitocondrias e gotas lipidicas (F) mitocdndrias agrupadas na
periferia nuclear (G). H célula secretora do terceiro n6 com plastidios, gotas lipidicas e mitocondrias agrupadas no citoplasma |
Secrecdo com indmeros microrganismos (*) J Célula secretora do quarto né com citoplasma degradado e nlcleo disforme com
envoltorio rompido K, L Células secretoras do quarto e quinto nds respectivamente com microrganismos (*) em seu interior e
citoplasma totalmente degradado. Cit= citoplasma, L = gota lipidica, M= mitocondria, N = nucleo, P= plastideo S= secre¢do
Barras: A,D,E,F, H, I, K, L 1um; B 500nm; C, G 2 um; J 2,5 um.
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Figura 14: Microscopia Optica dos coléteres de P. rudgeoides. Ensaio TUNEL. A, B, C Coléter do primeiro né em campo claro,
ensaio TUNEL e controle negativo respectivamente, mostrando nicleos TUNEL positivos em B. D, E, F Coléter do segundo no
em campo claro, ensaio TUNEL e controle negativo respectivamente, mostrando nicleos TUNEL negativos em E. F, G, H
Coléter do terceiro né em campo claro, ensaio TUNEL e controle negativo respectivamente, mostrando ndcleos TUNEL negativos
em H. J, K, L Coléter do quarto né em campo claro, ensaio TUNEL e controle negativo respectivamente, mostrando ndcleos
TUNEL negativos em K. Ep= Epiderme, Ec= Eixo central Barras: A-F - 20um, J-L - 50um.
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7. Discussao

P. rudgeoides e P. tetraphylla apresentam coléteres na superficie adaxial das
estipulas, conforme observado na maioria das espécies de Rubiaceae (Robbrecht 1978,
1983; Dave et al. 1988) como ja reportado para espécies do género Simira (Klein et al.
2004), Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum. (Barreiro & Machado 2007), para espécies do
género Bathysa (Miguel et al. 2010), Palicourea rigida Kunth, Tocoyena formosa
(Cham. & Schltdl.) K. Schum. (Leite 2012), Alseis pickelii (Tullii et al. 2013) e para o
género Psychotria (Miguel et al. 2010; Vitarelii & Santos 2009; Trindade 2013). Os
coléteres das espécies estudadas estdo distribuidos em forma de tridngulo na base das
estipulas. Esta distribuicdo ja foi encontrada na familia (Klein et al. 2004; Tullii et al.
2013). No entanto, este € um caracter variavel. Por exemplo, nas espécies Simira pikia
K. Schum., Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl. e Psychotria suterella Muell. Arg.
0s coléteres se encontram distribuidos em uma linha na base da estipula (Klein et al.
2004; Trindade 2013); em Simira rubra Mart. se distribuem em diversas linhas; em
Psychotria carthagenensis Jacq. formam uma linha na vertical, e em Psychotria
ruelliifolia Cham. & Schitdl. e Psychotria capitata Ruiz & Pav., os coléteres formam
um pequeno grupo na base da estipula (Trindade 2013). Estas variacdes podem ser
utilizadas como uma caracteristica taxonémica em nivel de espécie.

Em relacdo a morfologia, os coléteres também apresentam variagdes, sendo estas
importantes para a sistematica da familia Rubiaceae. Lersten (1974 a, b) descreveu seis
tipos de coléteres em Rubiaceae com base na aparéncia da sua epiderme: “standard”
(padrdo), “intermediate” (intermediario), “dendroid” (dendréide), “brushsimile” (tipo
escova), “reduced” (reduzido), “irregular epidermal cells” (epiderme irregular). O tipo
padrdo é o mais comum, a partir do qual as outras formas parecem derivar (Lersten
1974b).

Os coléteres das espécies estudadas possuem epiderme secretora em palicada e
eixo central parenquimatico, assim como descrito por Thomas (1991) e Da Cunha &
Vieira (2005) e se encaixam anatomicamente no tipo padréo, o que corrobora com 0s
resultados encontrados para diversas espécies da mesma familia (Lersten 1974a;
Thomas & Dave 1990; Klein et al. 2004; Miguel et al. 2006; Vitarelii & Santos 2009;
Trindade 2013). Ademais, na morfologia, o coléter padrdo esquematizado por Lersten
(1974a) possui a porcdo medial ligeiramente mais larga que o apice e a base. Os

coléteres aqui descritos sdo caracterizados por serem mais cilindricos, sendo entéo
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denominados de cilindriformes, nomeclatura ja adotada por Da Cunha (2005), Tullii et
al. (2013) e Trindade (2013).

A presenga do eixo central formado por células parenquimaticas encontrado em
P. tetraphylla e P. rudgeoides sugere que esses coléteres possuam uma origem mista, a
partir da protoderme e do meristema fundamental. Este fato permite concluir que, para
esta espécie, os coléteres ndo devem ser considerados tricomas, como definido por
Solereder (1908), Lersten & Horner (1968) e Fahn (1979), mas sim como emergéncias,
terminologia discutida por Rio et al. (2002), Paiva & Machado (2006) e Klein et al.
(2004). Entretanto, esta caracteristica ndo € universal para o género Palicourea. Leite
(2012) descreveu coléteres constituidos somente por epiderme secretora e que estdo
diretamente situados sobre a estipula em P. rigida. A autora salienta em seu trabalho
que estes coléteres ndo possuem a complexidade das emergéncias, pois nao possuem
parénquima distinto. Tampouco constituem tricomas e propde que 0S mesmos sejam
uma reducdo do coléter, constituindo uma condi¢do derivada. No entanto, a hipotese
necessita de mais estudos.

Os coléteres aqui estudados apresentaram vascularizagdo e cristais em seu eixo
central. Tecido vascular ndo é reportado com frequéncia em coléteres (Woodson &
Moore 1938) e a presenca de vascularizacdo também pode variar entre os diferentes
coléteres de Orgdos vegetativos de uma mesma planta, como ocorre em Prestonia
coalita (Vell.) Woodson (Apocynaceae) (Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000; Rio et
al. 2002). Os autores supracitados inferem que a presenca de vascularizacdo nessas
estruturas secretoras esta relacionada com a proximidade com os tracos vasculares do
6rgdo em que se encontram, e que auséncia de vascularizacdo parece nao influenciar na
funcdo secretora dos coléteres. No entanto, Leite (2012) propBGe que a presenca de
vascularizacdo possa facilitar a distribuicdo de materiais precursores da secrecdo até as
células epidérmicas.

A presenca de cristais no eixo central das espécies estudadas estd em
consonancia com frequentes relatos para coléteres de diversas espécies de Rubiaceae,
particularmente para subfamilia Rubioideae, onde cristais de rafides sdo apontados
como uma caracteristica tipica (Lersten 1974a; Thomas 1991) sendo estes encontrados
nas duas espécies estudadas. Além disso, cristais estiloides também foram observados
em P. tetraphylla, ocupando o mesmo tecido, sendo esta informacgéo relevante em
agrupamentos sistematicos. Uma funcdo comumente associada aos cristais é a defesa

contra herbivoria relacionada as suas propriedades fisicas, como por exemplo, 0
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formato, podendo conferir impalatabilidade aos tecidos que os contém (Ward et al.
1997; Hudgins et al. 2003; Franceschi & Nakata 2005; Korth et al. 2006). Outra funcao
geralmente relatada é relacdo dos cristais com o metabolismo e equilibrio iénico do
calcio e também com a remocéo de acumulos toxicos de oxalatos (Dickison 2000).

A auséncia de poros, canais ou rompimento da cuticula ndo nos permitiu
esclarecer o modo secretor dos coléteres das espécies estudadas. No entanto, varios
indicios sobre esse processo foram observados nas micrografias. Protuberancias de
diversos tamanhos na parede dos coléteres de P. tetraphylla e grandes abaulamentos na
superficie dos coléteres de P. rudgeoides, somadas ao acimulo de secre¢cdo nos espacos
intercelulares das duas espécies, no espaco subcuticular de P. rudgeoides e nos estratos
cuticulares das duas espécies levam-nos a supor que 0 processo secretor ocorra atraves
da parede como resultado da pressdo exercida pelo acimulo de secrecdo (Mohan &
Inandar 1986; Paiva et al. 2001). Paiva (2009) ressalta que o acimulo dos produtos de
secrecao entre a parede e a cuticula parece promover a pressao que permite o fluxo de
secrecdo atravessar a barreira cuticular, provavelmente por rupturas. Assim, a secregdo
poderia ser liberada sem requisitos de energia. No entanto Miguel et. al. (2006) e
Trindade (2013) sugerem que a secrecdo passaria pela parede celular através de
desorganizacdo de suas camadas. No entanto, nas espécies estudadas sdo necessarios
mais estudos para esclarecer o0 processo secretor.

A secrecdo dos coléteres pode ter uma composicdo complexa, no entanto o
carater mucilaginoso é frequentemente reportado. Os coléteres das espécies estudadas
produzem secrecdo rica em mucopolissacarideos acidos, evidenciados pela marcacao
com o vermelho de ruténio, e proteinas, evidenciadas pela marcacdo com o azul de
Coomassie. Lipidios ndo foram detectados. Apesar da presenca de mucopolissacarideos
acidos, a secrecdo ao ser corada com azul de toluidina adquiriu coloracédo
azul/arroxeada, evidenciando seu carater basico. Este resultado pode ser explicado pelo
fato da metacromasia ndo estar ligada a nenhum grupo quimico particular, mas ser
dependente, unicamente, da presenca de elevada densidade de cargas negativas,
alinhadas e espagadas regularmente a superficie das substancias as quais se ligam o
corante.

A composi¢do mucilaginosa da secrecdo € muito importante para a fungédo de
protecdo contra a dessecacdo em células vegetais (Gregory & Bass 1989). A reducédo da
transpiracdo ocorre devido a formacdo de uma malha, ou camada gelatinosa, que o

vapor de 4gua deve atravessar antes de alcangar o meio externo (Gregory & Bass 1989).
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Outra funcdo que pode ser atribuida aos polissacarideos presentes na secrecdo dos
coléteres esta relacionada a protegdo contra patdgenos. J& foi constatado que
polissacarideos pécticos da parede celular vegetal, quando hidrolisados pela acdo de
enzimas dos patogenos, liberam oligossacarideos que, por sua vez, induzem a sintese de
fitoalexinas, as quais atuam na resposta da planta a infeccdo (Silva & Braga 2004).

A presenga de proteinas na secrecdo de coléteres também j& foi detectada por
diversos autores. Estudos como o de Vieira et al. (2006) e Miguel et al. (2006)
ressaltam a importancia dessas moléculas na defesa vegetal. No entanto, o assunto
carece de estudos mais aprofundados.

A deteccdo de compostos fenolicos no tecido foi evidenciada somente em
coléteres senescentes de P. tetraphyla e o acUimulo de é&cidos graxos no tecido
senescente foi evidenciado nos coléteres das duas espécies avaliadas. O aumento no teor
de &cidos graxos livres ja foi preconizado como indicador de senescéncia, associado a
formagdo de superdxidos e radicais hidroxilas (Borges et al. 1992).

A senescéncia dos coléteres das espécies estudadas também foi acompanhada
por mudancas nos caracteres anatdmicos, ultraestruturais e bioquimicos e estes
diferiram entre as espécies. Em P. tetraphylla o0 mesmo nd de estipula apresentava
coléteres jovens e senescentes evidenciados em primeira instancia pela diferenca na sua
coloragdo. Os jovens apresentam-se amarelados e a senescéncia foi ocorrendo de
maneira basipetalar até a estrutura ficar completamente marrom ou enegrecida. Em P.
rudgeoides, os nos de estipulas apresentavam coléteres que aparentavam estar no
mesmo estagio, ou seja, estipulas mais jovens apresentavam somente coléteres jovens e
no decorrer dos nos ocorria gradativamente a senescéncia, também evidenciada
primeiramente pela mudanca na coloracdo. Esta sequéncia de mudanca de coloracao
relacionada a senescéncia dos coléteres foi igualmente encontrada em outras espécies
(Ramayya & Bahadur 1968; Thomas & Dave 1989b; Subramanian et al. 1989; Thomas
1991; Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000; Schwarz & Furlan 2002; Demarco 2005;
Tullii et al. 2013).

Geralmente as células secretoras apresentam citoplasma denso, com abundancia
de mitocondrias e pequenos vacuolos, sendo que a frequéncia de outras organelas varia
de acordo com o material secretado (Fahn 1988). Em P. tetraphylla, coléteres jovens
denotavam turgidez e epiderme e parénquima com aparéncia integra. No entanto, na
ultraestrutura foi possivel observar que um mesmo coléter possuia células integras e

outras com citoplasma completamente degradado. Isto porque diversas células
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apresentavam bactérias em seu interior, 0 que provavelmente levou a degradagédo
citoplasmatica. Mas excetuando-se estas células, as caracteristicas observadas em
coléteres jovens foram citoplasma periférico com grande vactolo, nlcleo conspicuo
com envoltorio integro, reticulo endoplasmatico rugoso, mitocéndrias e muitos
plastidios. Em relacdo as células secretoras de coléteres jovens as diferencas
encontradas em P. rudgeoides foram a presenca de complexo de Golgi pouco
desenvolvido, plasmodesmas, gotas lipidicas no citoplasma e inimeras mitocondrias
agrupadas na periferia nuclear.

O fato das células dos coléteres estudados possuirem citoplasma periférico com
grande vacuolo difere do que é frequentemente relatado e pode ser simplesmente uma
caracteristica das espécies ou um resultado do aumento e posterior fusdo de pequenos
vacuolos que existiam num estagio mais inicial do desenvolvimento e que ndo puderam
ser observados pelo fato de ocorrer muito precocemente nessas estruturas secretoras.
Entretanto, é pouco provavel que essa caracteristica inicial ndo tenha sido observada em
nenhuma amostra para as duas espécies. Além disso, o fato do complexo de Golgi ser
pouco desenvolvido nas células secretoras de P. rudgeoides vai de encontro ao
constante relato desta organela se apresentar hipertrofica em coléteres. A mesma
organela ndo foi observada nas células secretoras de P. tetraphylla nos levando a crer
que é pouco abundante nos coléteres da espécie, sendo isto um fato intrigante, pois a
abundancia de complexo de Golgi na fase secretora de coléteres foi descrita por
diversos autores (Mohan & Inamdar 1986; Klein et al. 2004; Barreiro 2006; Tullii et al.
2013) e estudos mostram a importancia dessa organela na producdo de mucilagem e
proteinas (Dexheimer & Guenin 1981) que sdo compostos encontrados na secrecao dos
coléteres estudados.

Os plasmodesmas observados nos coléteres de P. rudgeoides, podem ter relacéo
com a otimizacdo da conducdo dos produtos de secrecdo entre as células através das
conexdes simplasticas.

O agrupamento de mitocdndrias e reticulo endoplasmatico rugoso perto do
nacleo foi uma caracteristica notavel no citoplasma das células de P. rudgeoides.
Estudos sobre a ultraestrutura de coléteres ressaltam a presenca de grande quantidade de
reticulo endoplasmatico, com localizagéo perinuclear (Dexheimer & Guenin 1981). Esta
localizagdo esta intimamente relacionada ao papel do reticulo na sintese protéica e o
agrupamento de mitocéndrias na mesma regido acredita-se justificar-se pelo alto aporte

de energia requerido na producdo de proteinas, que no caso dos coléteres estudados,
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fazem parte do produto secretado.

Os coléteres senescentes de P. tetraphylla apresentaram superficie enrugada,
epiderme e parénquima degradados. Frequentemente as celulas senescentes
apresentaram nucleo com cromatina condensada com distribuicéo irregular e envelope
estruturalmente alterado caracterizando morte celular, mas que, no entanto, continham
mitocondrias e amiloplastos aparentemente integros. Outras células, porém,
apresentavam degradacgdo citoplasmatica total e microrganismos em seu interior. Estas
caracteristicas divergentes entre as celulas de um mesmo coléter dificultaram a
caracterizacdo do processo de senescéncia nos coléteres dessa espécie e a elucidacdo do
tipo de morte celular programada sofrida por estas células.

Em P. rudgeoides, os coléteres senescentes também apresentaram superficie
enrugada, desorganizacdo das células secretoras e parenquimaticas e degradacdo
citoplasmatica. Essas caracteristicas foram evidentes nos coléteres do quarto e quinto
nds. Até o terceiro nd, as células aparentavam ter nicleo morfologicamente integro. No
entanto, atraves do ensaio TUNEL, observamos que ainda no primeiro n6 o DNA
nuclear se encontrava fragmentado e que nos nés subsequentes ja tinha sido degradado.
Estas caracteristicas também indicam que as células secretoras dos coléteres de P.
rudgeoides sofrem morte celular programada ndo-autolitica pelo fato da célula morrer
precocemente, antes mesmo do inicio da degradacéo citoplasmatica. Tullii et al. (2013)
caracterizaram o mesmo tipo de morte celular programada em coléteres de A. pickelii.
A fragmentacdo do DNA nuclear também foi detectada desde o primeiro né de estipulas
com gradativa diminuicdo da marcacdo do teste TUNEL nos nds subseqiientes e as
caracteristicas ultraestruturais incluiam a retracdo do citoplasma, que ndo era periférico
como nas espécies estudadas, e posterior degradacdo das organelas.

Nos coléteres de P. rudgeoides, por vezes, também observamos microrganismos
ocupando o citoplasma, sendo que para esta espécie, a caracteristica foi exclusiva para
coléteres senescentes. Microrganismos sao frequentemente reportados na secrecdao dos
coléteres, principalmente em plantas encontradas em ambientes com uma microbiota tdo
rica como a Mata Atlantica. No entanto, para as espécies estudadas esses
microrganismos foram detectados também dentro das células secretoras, inclusive em
coléteres jovens na espécie P. tetraphylla. Este fato serviu para despertar nosso interesse

e buscar elucidar esta relacéo, a qual sera abordada no segundo capitulo.
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8. Conclusdes

Os coléteres encontrados na base da superficie adaxial de P. tetraphylla e P.
rudgeoides séo caracterizados anatomicamente por uma epiderme secretora disposta em
palicada e eixo central parenquimatico vascularizado e rico em cristais. Estas estruturas
secretoras sdo classificadas anatomicamente como tipo padrdo, porém
morfologicamente como cilindriformes.

A secrecdo de P. tetraphylla é abundante e possui aparéncia leitosa, ja em P.
rudgeoides a secrecdo é mais escassa e hialina. Apesar da diferenca aparente, os testes
histoquimicos mostraram que ambas as secre¢fes sao mucilaginosas, apresentam carater
basico, presenca de proteinas, auséncia de lipidios e servem de habitat para muitos
microrganismos.

Através das andlises anatdmicas e ultraestruturais foi possivel identificar dois
estagios de desenvolvimento dos coléteres, uma fase jovem e outra fase senescente. Em
P. rudgeoides confirmou-se que as células secretoras dos coléteres sofrem morte celular
programada do tipo ndo-autolitica.

O mecanismo pelo qual a secre¢do deixa as células epidérmicas secretoras dos
coléteres ndo foi elucidado, no entanto, sugere-se que 0 processo ocorra devido a
pressdo exercida pelo acumulo de secrecdo observado. Estudos suplementares que
investiguem o modo pelo qual as secre¢Bes alcancam o0 meio externo, bem como
experiéncias que testem as funcbes que lhes sdo atribuidas, sdo necessarios para o

integral conhecimento dessas estruturas secretoras.
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Capitulo 2

Coléteres estipulares em Palicourea tetraphylla Cham. & Schltdl.
(Rubiaceae): perfil proteico e acdo antifingica da secrecdo e caracterizacao
de bactérias associadas
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9. Introducéo

Coléteres séo estruturas secretoras que exsudam materiais de natureza complexa
tipificados pela abundéncia de polissacarideos mucilaginosos que possuem propriedades
fisicas relacionadas com a retencdo de agua (Thomas & Dave 1980; Inamdar et al.
1986; Mohan & Inamdar 1986; Rio et al. 2002; Mauseth 1988; Gregory & Bass 1989).
Esta caracteristica ressalta a funcdo mais reportada dos coléteres que é o aumento da
protecdo dos tecidos meristematicos e de 6rgdos em desenvolvimento, lubrificando-os e
evitando que sofram com a dessecacdo. No entanto, outras funcdes foram sugeridas para
estruturas secretoras como, defesa contra herbivoria, acdo de patdgenos (Thomas et al.
1989; Thomas & Dave 1989a; Thomas & Dave 1989b; Thomas 1991; Demarco 2005) e
adaptacdo ambiental (Sheue & Yang 2012).

Descrigdes anatdmicas e estudos histoquimicos sobre coléteres fundamentam a
maior parte do conhecimento sobre estas estruturas, mas poucos trabalhos se voltaram
para 0 delineamento de experimentos que analisassem suas diversas fungdes. Quatro
excegOes sdo encontradas nos seguintes trabalhos: Miguel et al. (2006) e Leite (2012)
constataram que as secrecbes dos coléteres de Bathysa nicholsonii K.
Schum.(Rubiaceae), Palicourea rigida Kunth (Rubiaceae) e Tocoyena formosa (Cham.
& Schitdl.) K. Schum. Rubiaceae inibem o crescimento de esporos flngicos; no ensaio
realizado por Curtis & Lersten (1974) em Populus deltoides W. Bartram ex Marshall
(Salicaceae), onde os autores observaram que as larvas do inseto Chrysomela scripta
Fabricius (Coleoptera) evitavam folhas cobertas pela secrecdo resinosa de coléteres
(abordados como glandulas pelos autores); e no estudo realizado por Sheue et al. (2013)
que relacionou a morfologia, anatomia e secrecdo dos coléteres de diversas espécies da
familia Rhizophoraceae a adaptagdo ao ambiente de manguezal.

Sendo assim, os objetivos especificos deste trabalho foram: analisar o perfil
proteico da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla e sua acdo antifungica; isolar e
caracterizar bactérias associadas a esta secrecdo buscando elucidar a relagdo destes

microrganismos com a ecologia da espécie em quest&o.
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10. Materiais e métodos

10.1. Material Botanico

No Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia, RJ) foram coletados 50 apices
caulinares de diversos individuos de P. tetraphylla, o material levado fresco para o
processamento no laboratério. Como controle, para avaliar a presenca de
microrganismos em outros tecidos vegetais, 10 folhas frescas de diferentes individuos

da mesma espécie também foram coletadas.
10.2. Extracgdo e dosagem das proteinas

Para extracdo de proteinas totais da secrecdo do coléter, os apices foram lavados
em tampéao contendo Tris-HCI (pH 8,7) e Triton X-100 (0,1%) e imersos na mesma
solucdo durante 5 minutos (Miguel et al. 2006). Em seguida, a solucéo resultante foi
passada em papel filtro e dialisada a temperatura de 4°C, por dois dias (Klein et. al
2004).

Ap0s a diélise, o material foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio a
90%. Posteriormente, o material foi centrifugado, e o0 sobrenadante descartado para
obtencdo do precipitado, que em seguida, foi solubilizado em agua destilada, dialisado e
liofilizado.

A dosagem de proteinas totais foi feita de acordo com o método de Bradford

(1976), utilizando albumina sérica bovina como padrao.
10.3. Cromatografia de fase reversa em sistema HPLC

O extrato proteico total dos coléteres de P. tetraphylla foi submetido a
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC utilizando coluna C2/C18 acoplada a
uma coluna guarda C8. A cromatografia foi realizada utilizando-se um fluxo de 0,5
ml.minutos™. Para a eluicdo das proteinas da coluna foi utilizado um gradiente de
acetonitrila: 0-10 min, 100 % da solucdo A (TFA 0,1 % contendo acetonitrila 2 %); 10-
80 minutos, 0-100 % da solucdo B (acetonitrila 80 % contendo TFA 0,1 %); 80-85
minutos, 100 % da solugdo B; 85-90 minutos, 100-0 % da solucdo B; e 90-95 minutos,
100 % da solucdo A. A eluigéo dos peptideos foi acompanhada por um detector do tipo
DAD, a uma absorbancia de 200 nm.
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10.4. Eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS

O processo de purificacdo de peptideos dos coléteres de P. tetraphylla foi
realizado pelo método de eletroforese em gel de tricina descrito por Schagger e Von
Jagow (1987), em sistema Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad).

Para acompanhar a massa molecular relativa dos peptideos foi utilizado um
marcador de peptideos de baixas massas moleculares.

Apos a eletroforese, o gel foi submerso em uma solucdo corante de Coomassie
Blue R (Coomassie Blue 0,5%, acido acético 70% e metanol 40% em agua destilada)
durante 30 minutos. Em seguida, o gel foi transferido para uma solucdo descorante
(&cido acético 10% e metanol 30% em agua destilada) para que fosse possivel a
visualizacdo das bandas protéicas. Posteriormente, o gel foi armazenado em éagua

destilada.

10.5. Deteccdo da atividade antifungica do extrato proteico total da

secrecao

Para 0 ensaio da atividade antiflngica do extrato proteico total da secrecdo foi
seguido o protocolo de desenvolvido por Broekaert et al. (1990), com adaptacGes. Em
suma, repiques de Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans e Fusarium oxysporum
foram retirados de culturas mantidas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Microrganismos (UENF) e inoculados em placas de Petri contendo o meio &gar
Saboraud. Apos o crescimento das culturas, 10 ml de solucdo salina estéril (0,15 M)
foram vertidos sobre as placas de Petri e para a liberacdo dos esporos do fungo
filamentoso e das células das leveduras foi utilizada uma alca de Drigalski. Os esporos e
as células extraidas foram quantificados em camara de Neubauer. O material
quantificado foi inoculado em meios liquidos contendo 50 ug/ml e 100 ug/ml do extrato
proteico total da secre¢do. Para determinar o crescimento dos microrganismos, leituras
Opticas foram realizadas em um espectrofotdmetro a 620 nm, no tempo zero e a cada 6h,
por um periodo de 24h para as leveduras e 36h para o fungo filamentoso. Para o
controle, o ensaio foi realizado sem adicéo do extrato proteico total da secre¢cdo. Todo o
ensaio foi conduzido em condicdes estéreis em capela de fluxo laminar e realizado em

triplicata.
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10.6. Analise da morfologia das células e esporos fungicos

Para analisar a morfologia das células e esporos fungicos apds o ensaio da
atividade antifungica do extrato proteico total da secrecdo o material foi observado sob
microscopia eletronica de varredura. Através da adicdo de aliquotas dos meios de
crescimento contendo os fungos e o extrato proteico total da secre¢do a uma solugéo
aquosa composta de glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0 % e tampdo cacodilato de
sodio 0,05 M em pH 7,2, o material foi fixado. O mesmo foi realizado com a amostra
controle.

Apos a fixacdo do material, 0 mesmo foi depositado sobre laminulas cobertas
com polilisina para que as células dos microrganismos ficassem retidas. Em seguida, as
laminulas foram lavadas 3 vezes, por 45 minutos, com tampé&o cacodilato de sodio 0,05
M e desidratadas em série cetbnica: 50 %, 70 %, 90 % e trés vezes 100 % por um
periodo de uma hora em cada etapa. As amostras foram secas pelo método do ponto
critico (CPD 030 Bal-tec®). Posteriormente, as laminulas contendo as células fixadas
foram cobertas com fita adesiva de carbono, em suportes proprios (“stubs”), e
sobreposta uma fina camada de ouro de 20 nm (SCD 050 Bal-tec®). A observacéo e as
eletromicrografias foram obtidas com o uso do microscopio eletrénico de varredura
(DSM 962 Zeiss®), a uma voltagem variando até 25 kV.

10.7. Ensaio de permeabilizacdo da membrana citoplasmatica

fungica

O material foi fixado como descrito anteriormente no tdépico 10.6. Para a
deteccdo da permealibizacdo da membrana citoplasmatica, as amostras foram incubadas
com SYTOX Green por 10 minutos antes de serem colocadas sobre a lamina, e a
observacdo foi feita no microscopio Optico (Axioplan Zeiss®), utilizando luz
fluorescente na faixa de excitacdo de 450 a 490 nm e emissdo maxima na faixa de 523
nm (Thevissen et. al 1999). As micrografias foram obtidas através da camera Cannon
Power Shot 14 mpixel (acoplada ao microscopio) com o auxilio do programa
Axiovision (Zeiss).

O material também foi observado e registrado em campo claro, utilizando o

mesmo microscopio e a mesma camera.
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10.8. Isolamento das bactérias presentes na secrecdo e nos

coléteres de P. tetraphylla

Cerca de 50 Apices caulinares de P. tetraphylla foram lavados com &gua
destilada estéril para a retirada da secrecdo e esta foi armazenada a 4 °C.
Posteriormente, as estipulas foram destacadas e o0s coléteres dissecados. Para a
desinfestacdo superficial dos coléteres, estes foram imersos em etanol 90% por 60
segundos sob agitacao e lavados 3 vezes por 3 minutos com agua destilada estéril. Em
seguida, os coléteres foram imersos em solugdo contendo hipoclorito de sodio a 2,5%
por 15 minutos e lavados 3 vezes por 3 minutos com agua destilada estéril.

Para o isolamento das bactérias foi utilizado o método das diluicdes seriadas.
Para cada 0,1mg de secrecdo foram adicionados 90 ml de solucdo salina (0,85% de
NaCl) e o material foi incubado a 30 °C sob agitagdo de 150 rpm por 60 minutos. Em
sequida, foram feitas diluicdes de 102 a 10”7, tendo-se transferido sucessivamente 1 mL
da suspensdo, de cada diluicdo, para tubos com 9 mL de solugdo salina. De cada uma
das diluicdes, aliquotas de 100uL foram inoculadas em vidros de penicilina com meio
semissolido seletivo para bactérias fixadoras de nitrogénio JNFB (Tabela 2) e LGI
(Tabela 3) (Dobereiner et al. 1995) e incubados em estufa a 30 °C durante 7 dias. Apds
esse periodo, a avaliacdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio foi realizada por meio da
visualizacdo ou ndo da pelicula aerotaxica. Os microrganismos que cresceram neste
meio foram transferidos para placas de Petri contendo o0 meio s6lido DYGS (Tabela 4)
(Baldani 1996). Para os coléteres 0 mesmo foi feito, no entanto eles foram macerados
antes da diluicéo.

Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes seriadas foram plaqueadas em meio solido

DYGS para o crescimento dos microrganismos ndo diazotroficos.

Tabela 2: Composicdo do meio de cultivo INFB - pH 5,8

Componente Concentracao
Acido Malico 5(g.LY
K,HPO, 0,6 (g.L™h
KH,PO, 1,8 (g.L™)

MgS0,4.7H,0 0,2 (g.L™h
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NaCl
CaC|2.2H20

azul de bromotimol (solucéo 0,5% em 0,2N KOH)
FeEDTA (solucéo 1,64%)

solucgéo de vitaminas para meio de cultura

Agar

0,1(g.L™h
0,02 (g.L™Y
5(mL)

4 (mL)

1 (mL)

1,8 (g.Lh

Tabela 3: Composi¢do do meio de cultivo LGI - pH 6,0

Componente Concentracéao
Sacarose 5(g.L™)
K,HPO, 0,2 (g.L ™M
KH;PO, 0,6 (g.L™)
MgS0O,.7H,0 0,2 (g.L ™Y
Na;Mo,.2H,0 0,002 (g.L™Y
CaCl,.2H,0 0,002 (g.L™Y
azul de bromotimol (solucéo 0,5% em 0,2N KOH) 5 (mL)
FeEDTA (solucdo 1,64%) 4 (mL)
solucdo de vitaminas para meio de cultura 1 (mL)
Agar 1,8(g.L?

Tabela 4: Composi¢do do meio de cultivo DYGS solido - pH 6,0

Componente Concentracéo (g.L™)
Glicose 2,0
K,HPO, 0,5
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MgSO47H20 0,5

Extrato de levedura 2,0
Peptona bacteriol6gica 1,5
Acido Glutamico 1,5
Agar 15,0

10.9. Capacidade de solubilizacdo de fosforo, manganés e zinco

Para testar a capacidade das bactérias solubilizarem fosforo, manganés e zinco,
foi utilizado o método do halo translicido, o qual se forma em torno das colbnias
bacterianas. Para tanto, as bactérias foram crescidas em meio liquido DYGS (meio
DYGS solido sem adicdo de agar) (Rodrigues Neto 1986) durante 24 h, a 30 °C, sob
agitacdo de 100 rpm. Apods o crescimento, aliquotas de 10 puL do in6culo bacteriano
foram colocadas em placas de Petri contendo meio de cultura sélido basal (Verma et al.
2001), acrescido de fosfato de calcio terciario (Cas(PO.)sOH) (g.L™*:1.5) e 6xido de
manganés (MnO,) (g.L™:1.0). Para a solubilizacdo de zinco foi utilizado meio sélido
DYGS, acrescido de éxido de zinco (ZnO) (g.L™: 0.5). Em seguida, as placas foram
incubadas a 30°C por 10 dias para verificar a solubilizacdo de fésforo e zinco. Para a
solubilizagdo de manganés as placas foram incubadas a 30°C por 30 dias. Apds esse
periodo, foi possivel selecionar as bactérias capazes de solubilizar macro e

micronutrientes.

10.10. Caracterizacao Molecular
10.10.1. Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi feita para todos os isolados bacterianos
oriundos da secrecdo e dos coléteres a partir de células cultivadas em meio DYGS
liguido (Rodrigues Neto 1986), utilizando o kit de extragdo QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com as instru¢cbes do fabricante. O DNA
extraido foi analisado em gel de agarose 1% e quantificado em fotodocumentador.
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10.10.2. Amplificacdo do gene 16S rRNA

O DNA genbémico de cada isolado bacteriano foi utilizado como molde para
amplificacdo da regido do gene 16S rRNA via PCR (Reacdo da Cadeia da Polimerase),
utilizando iniciadores universais para o dominio Eubacteria “forward” 27F (5’-AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) e 1492R “reverse” (5’-TAC GGYTAC CTT GTT
ACG ACT T-3”) (Pandey et al. 2005).

As reagdes foram realizadas em volume final de 50 pl contendo 20 pmols de
oligonucleotideos, 200 uM de cada ANTP, 1 X tampao da enzima, 2 U da enzima Taq
DNA polimerase (FERMENTAS), 1,5 mM de MgCI2 e 20 ng de DNA molde. A reacédo
de amplificacdo foi realizada em termociclador modelo Veriti-96 well termal cycler
(Applied Biosystems). Apos a amplifica¢do, foram retirados 5 pl do produto de reagdo
de PCR, para avaliacédo por eletroferese em gel de agarose 1,2% corado com Gel Red.

O restante dos produtos amplificados foi precipitado com a adi¢do de 60ul de
isopropanol 100% (MERCK) e 20ul de agua ultrapura autoclavada, vortexado e
incubado por 2 horas a -20 °C. O material foi centrifugado a 14000 rpm por 25 minutos
e, em seguida, o sobrenadante foi descartado. Ao sedimento, foram adicionados 200ul
de etanol 70% (MERCK), centrifugados a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento seco em estufa a 40 °C. Posteriormente, o material foi

ressuspenso em 45ul de agua ultrapura.

10.10.3. Sequenciamento do gene 16S rRNA

O material ressuspenso foi utilizado para a preparacdo da reacdo de
sequenciamento que foi enviado para a empresa ACTGene Analises Moleculares,
utilizandos os iniciadores 27F e 1492R.

As sequéncias obtidas foram comparadas pelo GenBank utilizando o programa
BLAST (Basic Local Alignment Searrch Tool) (Altschul et al. 1997) para nucleotideos,
e confrontados contra a base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology

Information).

10.11. Processamento controle com as folhas de P. tetraphylla

Com o objetivo de observar uma possivel interagdo bacteriana nas folhas de P.

tetraphylla e relacionar esta interacdo com os microrganismos encontrados nos coléteres
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e na secrecgdo, realizamos um processamento controle com as folhas da espécie vegetal
em questéo.

As folhas foram dissecadas e separadas em primeiro nd (par de folhas que ainda
estavam dentro da estipula), segundo e terceiro nos. Parte do material foi fixada e
processada para microscopia optica e eletronica de varredura, assim como descrito nos
itens 5.3.1. a 5.3.4. Outra parte sofreu os mesmos procedimentos de desinfestacao,
isolamento de microrganismos, deteccdo de capacidade de solubilizacdo de minerais e

caracterizacdo molecular descritos nos itens 10.8 a 10.10.

11. Resultados

Detecc¢do da atividade antifungica e perfil proteico da secrecao

A partir dos apices frescos trazidos do campo a secrecdo foi coletada para a
obtencdo do extrato proteico total. Apds a dosagem foram estabelecidas duas
concentragcBes de proteinas para os ensaios antifungicos, 50 e 100 pg/ml, que foram
respectivamente chamadas de tratamentos 1 e 2.

Os ensaios antifungicos com o extrato proteico total da secrecdo em S. cerevisiae
revelaram uma inibicdo no crescimento de cerca de 20% com os dois tratamentos (Fig.
14). Em F. oxysporum a inibi¢do do crescimento foi de aproximadamente 30% para 0s
dois tratamentos (Fig. 15). Em relacdo a C. albicans o resultado foi mais expressivo, 0
tratamento 1 inibiu aproximadamente 40% e o tratamento 2 revelou uma inibicdo do
crescimento de cerca de 70% (Fig. 16).

Os tratamentos também induziram permeabilizacdo da membrana plasmatica,
nas trés espécies de microrganismos, evidenciada pela marcacdo com o corante
fluorescente SYTOX Green (Fig. 17).

Alteracbes morfologicas nas trés espécies de fungos também foram observadas.
Em C. albicans, detectamos aglomeragOes celulares (Fig. 18 B, C); em S. cerevisiae,
diminuicdo no tamanho das células e aglomeracdes celulares com extravazamento de
conteddo (Fig. 18 E, F); e em F. oxysporum hifas com deformidades (Fig. 18 H, I).

A fim de investigarmos o contetdo do extrato proteico da secre¢do o mesmo foi
submetido a purificacdo por HPLC. Foram coletadas 13 fracdes e o perfil eletroforético
das fracGes F2, F10, F12 e F13 revelaram a presenca de um peptideo em cada, com

massa molecular em torno de 6kDA.
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Figura 15: Ensaio de inibi¢do do crescimento das células de S. Cerevisae inoculadas com o
extrato proteico total da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla durante 24h. Trat 1 — células
inoculadas em meio contendo 50 pg/ml de proteinas do extrato proteico total da secre¢do Trat 2
— células inoculadas em meio contendo 100 pg/ml de proteinas do extrato proteico total da

secrecdo Cont — células crescidas em meio livre do extrato proteico total da secrego.
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Figura 16: Ensaio de inibicdo do crescimento de esporos de F. oxysporum inoculados com
extrato proteico total da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla durante 36h. Trat 1 — esporos
inoculados em meio contendo 50 pg/ml de proteinas do extrato proteico total da secre¢do Trat 2
— esporos inoculados em meio contendo 100 pg/ml de proteinas do extrato proteico total da

secre¢do Cont — esporos crescidos em meio livre do extrato proteico total da secrecéo.
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Figura 17: Ensaio de inibicdo do crescimento das células de C. albicans inoculadas com o
extrato proteico total da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla durante 24h. Trat 1 — células
inoculadas em meio contendo 50 pg/ml de proteinas do extrato proteico total da secrecdo Trat 2
— células inoculadas em meio contendo 100 pg/ml de proteinas do extrato proteico total da

secrecdo Cont — células crescidas em meio livre do extrato proteico total da secrecdo.
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Figura 18: Microscopia de fluorescéncia mostrando a permeabilizacdo da membrana em A-C C. albicans D-F S. cerevisiae G-I F. oxysporum. Controle: células incubadas
com SYTOX Green. Tratamento: células tratadas com 100 ug/ml do extrato proteico total da secre¢do e incubadas com SYTOX Green. As setas ressaltam as marcagdes com

SYTOX Green em C. albicans devido as células serem muito pequenas. Barras: A-F 50 um G-I 100 pm.
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extrato proteico total da secrecdo. A-C C. albicans A controle B, C células ap6s o tratamento com aglomeracgéo celular (*). D-F S. cerevisiae D controle E, F células ap6s o
tratamento mostrando diminui¢do no tamanho (E) e aglomeracdo com extravamento de contetdo (ponta de seta) (F). G-1 F. oxysporum G controle H, | hifas ap6s o
tratamento com alteragdes morfoldgicas (setas). Barras: 20 um.
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Figura 20: Cromatografia de fase reversa em sistema HPLC do extrato proteico total dos
coléteres de P. tetraphylla, utilizando coluna C2C18, com fluxo de 0,5mL/min. Fase mével A —
TFA 0,1 % contendo ACN 2 %, B — ACN 80 % contendo TFA 0,1 %.
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Figura 21: Eletroforese em gel de tricina da purificacdo dos peptideos de coléteres de P.
tetraphylla. A e B - M — Marcador de peso molecular, EB — Extrato bruto proteico, F1, F2, F3,
F5, F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12 e F13 — Fracgdes obtidas apds cromatografia de fase
reversa em sistema HPLC do extrato bruto proteico de coléteres de P. tetraphylla.
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Isolamento, identificacdo e caracterizacdo das bactérias presentes na secrecdo, nos

coléteres e nas folhas de P. tetraphylla

Devido a presenca de microrganismos tanto na secre¢do quando no interior das
células secretoras dos coléteres de P. tetraphylla, desde o inicio de seu
desenvolvimento, estes foram cultivados e isolados a fim de elucidar qual tipo de
interacéo poderia estar sendo estabelecida.

A partir da secrecdo de P. tetraphylla foram isoladas 12 bactérias. Dentre esses,
6 isolados apresentaram formacdo de uma pelicula aerotaxica nos dois meios seletivos
utilizados para bactérias fixadoras de nitrogénio (LGl e JNFB). Do macerado dos
coléteres foram isoladas 14 bactérias, sendo que 7 apresentaram formagdo de pelicula
aerotaxica em meios seletivos para bactérias fixadoras de nitrogénio. Do macerado das
folhas foram isoladas 21 bactérias, sendo que 15 apresentaram formacdo de pelicula

aerotaxica (Tabela 2).

Tabela 5: Bactérias isoladas dos coléteres, da secrecdo e das folhas de P. tetraphylla
cultivadas em meios seletivos e ndo seletivo.

Cddigo Diluicao Origem Meio de Cultivo
1 -5 Secre¢do DYGS sdlido

2 -5 Secrecao DYGS solido

3 -6 Secrecao DYGS solido

4 -6 Secre¢do DYGS sdlido

5 -6 Secrecao DYGS solido

6 -6 Secre¢do DYGS sélido

7 -4 Secre¢do JNFB semi-sélido
8 -3 Secrecao JNFB semi-sélido
9 -5 Secre¢do JNFB semi-sélido
10 -3 Secrecao LGI semi-sélido
11 -4 Secregédo LGI semi-sélido
12 -6 Coléter LGI semi-solido
13 -5 Secregédo LGI semi-sélido
14 -5 Coléter JNFB semi-solido
15 -7 Coléter LGI semi-solido
16 -5 Coléter LGI semi-sélido
17 -5 Coléter DYGS solido

18 -6 Coléter DYGS solido

[EEN

(o]
!

(op}

Coléter DYGS s6lido
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

Coléter
Coléter
Coléter
Coléter
Coléter
Coléter
Coléter
Primordio
Primordio
Primordio
Primordio
Primordio
Primordio
Primordio
1°nd

2° no
2°no
2°no
Primordio
1né
Primordio
Primordio
Primordio
Primordio
Primordio
2° no

2° no
Primordio
Primordio
Primordio
2°no

3° no

2° no

2° no

2° n6
2°no
Primordio
1°no

DYGS solido
DYGS solido
DYGS solido
DYGS solido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

NB solido

LGI semi-sélido
JNFB semi-soélido
JNFB semi-sélido
JNFB semi-sélido
JNFB semi-soélido
JNFB semi-sélido
JNFB semi-soélido
JNFB semi-soélido
JNFB semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
LGI semi-sélido
JNFB semi-soélido

Apos o isolamento, 28 bactérias foram selecionadas de forma aleatéria para a

extracdo e sequenciamento do DNA gendmico. Dentre esses, foram identificadas

bactérias pertencentes a 8 géneros (Tabela 3) sendo 9 Burkholderia, 4 Pseudomonas, 2
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Sphingomonas, 1 Bacillus, 1 Novosphingobium, 1 Luteibacter, 1 Enterobacter e 1
Staphylococcus. Além desses géneros, foram possiveis identificar 9 espécies, sendo 4
Staphylococcus warneri, 2 Ralstonia pickettii, 1 Bacillus megaterium, 1 Pseudomonas
palleroniana e 1 Microbacterium ginsengisoli.

As bactérias do género Burkholderia foram detectadas tanto na secre¢cdo quanto
nos coléteres e nas folhas. As do género Pseudomonas, na secrecao e nos coléteres. As
do género Sphingomonas, na secrecdo e nas folhas. A espécie Staphylococcus warneri
foi encontrada em todos os 3 nés de folhas coletados.

Essas 28 bactérias também foram testadas quanto a capacidade de solubilizacéo
de minerais. Dessas, 14 foram capazes de solubilizar fosforo, 8 em solubilizar manganés

e uma em solubilizar zinco (Tabela 3 e Fig. 21).

Tabela 6: Identificacdo das bactérias dos coléteres e da secrecdo de P. tetraphylla com
base nos dados do NCBI e classificacdo quanto a solubilizacdo de fésforo, manganés e
zinco.

Cddigo Origem Organismo Relacionado ! Identidade2 P®> Mn* zn°
1 Secrecdo  Burkholderia sp. 98% - -
2 Secrecdo  Sphingomonas sp. 96% - -
5 Secrecdo  Bacillus megaterium 98% - -
7 Secrecao Pseudomonas sp. 99% + - -
8 Secrecao Pseudomonas sp. 99% + - -
10 Secrecdo  Pseudomonas palleroniana 99% + - -
11 Secrecdo  Novosphingobium sp. 98% - -
17 Coléter Luteibacter sp. 98% - -
18 Coléter Burkholderia sp. 96% - -
19 Coléter Burkholderia sp. 97% - -
21 Coléter Burkholderia sp. 100% - -
22 Coléter Burkholderia sp. 96% - -
23 Coléter Burkholderia sp. 97% -+ F
24 Coléter Pseudomonas sp. 99% + - -
25 Coléter Pseudomonas sp. 99% + - -
26 Coléter Enterobacter sp. 98% + o+ -
27 Primordio  Microbacterium ginsengisoli 97% - f -
29 Primérdio  Staphylococcus warneri 96% - f -

30 Primérdio  Staphylococcus warneri 95% - - -
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33 Primérdio  Ralstonia pickettii 99% + - -

34 1°no Gluconacetobacter sp. 94% - f -
35 2° no Staphylococcus sp. 98% - - -
37 2° no Staphylococcus warneri 97% + - -
43 Primérdio  Burkholderia sp. 93% oot
44 Primérdio  Burkholderia sp. 98% LA A
48 Primordio  Burkholderia sp. 97% + o+ -
54 2°no Sphingomonas sp. 99% - - f
55 2° nd Staphylococcus warneri 98% + - -
57 1°no Ralstonia pickettii 98% - -

10rganismo que possui a sequéncia com a qual a sequéncia parcial do gene 16S rRNA do
isolado de P. tetraphylla apresentou maior similaridade.

2Porcentagem de identidade entre a sequéncia do isolado de P. tetraphylla e a sequéncia do
organismo relacionado.

3Caracterizagdo quanto a solubilizagéo de fésforo

*Caracterizacfo quanto a solubilizacdo de manganés

>Caracterizaco quanto a solubilizacdo de zinco

Cas(PO4);0OH

Figura 22: Caracterizagdo das bactérias isoladas de P. tetraphylla quanto a solubilizacdo de
fésforo (26), manganés (54) e zinco (23). O halo translicido ao redor da colonia denota a
solubilizacdo. Barra: 1 cm
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12. Discussao

Ao longo dos estudos que tratam sobre coléteres diversas foram as funcdes
atribuidas a estes. No entanto, as hip6teses que procuraram esclarecer o papel dessas
estruturas nos vegetais carecem de embasamento experimental. Segundo Sheue (2013)
sd0 necessarias experiéncias especificas, delineadas objetivamente para comprovar ou
ndo estas funcbes e esclarecer os papéis pouco estudados e mal compreendidos dos
coléteres e consequentemente de suas secrec¢des, nos diversos grupos de plantas.

As secregBes dos coléteres sdo geralmente misturas complexas constituidas
essencialmente por metabolitos primarios e/ou secundarios, e em P. tetraphylla foram
detectados polissacarideos mucilaginosos e proteinas, como evidenciado nos testes
histoquimicos do primeiro capitulo. As proteinas nas secre¢des vegetais podem exercer
acdo antimicrobiana e contra herbivoria. Como proteinas que atuam na defesa podem-se
destacar as lectinas, inibidores de proteases serinicas e cisteinicas, polifenoloxidases e
peroxidases (Pinto et al. 2010). Neste trabalho duas concentragdes do extrato proteico
total da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla foram utilizadas em ensaios de inibicao
do crescimento de duas leveduras (C. albicans e S. cerevisiae) e um fungo filamentoso
(F. oxysporum) e excetuando-se o tratamento 1 para F. oxysporum, houve inibicdo em
todos os outros testes. Para C. albicans a inibicdo chegou a 70% com o tratamento 2. A
acdo antifungica da secrecdo de coléteres ja foi testada por Miguel et al. (2006) em
Bathysa nicholsonii K. Schum, onde bioensaios com Fusarium oxysporum,
Colletotrichum musae e Colletotrichum lindemuthianum mostraram diminuicdo no
crescimento desses fungos quando inoculados juntos ao extrato proteico da secrecdo. E
também por Leite (2012) que constatou que as secrecOes de coléteres de P. rigida e T.
formosa inibem significativamente o crescimento de esporos flngicos de Fusarium
solani e Colletotrichum gloeosporioides.

Na secrecdo de B. nicholsonii foi detectada uma mistura de proteinas com
massas moleculares de 66-24 kDa (Miguel et al. 2006) e na secregéo de S. glaziovii
proteinas com massas moleculares 45-14 kDa (Klein et al. 2004) tendo os dois perfis
aparentemente uma proteina em comum com 29 kDa. Em P. tetraphylla o perfil obtido
se mostra diferente denotando quatro peptideos com massa molecular em torno de
6kDA.

Outro trabalho que nos leva a luz da funcdo antimicrobiana dos coléteres é o de
Vieira et al. (2006), onde a partir da secrecdo dos coléteres de S. glaziovii os autores
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purificaram uma [-1,3-glucanase, proteina pertencente a uma familia de enzimas que se
destacam por hidrolisar ligagdes f-1,3 de glucanos, podendo clivar tanto componentes
da parede celular de patdgenos, como componentes endégenos da planta, que podem
agir como eliciadores para a resposta de defesa vegetal.

Neste estudo, além de analisarmos a potencial inibicdo do crescimento de fungos
na presenca do extrato proteico total da secre¢do, também avaliamos o
comprometimento da membrana desses microrganismos através da marcagdo com
SYTOX Green, um corante que possui alta afinidade para acidos nucleicos e penetra em
células apenas quando sua membrana esta danificada. Forte marcacgéo foi observada nas
células dos tratamentos, indicando a inviabilidade das células. Trabalhos sugerem que
uma gama de proteinas e peptideos antimicrobianos desempenham sua atividade através
da permeabilizacdo da membrana plasmatica dos microrganismos, no entanto, pouco se
sabe sobre os possiveis sitios de ligacdo dessas moléculas as estruturas da parede celular
e membrana plasmatica de fungos (Thomma et al. 2002; Thevissen et al. 1999).

Alteracdes na morfologia celular também foram notadas nas 3 espécies de
fungos, apos o tratamento 2 (escolhido para a analise por ter tido resultados mais
significativos). Aglomeracdes celulares, diminuicdo no tamanho das células e
deformacBes morfoldgicas foram detectadas, também indicando uma resposta dessas
células a presenca do extrato proteico e um potencial comprometimento da viabilidade
desses organismos.

Além da consideravel quantidade de secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla ter
nos permitido investigar sua possivel acdo antifungica, a presenca de inumeros
microrganismos tanto na secrecdo quando nas células dos coléteres da espécie nos levou
a estudar outra funcdo sugerida para 0s coléteres, porém sem nenhuma comprovacgéo
experimental anterior, a relacdo da secrecdo ao desenvolvimento de microrganismos
benéficos associados aos vegetais.

Lersten & Horner (1967) observaram bactérias na mucilagem secretada pelos
coléteres de P. bacteriophila que, possivelmente habitariam nodulos na regido dos
estomatos das folhas adultas. Miller et al. (1983) enfatizaram que a mucilagem
secretada por coléteres é essencial ao desenvolvimento de coldnias de bactérias para
posterior infeccdo e formacdo dos nodulos em Psychotria kirkii Hiern. (Rubiaceae),
Klein et al. (2004) também relataram a presenca de microrganismos embebidos na

secrecdo, proximo a parede exterior das células dos coléteres, em S. glaziovi, e S. rubra.
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No entanto nos trabalhos citados os microrganimos ndo foram identificados ou
caracterizados, simplesmente foi relatada sua presenca.

H& vérios efeitos positivos atribuidos a microrganismos que habitam o interior
ou a superficie de plantas como controle bioldgico de pragas e doencas, fixacdo
biolégica de nitrogénio e aumento da disponibilidade de macronutrientes e
micronutrientes que se encontram na forma de compostos que a planta ndo consegue
utilizar (Hallmann 1997; Ddobereiner & Boddey 1981; Kennedy 1999; Downing et al.
2000; Verma et al. 2001; Cocking 2003). Dentre os macronutrientes destaca-se 0
fosforo que esta envolvido em funcgdes bioldgicas basicas como a formacéo de acidos
nucleicos, fosfolipidios e metabolismo energético (Abel et al. 2002; Rausch & Bucher
2002; Schinmann et al. 2004) e é o segundo maior limitante para o crescimento e a
producdo de culturas agricolas (Vance 2001). E dentre os micronutrientes destacam-se 0
magnésio que desempenha importante papel no transporte de elétrons na fotossintese, é
o0 elemento central da molécula de clorofila e ainda co-fator para vérias enzimas-chave
na biossintese dos metabolitos secundarios nas plantas (Burnell 1988) e o zinco que esta
relacionado ao metabolismo de carboidratos, proteinas e fosfatos, além de participar na
formacdo da estrutura das auxinas, RNA e ribossomos (Borket 1989)

Em P. tetraphylla apesar de ndo ter sido observada a formacdo de nodulos,
bactérias foram detectadas na superficie e no interior das folhas da espécie,
microrganismos que possivelmente se abrigaram nos coléteres e usaram secrecao
enguanto a folha ainda estava em desenvolvimento.

Dos 11 géneros de bactérias detectados nas amostras estudadas Burkolderia e
Pseudomonas foram os mais frequentes. Bactérias do género Burkholderia foram as
Unicas detectadas na secrecdo, nos coléteres e nas folhas. Espécies desse género se
destacam por formar nédulos em leguminosas e também se associarem a rizosfera e
tecidos internos de gramineas e por promover o crescimento em plantas pela fixacao
biolégica de nitrogénio e producdo de fitormbnios. Em Rubiaceae, espécies de
Burkholderia formam nddulos bacterianos nas folhas de Psychotria. O estudo dessa
complexa associagdo por Oevelen et. al (2003) em P. kirkii, mostrou que plantas ndo
noduladas revelam alteragBes fenotipicas como malformacdo de folhas e individuos
pouco desenvolvidos, indicando que a presenca do endossimbionte € absolutamente
necessaria para o sucesso do hospedeiro. Em nosso estudo as espécies de Burkolderia
isoladas da secrecdo e dos coléteres ndo expressaram a capacidade de fixar nitrogénio e

as isoladas da folha cresceram em meios seletivos para bactérias que apresentam essa

82



capacidade e apresentaram formacdo de pelicula aerotaxica, além de também serem
capazes de solubilizar manganés. E uma bactéria isolada do coléter também expressou a
capacidade de solubilizar manganés e zinco, mostrando assim seu potencial na
promocdo do crescimento vegetal.

Bactérias do género Pseudomonas sdo capazes de colonizar todas as superficies
das plantas (Espinosa & Urgel 2004) e também sdo encontradas colonizando
endofiticamente varias espécies vegetais (Sessitch et al. 2002; Verma et al. 2001;
Zinniel et al. 2002; Mocali et al. 2003) como visto em folhas de Beta vulgaris L.
(Quenopodiaceae) (Ellis et al. 1999), raizes de espécies de Triticum sp. (Poaceae) e
ramos de Citrus sinensis (L.) Osbeck (Duminelli et al. 2013). Devido a sua ampla
distribuicdo no ambiente e facilidade de cultivo, esse género constitui-se em um dos
grupos bacterianos melhor estudados (Aagot et al. 2001) e estdo entre as principais
bactérias promotoras do crescimento vegetal endofiticas empregadas na agricultura
(Mariano et al. 2004). Em Rubiacae, Pseudomonas syringae pv. garcae & responsavel
por causar a mancha aureolada do cafeeiro (Coffea arabica) (Amaral et al. 1956), uma
das principais doencas que acomete a espécie. Neste estudo todos os isolados de
Pseudomonas foram cultivados em meios seletivos para bactérias fixadoras de
nitrogénio resultando na formacdo de pelicula aerotaxica e também foram capazes de
solubilizar fosforo e apenas um isolado foi identificado em nivel de espécie, a
Pseudomonas palleroniana que foi encontrada na secre¢do dos coléteres. Ngamau et al.
(2012) isolou esta espécie de cultivares de bananas (Musa spp.) e também detectou a
capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico, solubilizacdo de fdsforo, além da
producdo de sideréforos, sugerindo a espécie como potencial biofertilizante microbiano.

No presente trabalho, uma bactéria do género Enterobacter foi isolada dos
coléteres e além de produzir uma notavel pelicula aerotaxica no meio seletivo para
bactérias fixadoras de nitrogénio e ser capaz de solubilizar manganés, nos chamou
atencdo pelo grande halo de solubilizacdo formado na placa com fosfato de calcio
terciario. O género Enterobacter foi encontrado em varias culturas, como por exemplo,
em plantas citricas, batata doce, soja, milho e cana-de-agtcar (Raju 1972; Rennie 1982;
Araujo et al. 2002; Zinniel et al. 2002; Asis & Adachi 2003; Kuklinsky-Sobral et al.
2004;) e muitas foram diazotroficas. Diversas linhagens do género também sdo
consideradas promotoras do crescimento vegetal, pois independentemente de

demonstraram a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, se mostram capazes de
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produzir fitorménios, como o etileno, citocininas, auxina e acido indol-3-acético
(Ruppel 1992; Ferrara 2010) e solubilizar fosfatos (Da Silva 2005; Silva 2012).

Em relagdo ao potencial para fixar nitrogénio ainda foram encontradas as
bactérias Staphylococcus warneri (isolado nimero 57) e Ralstonia pickettii, bactérias
que também foram capazes de solubilizar fosforo. A fixacdo bioldgica de nitrogénio foi
inicialmente descrita em bactérias diazotroficas da rizosfera e do rizoplano de uma
grande variedade de plantas ndo-leguminosas (Dobereiner 1992). Porém evidéncias
recentes mostram que algumas bactérias diazotroficas colonizam o interior da planta e
sdo conhecidas como bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio tendo grande
importancia no desenvolvimento vegetal (Olivares et al. 1996; Reinhold-Hurek et al.
2000; Ureta et al. 1995).

Além do isolado 57, outros trés isolados também foram identificados como
Staphylococcus warneri e possuiram caracteristicas diferentes; o isolado 29 foi capaz de
solubilizar manganés, o isolado 30 ndo foi capaz de solubilizar nenhum nutriente
testado e o isolado 37 foi capaz de solubilizar fésforo, mostrando que provavelmente
sdo diferentes cepas da espécie.

As bactérias podem apresentar diversos efeitos no desenvolvimento da planta
hospedeira (Kuklinsky-Sobral et al. 2004), como incremento no crescimento,
produtividade e defesa contra patdgenos. Para a espécie em questdo a relacdo com esses
microrganismos deve ser mais bem estudada, no entanto nosso estudo consiste na etapa
inicial para tal investigacao.

Além da importancia para a prdpria espécie, na agricultura também existe um
particular interesse na deteccdo da diversidade bacteriana que desempenha funcoes
especificas ou que vive em associacao com plantas. Tais estudos visam também a busca
de maior conhecimento e exploracdo desse grupo de microrganismos em processos

agricolas.

84



13. Conclusodes

O extrato proteico da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla possui peptideos
com massa molecular em torno de 6 kDA.

Os resultados obtidos através do ensaio de inibi¢cdo do crescimento de fungos,
somados ao teste com o corante SYTOX Green e as alteracbes morfoldgicas nas células
fangicas mostram que 0 extrato proteico da secrecdo dos coléteres de P. tetraphylla
compromete o funcionamento da membrana plasméatica dos microrganismos testados,
alterando sua permeabilidade a ions e moléculas orgéanicas.

Das 57 bactérias isoladas a partir da secrecdo, dos coléteres e das folhas de P.
tetraphylla, 28 apresentaram a capacidade de crescer em meio seletivo para bactérias
fixadoras de nitrogénio e apresentaram a formac&o de pelicula aerotaxica mostrando seu
potencial para beneficiar os vegetais.

Dentre as bactérias isoladas, 29 foram identificadas por meio da analise
molecular da regido do gene 16S rRNA e pertenceram a 11 géneros diferentes onde 14
delas apresentaram resultado positivo para solubilizar foésforo, 8 para solubilizar
manganés, e uma para solubilizar zinco, denotando o potencial dessas bactérias para a
promocdo do crescimento vegetal.

Os resultados obtidos no trabalho ressaltam dois papéis descritos para 0S
coléteres e suas secrecdes, a acdo contra fungos e a atracdo e manutencdo de um
ambiente para proliferacdo de organismos benéficos. No entanto, este é um estagio

inicial para a compreensao dessas complexas funcgdes.
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