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Resumo

Os coléteres sdo estruturas secretoras encontradas na face adaxial de diversos
orgaos de diferentes membros de 60 familias de Angiospermae. A presenca,
distribuicdo e forma destas estruturas secretoras na superficie adaxial de 6érgéos
vegetativos pode constituir uma caracteristica relevante para a familia Rubiaceae e
para o género Psychotria. A funcdo biologica da secrecdo produzida pelos coléteres
envolve o aumento da protecdo dos tecidos meristematicos, onde o exsudado
gerado pode auxiliar na protecdo fisica e/ou quimica contra estresses ambientais.
Durante o processo de producdo até a externalizacdo da secrecado os tecidos dos
coléteres sofrem transformacdes bioquimicas e ultraestruturais, sendo estas
caracteristicas importantes a serem analisadas para compreender 0s processos de
funcionamento celular durante seu desenvolvimento. Sendo assim esta pesquisa
teve como objetivos: i) investigar de forma comparativa a distribuicdo e anatomia dos
coléteres presentes nos apices vegetativos de seis espécies de Psychotria (P.
capitata Ruiz & Pav.; P. carthagenensis Jacq.;Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl.;
P. pubigera Schltdl.; P. ruellifolia Mull.Arg.; P. suterella Mull.Arg); ii) Caracterizar
guimicamente a secrecdo; iii) Analisar as mudancas a nivel subcelular durante o
desenvolvimento dos coléteres em P. leiocarpa, P. pubigera e P. suterella; iv)
Investigar os aspectos do transporte de substancias pela parede periclinal externa; e
v) Caracterizar e analisar o processo de senescéncia e morte celular programada
dessas estruturas nas trés espécies citadas acima. Para tanto, apices vegetativos
das seis espécies foram coletados em remanescentes florestais no estado do Rio de
Janeiro e processadas segundo técnicas usuais em microscopia Optica,
histoquimica, microscopia eletrénica de varredura e transmissédo. Os coléteres de
cinco espécies sao caracterizados anatomicamente por uma epiderme secretora em
palicada e eixo central parenquimatico. Ja a espécie P. Suterella apresenta uma
epiderme secretora reduzida. Os coléteres apresentam-se em quatro formas
diferentes e sdo distribuidos em Unica ou mais linhas ou em pequenos grupos na
superficie adaxial das estipulas. Os estagios de desenvolvimento dos coléteres
foram definidos em: estagio secretor inicial e estagio secretor tardio. Nas espécies P.
leiocarpa, P. pubigera e P. suterella também foi possivel caracterizar os dois
estagios de desenvolvimento a nivel subcelular. Entretanto a senescéncia nao foi
bem definida quanto ao nivel subcelular, ja que as células secretoras entram em
processo de morte celular programada enquanto ainda estdo em atividade secretora,
como evidenciado pelo ensaio TUNEL em P. Pubigera e P. leiocarpa. A
caracteristica mucilaginosa da secre¢do demostra que estas estruturas funcionam
na prevencao da dessecac¢do nos tecidos meristeméaticos, bem como, a presenca de
alcaléide na secrecdo sugere que estas estruturas auxiliam também na defesa
contra microorganismos. Os resultados relacionados ao modo de externalizacdo da
secrecdo revelou que os estratos cuticulares da parede periclinal externa se
reorganizam de acordo com a passagem da secrecao e tendem a se acumular no
estrato cuticular.

Palavras-chave: Estrutura secretora. Microscopia. Morte celular programada.
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Abstract

Colleters are secretory structures found on the adaxial surface of the different organs
in different members of 60 families of Angiospermae. The presence, distribution and
shape of these secretory structures on the adaxial surface of vegetative organs may
be an important characteristic for the Rubiaceae family and the Psychotria genus.
The biological function of secretion involves increasing the protection of meristematic
tissues, where the exudate generated by colleter can help protect physical and/or
chemical against environmental stresses. During the process of externalization the
production until the secretion of colleters tissues pass through biochemical and
ultrastructural changes, which are important features to be analyzed to understand
the processes of cellular functions during development. Therefore, this research was
to objectives: i) comparative investigation of the distribution and anatomy of colleter
present in shoot apices of six species of the Psychotria genus; ii) chemically
characterize the secretion; iii) subcelular analyze of changes during the development
of colleters in P. leiocarpa, P. pubigera and P. suterella iv) investigate aspects of
transport of substances by the outer cell wall; and v) characterize and analyze the
senescence process and programmed cell death of these structures in the three
species mentioned above. Therefore, shoot apices of the six species were collected
in Atlantic Forest remnants in the state of Rio de Janeiro and processed by usual
techniques in optical microscopy, including histochemistry, scanning and
transmission electron microscopy. In five species colleters are characterized
anatomically by a palisade secretory epidermis and parenchymatous central axis.
Already the species P. Suterella has a reduced secretory the epidermis. Colleters
present in four different forms and are distributed in one or more lines or small
groups in the adaxial surface of the stipules. Colleters present in four different forms
distributed on one or more lines or triangles adaxial surface of stipules. The
developmental stages of colleters were defined: initial secretory stage and late
secretory stage. In species P. leiocarpa, P. pubigera and P. suterella was also
possible to characterize the two stages of development the subcellular level.
However senescence hasn’t been well defined as the subcellular level, since
secreting cells enter programmed cell death process while still in secretory activity,
as evidenced by TUNEL assay on P. Pubigera and P. leiocarpa. The mucilage
characteristic of the secretion demonstrates that these structures has function to
prevent desiccation meristematic tissue as well as the presence of alkaloid in the
secretion suggests that these structures also assists in defense against
microorganisms. The results related to the externalization mode of secretion revealed
that the cuticular layers of the outer cell wall reorganize themselves according to the
passage of the secretion and tend to accumulate in the cuticle.

Keywords: Secretory structure. Microscopy. Programmed cell death.
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INTRODUCAO

As estruturas secretoras em plantas sédo definidas como uma célula ou grupo
de células capazes de produzir exsudados que podem ser mantidos no interior da
célula secretora ou serem externalizados (Fahn, 1979). Diversos trabalhos relatam
gque muitas destas estruturas podem atuar em processo de defesa das plantas,
especialmente pela acdo dos seus exsudatos (Fahn, 1979; Dickison, 2000; Thomas
et al., 1989; Thomas & Dave, 1989a, b; Thomas, 1991, Klein et al., 2004; Miguel et
al., 2006).

O estudo de estruturas secretoras em plantas vem contribuindo para
diferentes areas da botanica recebendo enfoques ecolégico, funcional, taxonémico e
econdbmico. Por exemplo, dentre as Angiospermae, a secrecdo produzida pelo
estigma € utilizada na hidratagéo e fornecimento de nutrientes para o grao-de-pélen
(Cruden & Lyon, 1985), portanto, essencial para o ciclo de vida da planta. Outro
exemplo € o exsudado produzido por coléteres que foi descrito apresentando
propriedades antifiungicas, compondo um possivel mecanismo de protecdo quimica
para planta (Miguel et al., 2006). A existéncia, a forma e o produto secretado destas
estruturas secretoras, muitas vezes, sdo caracteristicas valiosas em estudos
taxondémicos, subsidiando como ferramenta para futuras analises filogenéticas
(Solereder, 1908; Lersten & Curtis, 1995; Castro et al., 1997; Klein et al., 2004).

Coléteres sdo estruturas secretoras especializadas na producdo de
mucilagens, gomas ou resinas. Estas estruturas estdo localizadas na superficie
adaxial de diferentes 6rgdos vegetativos e/ou reprodutivos e foram primeiramente
chamadas de coléteres por Hanstein (1848 apud Thomas, 1991). A funcéo principal
dos coléteres relaciona-se com a protecdo de meristemas e 0Orgdos em
desenvolvimento, sendo estes lubrificados e protegidos contra dessecacao,
herbivoros e patdgenos (Thomas et al., 1989; Thomas & Dave, 1989a, b; Thomas,
1991). Na familia Rubiaceae, a presenca de estipulas interpeciolares portadoras de
coléteres é uma das caracteristicas vegetativas mais importantes, que a distingue da
maioria das outras familias de sua ordem (Robbrecht, 1988). Nesta familia, os
coléteres também ocorrem em peciolos (Johansson, 1987), célice (Robbrecht, 1987;
Dave et al., 1988), bracteas, bractéolas e corola (Thomas & Dave, 1989c).

Durante os ultimos anos, estudos sobre coléter vém sendo realizados pela

equipe de pesquisa coordenada pela Dra. Maura Da Cunha, principalmente quanto a



caracterizacdo a morfologia, anatomia e ultraestrutura (Klein et al., 2004; Miguel et
al., 2009; Miguel et al., 2010), além de estudos do mecanismo de secrecdo e sua
composicdo (Klein et al., 2004; Miguel et al., 2010; Tullii et al., 2013) e estudos de
mecanismo de defesa da planta (Miguel et al., 2006; Vieira et al., 2006).

Neste sentido esta dissertacdo tem por objetivo descrever os coléteres de
seis espécies do género Psychotria de remanescentes florestais do Estado do Rio
de Janeiro, principalmente quanto a aspectos estruturais e da composi¢cao quimica
de sua secrecdo. Frisando avaliar se as caracteristicas de presenc¢a ou auséncia de
coléteres, da sua distribuicio no 6Orgdo e da sua anatomia poderiam apontar
caracteres que possam ser utilizadas entre espécies de Psychotria e de delimitacdo
da Tribo. Além de avaliar se a senescéncia dos coléteres € dirigida por eventos de

morte celular programada.

FLORESTA ATLANTICA

Os Dominios da Mata Atlantica sdo complexos de ecossistemas de grande
importancia ecoldgica, pois abriga uma parcela significativa da diversidade bioldgica
do Brasil e do mundo (Ribeiro et al., 2009). Por ocupar uma grande extensdo com
area de latitude e longitude muito variada, diferentes tipos de relevo, solo e
condicbes climaticas, esse bioma possui um dos mais altos graus de rigueza de
espécies e taxas de endemismo no planeta, incluindo mais de 20.000 espécies de
plantas (Ribeiro et al., 2009).

No Brasil, esse bioma se estende do Rio Grande do Sul ao Piaui,
apresentando diferentes formas de relevo, paisagens e caracteristicas climaticas
diversas. Ao todo sdo 1.363.000 Km2 de Mata Atlantica, englobando 17 estados
brasileiros, resultando numa area de aproximadamente 16% do territério brasileiro
(Fundacdo SOS Mata Atlantica & Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, 2010).
Entretanto, mesmo com todo esse potencial ecologico e riqueza de espécies o
referido bioma vem sofrendo uma imensa perda de territorio (Ribeiro et al., 2009).

Desde o descobrimento do Brasil a Mata Atlantica foi gradativamente reduzida
por impactos de diferentes ciclos de exploracdo, passando pelo surgimento e
concentracéo das cidades e nucleos industriais, pelas atividades de agricultura e de
pecuaria e pelo aumento da densidade demografica (Rocha & Feldmann, 2006).

Atualmente, os maiores remanescentes deste Bioma estdo localizados em poucas
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areas na Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana e Santa Catarina,
e hoje nédo ultrapassa a marca de 7% do seu total (Fundagdo SOS Mata Atlantica &
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, 2010).

A associacdo entre a destruicdo sofrida no passado e os altos niveis de
riqueza e de endemismo incluiu a Mata Atlantica no cenario mundial como um dos
34 “hotspots” de biodiversidade (Mittermeier et al., 2004). O estado do Rio de
Janeiro abriga uma série de reservas de remanescente florestais, desde Florestas
Ombrdfilas a Matas de Tabuleiros, compondo mais de 80 Unidades de Conservacgao
(Viana, 2007).

Com exemplo destas reservas encontradas no estado, podemos citar o
Parque Nacional do Itatiaia, a Reserva Biologica do Tingud e Reserva Bioldgica da
llha Grande, as quais estdo expostas a diferentes influéncias ambientais, fazendo
com gue esse ecossistema abrigue uma grande diversidade ecoldgica, revelando
em seus dominios uma grande variedade de familias de plantas, dentre elas, a

familia Rubiaceae.

A FAMILIA RUBIACEAE

A familia Rubiaceae, pertencente a ordem Gentianales, possui distribuicdo
cosmopolita concentrada nos trépicos (Robbrecht, 1988), apresentando
aproximadamente, 13.100 espécies dispostas em 611 géneros e representa a maior
familia de plantas lenhosas nos trépicos (Govaerts et al., 2007). Segundo Mabberley
(1997) e Delprete & Jardim (2012), a familia ocupa o quarto lugar em diversidade
entre as Angiospermae, perdendo apenas para as Orchidaceae, Asteraceae e
Fabaceae. Na regido neotropical, as Rubiaceae estdo representadas por 217
géneros e 5.000 espécies (Delprete & Jardim, 2012). No Brasil, a familia
compreende aproximadamente 120 géneros e 2.000 espécies correspondendo a
uma das principais familias de nossa flora e ocorrendo como um importante
elemento em quase todas as formagdes naturais (Souza & Lorenzi, 2008).

Aléem da elevada riqgueza de espécies, a familia Rubiaceae destaca-se por
possuir espécies com valor histérico e econémico como o café (Coffea arabica L.), o
jenipapo (Genipa americana L.) e a quina (Cinchona calisaya Wedd.), que possui o
quinino usado no tratamento da malaria (Govaerts et al., 2007). As espécies sdo, em

sua maioria, arvores de pequeno porte ou arbustos frequentes no subosque (Souza



& Lorenzi, 2008) e pode ser facilmente reconhecida em campo devido as suas folhas
simples, geralmente opostas e pela presenca de estipulas interpeciolares
(Robbrecht, 1988).

Robbrecht (1988) através da utilizacdo de caracteres morfologicos aliados a
dados fitogeogréficos propds a divisdo da familia em quatro subfamilias, porém
estudos mais recentes tém proposto uma nova divisdo em trés subfamilias:
Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae (Rova et al., 2002; Robbrecht e Manen
2006; Bremer e Eriksson, 2009). E embora as caracteristicas morfolégicas sejam
bem definidas quanto a familia, as delimitagbes em nivel das subfamilias, das tribos
e dos géneros tém sido discutidas ndo s6 em razdo da grande riqueza de espécies,
mas também pela auséncia de caracteres morfoldgicos disponiveis para a definicdo
dos grupos (Nepokroeff et al.1999),

A subfamilia Rubioideae € representada por ervas ou arbustos, sendo
caracterizada pela presenca de cristais de rafides, prefloracdo da corola valvar e
indumento de septado (articulado). Esta apresenta distribuicdo mundial e a maioria
das tribos e espécies sdo tropicais ou subtropicais, mas algumas espécies ocorrem
nas regides temperadas (Bremer & Eriksson, 2009). Bremer e Manen (2000)
analisaram 151 géneros e reconheceram 16 tribos, dentre elas a tribo Psychotrieae,
que é formada por aproximadamente 50 géneros, alguns deles com delimitacédo

incerta e controversa, como no caso de do género Psychotria.

O GENERO PSYCHOTRIA L.

O género Psychotria L. € pantropical e subtropical, comumente representado
por arbustos, pequenas arvores e ervas, e raramente por epifitas. Sdo encontrados
nos dois hemisférios e comum no sub-bosque de matas tropicais apresentando
aproximadamente 2.000 espécies (Hamilton, 1990; Taylor, 1996; Davis et al., 2001).

Por apresentar um grande numero de espécies, este género apresenta
dificuldade na delimitagdo de suas fronteiras, sendo motivo de grande controvérsia
entre alguns autores. Libot et al. (1987) relata que esta dificuldade de delimitacao
esta relacionada principalmente com os género Palicourea e Cephaelis. Desde o
primeiro estudo sistematico em Rubiaceae, onde o género Psychotria foi separado
de Palicoureae por Schumann (1981), ainda ndo ha consenso quanto as

caracteristicas mais adequadas na separacdo entre as espécies incluidas nestes



dois géneros, justamente por estes serem considerados morfologicamente muito
semelhantes. Esta dificuldade de delimitagcdo vem provocando muitas mudancas na
classificacdo hierarquica intrafamiliar, como nas tribos, géneros e subgéneros
(Andreasen & Bremer, 2000; Piesschaert et al., 2000).

Baseado em caracteres morfoldgicos e na distribuicdo geografica o género
Psychotria € subdividido em trés subgéneros: Psychotria (pantropical), Tetramerae
(algumas espécies da Africa e Madagascar) e Heteropsychotria (espécies
neotropicais) (Steyermark, 1972; Lopes et al., 2004). Na América do Sul o género
Psychotria compreende dois subgéneros, o subgénero Psychotria, com estipulas
interpeciolares tanto persistentes como deciduas, e frutos vermelhos ou alaranjados
e 0 subgénero Heteropsychotria, com estipulas sempre persistentes, geralmente
unidas ao redor do caule formando um tubo e bilobadas, e os frutos geralmente
azuis ou negros (Taylor et al., 2007).

Espécies dos dois subgéneros sdo facilmente encontradas nos
remanescentes florestais no estado do Rio de Janeiro, e para esta dissertacdo foram
selecionadas as espécies P. leiocarpa Cham. & Schitdl., P. pubigera Mill. Arg. e P.
carthagenensis Jacq., que estdo compreendidas dentro do subgénero Psychotria
(Nepokroeff et al., 1999; Taylor et al., 2007). E as espécies P. suterella Mull. Arg., P.
ruelliifolia (Cham. & Schltdl.) Mull. Arg. e Psychotria capitata Ruiz & Pav., que estao
compreendidas no subgénero Heteropsychotria (Nepokroeff et al., 1999; Taylor et
al., 2007). E como dito anteriormente, os dois subgéneros possuem em comum a
presenca de estipulas interpeciolares, e tal caracteristica vegetativa, em geral, é
marcante para o género e para a familia como um todo, e constitui um importante

papel para identificacdo de espécies no campo.

ESTIPULAS

Estipulas, em muitas familias de dicotiledéneas podem possuir estruturas
capazes de secretar mucilagens, gomas ou resinas (Lersten, 1974a). Em Rubiaceae
as estipulas sdo apéndices presentes aos pares na base do peciolo e, em sua
maioria, sdo fusionados a uma estrutura interpeciolar em ambos os lados do caule
entre as folhas opostas (Robbrecht, 1988) ou possuem uma bainha que une o par de
estipulas (Souza & Souza, 2008). Fahn (1990) reporta que em algumas plantas as

estipulas podem ser verdes parecidas com as folhas, tendo capacidade



fotossintética, mas sua principal funcdo é proteger as folhas jovens em
desenvolvimento.

De acordo com Robbrecht (1988), a presenca de estipulas interpeciolares é
uma das caracteristicas vegetativas mais importantes em Rubiaceae, que a
distingue da maioria das outras familias. Sabe-se que nessa familia a estipula pode
ser decidua ou persistente, recobrindo o apice vegetativo e, quando persistentes as
gemas axilares, oferecendo protecdo na forma de uma barreira fisica aos
meristemas (Fahn, 1990). Fahn (1979) ainda relata a existéncia de estipulas jovens

possuindo estruturas secretoras de mucilagem.

ESTRUTURAS SECRETORAS

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 diferenciagcdo que auxiliam ou otimizam sua atividade secretora
(Carvalho & Recco-Pimentel, 2007). As estruturas secretoras estdo presentes em
diferentes 6rgdos das plantas e sdo caracterizadas por suas distintas formas
(Dickison, 2000).

Em plantas, as estruturas secretoras sdo responsaveis pela producao de
diversas substancias que desempenham fun¢cées como: defesa contra herbivoria e
patégenos, atracdo de polinizadores e adaptacdo ambiental (Esau, 1976; Fahn,
1979; Cutter, 1978). E para o desempenho destas funcdes as estruturas secretoras
sdo especializadas e exibem diferentes graus de complexidade.

De acordo com Fahn (1979), as estruturas secretoras se originam de
diferentes tecidos meristematicos e devem ser classificados principalmente do ponto
de vista funcional. Em estudos realizados por Fahn (1979, 1988) foi organizada uma
listagem dos diferentes tipos de estruturas secretoras de plantas. Neste estudo, o
autor classifica as estruturas secretoras principalmente quanto a sua morfologia e a
composicao quimica da secrecao.

Aléem disso, as estruturas secretoras formam um grupo polifilético, o que
significa dizer que os processos evolutivos levam as diferentes estratégias de
sintese e externalizacdo de exsudados (Fahn, 1979; Laurence et al., 2000). Os

tecidos secretores sofrem transformacdes relativamente rapidas, fazendo com que



sua estrutura tenha morfologia, ultraestrutura, e até mesmo seu contetdo bioquimico
diferenciado em um curto periodo de dias, ou até mesmo horas. Esta caracteristica
torna dificil a caracterizacdo dos diversos tecidos que possuem funcdo secretora
(Fahn, 1979).

Algumas caracteristicas citolégicas comuns as células de tecidos secretores
sdo paredes primarias delgadas, nucleo grande, citoplasma denso, vacuolos
pequenos e numerosas mitocondrias, que evidenciam alta atividade metabdlica
(Fahn, 1979, 1988). Fahn (1979, 1988) ainda relata que a frequéncia de outras
organelas varia de acordo com o material secretado.

Nas células secretoras dos ductos de goma de Lannea coromandelica
(Anacardiaceae), por exemplo, o citoplasma € rico em ribossomos, em reticulo
endoplasmatico rugoso, em mitocondrias, vacuolos, em corpos paramurais e em
gotas lipidicas. Venkaiah (1992) comprovou ainda em seu estudo que em algumas
etapas da diferenciacdo dos ductos resiniferos de L. coromandelica foi encontrado
cisternas de complexo de Golgi.

Os laticiferos encontrados em Chamaesyce thymifolia (Euphorbiaceae), por
sua vez, em células ainda ndo diferenciadas apresentaram um citoplasma denso,
abundancia de mitocbndrias, reticulo endoplasmético rugoso, complexo de Golgi e
pequenos vacuolos, enquanto os laticiferos diferenciados exibiram uma
degeneracdo destas organelas, restando apenas a membrana plasmatica e
particulas de latex (Da Cunha et al., 1998).

Dentre da diversidade de estruturas secretoras existentes, o objeto de estudo
desta dissertacdo € o coléter, um dos diferentes tipos de estruturas secretoras que,
até hoje, € alvo de discussao na literatura sobre o ponto de vista de sua morfologia e

funcéo.

COLETERES

Os coléteres ocorrem em 60 diferentes familias de Angiospermae, estando
presentes em 379 géneros, sendo que a maior presenca foi registrada na familia
Rubiaceae, com 140 géneros, seguida por Apocynaceae, com 41 géneros (Thomas,
1991). Para a distincdo de familias, as variacdes dos coléteres apresentam-se pouco
Uteis, mas em termos de géneros e subgéneros em Rubiaceae, as variagbes como:

a presenca em maior ou menor numero de coléteres no interior da estipula e/ou do



calice; a forma da distribuicdo dos coléteres e sua localizagdo no interior da estipula
e/ou do calice se tornam bastante consistente (Robbrecht, 1988).

No género Simira (Rubiaceae), por exemplo, foram descritos a forma da
distribuicdo dos coléteres na estipula em trés espécies. Para a espécie S. pikia os
coléteres se encontram distribuidos em uma linha na base da estipula, ja para a
espécie de S. rubra os coléteres se encontram distribuidos em diversas linhas na
base da estipula. J& o conjunto dos coléteres de S. glaziovii formam dois triangulos
na base da estipula (Klein et al., 2004), podendo ser estas varia¢des utilizadas como
uma caracteristica taxonémica para as espécies em questao.

O termo coléter € derivado do grego “colla” significando cola, goma,
referindo-se ao exsudato pegajoso produzido por estas estruturas (Thomas & Dave,
1990a). A descricdo que abrange a maior parte dos estudos encontrados,
principalmente em espécies da familia Rubiaceae, é a de que os coléteres séo
constituidos por um eixo central alongado, formado por parénquima fundamental,
circundado por um estrato epidérmico em palicada sendo as células epidérmicas
responsaveis pela secrecao (Thomas, 1991; Da Cunha & Vieira, 1997).

Os coléteres podem apresentar variagbes morfoldégicas sendo estas
importantes para a sistematica da familia. Lersten (1974a, b) descreveu seis tipos de
coléteres em Rubiaceae com base na aparéncia da sua epiderme: “standard”
(padréo), “intermediate” (intermediario), “dendroid” (dendrdéide), “brushlike” (tipo
escova), “reduced” (reduzido), “irregular epidermal cells” (epiderme irregular). O tipo
padrdo é o mais comum e mostra algumas diferencas entre as espécies em
tamanho e em auséncia/presenca de constricdo na base (Robbrecht, 1988).

A classificacdo destas estruturas secretoras em relacdo a morfologia e
anatomia é bem discutida. O uso do termo "coléter”" varia entre diferentes autores
devido ao critério usado ao definir estas estruturas, como morfologia, localizacédo e
natureza quimica da secrecdo (Leitdo & Cortelazzo, 2008). Segundo Mayer e
colaboradores (2011), o termo deve ser empregado levando em consideragao
apenas a composicao e a fungcédo do exsudado. Ja outros autores relatam que uma
estrutura para ser classificada como coléter depende também da anatomia e
ontogénese, devendo ter origem tanto epidérmica quanto subepidérmica (Thomas,
1991; Klein et al., 2004; Miguel et al. 2006).

Outros autores também descrevem as caracteristicas de origem para

coleteres como: Ramayya & Bahadur (1968), que definiram que os coleteres se



desenvolvem a partir de emergéncias, ao demosntrar que em algumas espécies de
Apocynaceae 0s coléteres se originam da epiderme e de camadas de células
subepidérmicas; Horner & Lersten (1968) e Miller et al., (1983), descrevem que para
P. bacteriophila e P. kirkii, respectivamente, os coléteres sdo iniciados nas
protoderme adaxial de estipulas jovens, projetando-se na cavidade formada entre as
estipulas, as folhas e o 4pice caulinar; e Appezzato-da-Gléria & Estelita (2000), em
Mandevilla ilustris (Vell.) Woodson, descrevem que as células epidérmicas se
formam pela divisdo anticlinal das células da protoderme do seu local de origem,
enquanto que as da subprotoderme dividem-se periclinalmente para a formacéo das
células do eixo central.

Estudos sobre a ultraestrutura de coléteres ressaltam a grande quantidade de
reticulo endoplasmatico, com localizacao periférica e perinuclear, e o acumulo de
secrecao entre a membrana plasméatica e a parede das células secretoras (Horner &
Lersten 1968; Dexheimer & Guenin, 1981; Miller et al., 1983). A observacdo de
organelas como plastidio também foi relatada, entretanto sua funcdo nao foi
esclarecida (Klein et al., 2004; Barreiro, 2007). Alguns autores relatam que a
degradacdo de amido dos plastidios tem sido associada com fonte de energia para
0s processos metabdlicos em estruturas glandulares e, provavelmente, fornecem
substrato para a sintese dos precursores dos componentes hidrofilicos da secrecéo
(Durkee et al., 1984; Monteiro et al., 1999).

Apesar de todos os estudos a cerca dessas estruturas secretoras existem,
ainda, algumas persitem davidas e discussdes sobre sua origem, e 0 seu
mecanismo de secrecdo, ou seja, a forma pela qual o exsudato deixa a estrutura
secretora, sendo pouco conhecidos, por exemplo, a passagem da secrecdo pela

parede periclinal externa.

EXSUDADOS E MECANISMOS DE PRODUCAO E LIBERACAO

Os exsudados de plantas s&o classificados de acordo com sua composi¢cao
quimica, e apresentam uma ampla distribuicdo entre as familias de plantas
superiores (Fahn, 1979). Como exemplo, as resinas sao um tipo de mistura de
terpenos, de ésteres e de fendis; o latex € composto de alcaldides, vitaminas,
poliisopropenos, enzimas, lipideos, aminoacidos livres e malato de calcio; as gomas

e mucilagens tém composi¢cdes similares, que constituem em heteropolissacarideos
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complexos e compostos proteicos (Strasburger, 1953). Nos coléteres, a funcao
biolégica da secrecdo envolve o aumento da protecdo dos tecidos meristematicos
(Robbrecht, 1988; Ramayya & Bahadur 1968; Esau, 1974; Klein et al., 2004; Miguel
et al., 2006; Vieira et al., 2006).

O processo de producgéo e secrecao de substancias envolve transformacoes
morfologicas, bioquimicas e 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
comecam a liberar a secrecao para 0 meio externo antes da expansdo foliar, a qual
estdo ligados. Neste estagio, o coléter geralmente possui coloracdo amarelada e o
exsudato € um material pegajoso, o0 qual pode recobrir completamente o apice
caulinar (Thomas, 1991; Klein et al., 2004; Paiva & Machado, 2004; Paiva, 2009;
Tullii et al., 2013). Porém o mecanismo de liberacdo do exsudado na maioria dos
casos nao foi elucidado.

Na literatura foi descrito para P. carthagenensis (Rubiaceae) a ocorréncia de
poros na superficie do coléter, na qual se acredita que seja o canal para a saida da
secrecdo (Vitarelli & Santos, 2009). Outros trabalhos relatam que a externalizacéo
da secrecao ocorre quando a cuticula se rompe e o material é, entado, liberado para
0 espaco extracelular. Warming (1883) relatou esta caracteristica em coléteres da
espécie Rhizophora mangle (Rhizophoraceae); Curtis & Lersten (1974) em glandulas
de resina na espécie Populus deltoides (Salicaceae) e Mohan & Inamdar, (1986) em
nectarios extraflorais na espécie Plumeria rubra (Apocynaceae).

Outra forma pela qual o exsudato do coléter passa pela parede celular e pela
cuticula, quando esta esta presente e ndo se rompe também é descrita pela
literatura, mas ainda ndo elucidado. O trabalho de Durkee et al. (1984) com
Passiflora foetida (Passifloraceae) € um exemplo do ndo rompimento da cuticula na
glandula de resina, porém o0s autores nao conseguiram estabelecer uma forma de
liberacdo do exsudado. O mesmo ocorre para 0s coléteres descritos nas espécies
de Simira glaziovii, S. rubra, S. pikia, Psychotria nuda, Bathysa nicholsonii, B.
gymnocarpa, B. stipulata e Alseis pickelii (Rubiaceae) (Klein et al., 2004; Miguel et
al., 2006, 2009, 2010; Tullii et al., 2013).

Mahlberg e Kim (1992) sugerem que em Cannabis (Cannabaceae) existem
cavidades secretoras na parede externa dos tricomas glandulares, onde as mesmas

servem de saida do exsudato. Miguel et al. (2010) descreve em espécies de Bathysa
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(Rubiaceae) a modificacdo estrutural da parede periclinal externa para a passagem
da secrecdo, porém o processo pelo qual a secrecdo é externalizada nao foi
evidenciado. Segundo Paiva (2006a), o acumulo de secrecdo no espaco
subcuticular nos coléteres Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae) parece promover a
expansdo da cuticula, o que Ihe confere um aspecto frouxo e flacido, demostrando
como esses exsudados podem ser externalizados.

O estudo da secrecdo e das mudancas subcelulares que ocorrem durante o
processo secretor, ou seja, de sintese até a externalizacdo da secrecdo, permite
observar a dindmica do processo de liberacdo da secrecédo tanto da célula secretora
para a parede periclinal externa, quanto a posterior liberagcdo para o meio externo,
além da possibilidade de correlacionar a estrutura com o funcionamento de
determinadas organelas envolvidas na sintese da secrecdo. As modificacdes
estruturais, inclusive na parede celular, ocorridas durante o processo secretor
podem culminar na morte da célula secretora e, posteriormente, a senescéncia da
estrutura secretora. Essa morte se da por um processo organizado denominado de

morte celular programada (Gunawardena et al., 2007).

SENESCENCIA E MORTE CELULAR PROGRAMADA (MCP)

A senescéncia em plantas pode ser observada em varios niveis, desde a
senescéncia de 6rgdos a de células especializadas, e tem sido definida como um

BN

evento regulado geneticamente o qual leva a morte as células, 6érgdos ou
organismos. A senescéncia € acompanhada por mudancas morfologicas e/ou
alteracdes nas propriedades bioquimicas e biofisicas do metabolismo (Streit et al.,
2005).

Na maioria dos casos, 6rgdos e plantas senescentes arepresentam eventos
de morte celular programada (MCP), pelo fato do processo ser geneticamente
determinado, sob o controle de reguladores enddgenos e requerer ativacao
ordenada por genes especificos (Hadfield & Bennett, 1997). Entretanto detalhes de
caracterizacdo citologica e molecular dos eventos que regem tais fendbmenos de
senescéncia e MCP sdo escassos.

No caso de estruturas secretoras, o curto ciclo de vida faz com que as
mudancas estruturais e bioquimicas também ocorram muito rapidas, dificultando o

estudo e compreensédo do processo. No caso especifico de coléteres Thomas &
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Dave (1989b) mostraram que a senescéncia em Allamanda cathartica
(Apocynaceae) € um processo organizado que envolve primeiro a lignificacdo da
epiderme secretora, levando a uma perda da identidade do tecido e
subsequentemente, o eixo central adquire as mesmas caracteristicas.

Tais caracteristicas sdo similares com as observacdes feitas em coléteres de
Gardenia (Rubiaceae) (Dave et al., 1987, 1988), e em outros géneros da familia
Apocynaceae como, Calotropis (Kuriachen & Dave, 1989), e Roupelia (Thomas et
al., 1989). Appezzato-da-gloria & Estelita (2000) também descrevem esta
caracteristica em coléteres de espécies de Mandevilla (Apocynaceae) e relatam que
depois de cessar a sua fungdo secretora, 0s coléteres senecem com uma mudanca
gradual de cor verde para castanho-escuro e esta alteracdo prossegue até a
maturacao foliar.

Em recente trabalho, Miguel et al. (2010) mostraram o processo de morte
celular programada em eventos de senescéncia de coléteres de Bathysa
gymnocarpa K. Schum. e B. stipulata (Vell.) J. Presl. (Miguel et al., 2010), onde a
fase senescente é definida pela morfologia do coléter, mas ndo é bem definida em
nivel subcelular nas células secretoras. Estes autores relatam evidencias que
sugerem que a MCP se inicia na fase secretora, ou seja, durante o processo de
sintese da secrecéo e liberacdo da secrecdo para o meio intercelular. Contudo séo
necessarios mais experimentos para avaliar esse fendmeno.

Para as plantas, Van Doorn e Woltering (2005) primeiramente descreveram
trés tipos de MCP: autofagia, apoptose-like e necrose-like. E foram categorizadas
em relacdo aos trés tipos de MCP estabelecidas pelos tipos morfologicos em
metazoarios. O processo autofagico consiste no maior sistema de degradacéo e
reciclagem em células eucaridticas (Van Doorn & Woltering, 2005). As
caracteristicas morfoldégicas da autofagia incluem vacuolizacdo, degradacdo do
conteuldo citoplasmatico e ligeira condensacdo da cromatina (Bursch, 2001). Deve-
se ressaltar que a autofagia nem sempre leva a morte celular, visto que também
pode levar a reciclagem para manter as funcdes essenciais e homeostase celular
(Rose et al., 2006).

Outro processo de MCP que se inicia em célula vegetal € um processo similar
a morte animal do tipo |, a apoptose. Esse processo tem origem evolutiva bastante
antiga, o que justifica tais similaridades (Reape et al., 2008). A maior parte dos

autores afirma que, em células vegetais, ndo existe o processo de apoptose real, ja
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gue para esse processo € necessario que 0s corpos apoptoéticos sejam degradados
em outras células, o que ndo ocorre em plantas. Uma das suposicdes para este fato
€ gque as paredes celulares espessas de células vegetais impedem a fagocitose (Van
Doorn & Woltering, 2005). Dessa forma, o termo utilizado em células vegetais é
apoptose-like e ndo apoptose (Reape et al., 2008; Reape & McCabe, 2008). O
processo de MCP apoptose-like pode ser deflagrado por inducdo de estresse
abidtico, durante o desenvolvimento celular e pela inducdo de resposta de
hipersensibilidade (Danon et al., 2000).

O processo de MCP necrosis-like, ou MCP néo lissosomal, ainda € pouco
conhecido, mas sabe-se que ndo h& envolvimento de lisossomos como nos outros
casos. O que acontece, aparentemente € a inibicdo das principais vias
biossintéticas, pela desestabilizacdo das membranas, ou por outros modos ainda
nao desvendados (Van Doorn & Woltering 2005). Entretanto, os autores relatam que
de um modo geral os processos de MCP desencadeiam mudancas na ultraestrutura
celular (Van Doorn & Woltering, 2005). As caracteristicas principais relacionadas a
este processo sao retracdo do citoplasma, alteracdo na morfologia nuclear e
posterior clivagem do DNA (Green & Kroemer, 1998; Danon et al., 2000; McCabe &
Leaver, 2000; Van Doorn & Woltering, 2005).

AplOs a caracterizacdo dos trés tipos de MCP em plantas (Van Doorn &
Woltering, 2005), Van Doorn et al. (2011) relatam que apesar da morfologia da MCP
em planta, serem bem caracterizadas em alguns casos, os mecanismos moleculares
gue controlam essa MCP estdo comecando a emergir, gerando ainda confuséo
sobre a classificacdo de MCP em plantas. Neste trabalho, Van Doorn et al. (2011)
sugerem uma nova classificacdo baseada em critérios morfolégicos e de acordo com
essa classificacdo, o uso do termo "apoptose" ndo se justifica em plantas, mas pelo
menos duas classes majoritarias de MCP podem ser distinguidas: a morte celular
vacuolar e a necrose.

Durante a morte celular vacuolar, o contetdo das células é removido por uma
combinagao do processo semelhante de autofagia e liberagdo de hidrolases pelos
vacuolos liticos colapsados. J4 a necrose € caracterizada por ruptura precoce da
membrana plasmatica, o encolhimento do protoplasto e auséncia de caracteristicas
de células vacuolares, ou seja, grande presenca de vacuolos no citoplasma. A morte
celular vacuolar é comum durante a formacéo de tecidos e 6rgédos e de eliminacéo,

engquanto que a necrose é tipicamente encontrada sob estreses abiotico. Van Doorn
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et al. (2011) ainda relatam que alguns exemplos de MCP em planta, ndo podem ser
atribuidos a qualquer uma das classes principais, porque sao classificados como
modalidades distintas. Estas sdo MCP associada com a resposta hipersensitiva (HR)
a agentes patogénicos biotréficos, o que pode manifestar caracteristicas de ambos,
necrose e morte celular vacuolar (Van Doorn et al., 2011).

Van Doorn et al. (2011) ainda relatam que o uso arbitrario, e por vezes,
contraditorios de terminologia tem sido um problema no dominio da investigacdo de
morte celular em planta e no mesmo ano publica um “opinion paper’ sobre as
classes de MCP em plantas comparada com as de animais (Van Doorn, 2011). Van
Doorn (2011) sugere dois tipos de morte celular programada, e relata que em uma
classe de MCP identificado em Van Doorn et al. (2011) foi dado um nome que é
logicamente incorreto. Van Doorn (2011) relata que denominar de “morte celular
vacuolar” é errado, porque como o vacuolo também esta envolvido na MCP
relacionada a HR, que requer proteinas vacuolares, ndo seria correto chamar de
morte ndo vacuolar, sendo assim, cria uma nova classificacdo, denominando em
morte celular autolitica e a ndo autolitica. E relata que a classe de MCP chamada de
“autolitica” por Van Doorn (2011), foi chamada de “morte celular vacuolar” em Van
Doorn et al. (2011) e a classe de MCP “nao autolitica” chamada por Van Doorn
(2011), possui caracteristicas similares a chamada de “necrose” por Van Doorn et al.
(2011).

A classificacdo para identificacdo da MCP em plantas seguida nesta
dissertacdo foi a “autolitica” e “ndo autolitica” (Van Doorn, 2011). Entretanto, a
presente classificacdo de MCP em planta ndo € estatica, e estara sujeita a nova
revisdo, especialmente quando vias bioquimicas especificas forem mais bem

definidas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar comparativamente a anatomia, ultraestrutura e desenvolvimento

de coléteres de seis espécies do género Psychotria (Rubiaceae) de remanescentes

de Floresta Atlantica do Estado do Rio de Janeiro.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever a micromorfologia e anatomia dos coléteres presente em
apices vegetativos das espécies Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl.,
P. pubigera Miull.Arg., P. suterella Mull.Arg., P. ruellifolia Cham. &
Schltdl.; P. capitata Ruiz & Pav. e P. carthagenensis Jacq.;

e |dentificar caracteres anatdmicos de distribuicdo e forma dos coléteres
gue possam auxiliar a delimitacdo das espécies em questao;

e Caracterizar histoquimicamente os coléteres das seis espécies em
guestao;

e Descrever de forma comparativa a ultraestrutura dos coléteres de
Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl.,, P. pubigera Miull.Arg., P.
suterella Mull. Arg.;

e Caracterizar os aspectos morfolégicos e ultraestruturais das células
secretoras caracterizando a senescéncia e o processo de MCP das
espécies de Psychotria leiocarpa Cham. & Schitdl., P. pubigera
Mull.Arg., P. suterella Mull. Arg.
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Capitulo 1

Caracterizacdo anatbmica dos coléteres de espécies do género
Psychotria L. (Rubiaceae): distribuicdo, variacdo morfologica e

composicdo quimica da secrecao
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INTRODUCAO

A subfamilia Rubioideae, pertencente a familia Rubiaceae, compreende 16
tribos, entre elas a tribo Psychotrieae que abriga entre outros, 0s géneros
Psychotria, Palicourea e Rudgea (Robbrecht, 1988; Bremer & Manen, 2000), trés
taxa que apresentam realocagdo de espécies entre si em uma vasta discussdo na
literatura (Taylor, 1989, 1996; Nepokroeff et al., 1999; Taylor et al., 2010, 2011,
Borhidi, 2011).

A delimitacdo do género Psychotria dentro da tribo Psychotriae ndo é
claramente definida, assim como, a delimitacdo dos subgéneros Psychotria e
Heteropsychotria, principalmente quando comparados com os géneros Palicourea e
Cephaelis (Steyermark, 1972; Taylor, 1996; Nepokroeff et al., 1999; Davis et al.,
2001). Estudos recentes no género Psychotria utilizando, por exemplo,
caracteristicas anatbmicas da folha (Moraes et al., 2011a, 2011b) e do lenho
(Marques, 2012) sugerem existir caracteres com potencial para serem utilizados
como diagnosticos para delimitacdo do género e separacdo de espécies. Porém
ainda existe a necessidade de mais estudos identificando tais caracteres para
enriquecer o entendimento deste taxa.

Os dois subgéneros possuem em comum a presenca de estipulas
interpeciolares portadoras de coléter, e tal caracteristica vegetativa, em geral, é
marcante para todo género (Robbrecht, 1988), podendo esta caracteristica
especialmente quando analisada em detalhes constituir uma ferramenta para
caracterizagdo taxonémica. No estado do Rio de Janeiro as espécies P. leiocarpa
Cham. & Schltdl., P. pubigera Mull. Arg. e P. carthagenensis Jacg., que estédo
compreendidas dentro do subgénero Psychotria e as espécies P. suterella Mill. Arg.,
P. ruelliifolia (Cham. & Schitdl.) Mull. Arg. e Psychotria capitata Ruiz & Pav., que
estdo compreendidas no subgénero Heteropsychotria (Nepokroeff et al., 1999;
Taylor et al., 2007) séo facilmente encontradas no estado do Rio de Janeiro.

Sendo assim, o0s objetivos deste trabalho foram caracterizar
comparativamente a morfologia e anatomia dos coléteres ocorrentes nas estipulas
das seis espécies listadas acima, a fim de sugerir dados para contribuir com a
sistematica do género. Bem como, identificar a composi¢cdo quimica da secrecao

dessas estruturas, a fim de sugerir suas funcdes de defesa para planta.
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MATERIAL E METODOS

AREA DE COLETA E MATERIAL BOTANICO

O estudo foi realizado em trés reservas de remanescentes florestais no
Estado do Rio de Janeiro. O Parque Nacional do Itatiaia e a Reserva Biolégica do
Tingua sob licenca do SISBio, n°® 13575-1 e a Reserva Biologica de Ilha Grande sob
licenca do INEA 022/2011.

A Reserva Biologica do Tingua compreende seis municipios do estado do Rio
de Janeiro: Nova Iguacu, Duque de Caxias, Petropolis, Miguel Pereira, Queimados e
Japeri. Sua localizagao esta entre as latitudes 22°22’ e 22°45’ S e longitudes 43°40’
e 43°05’'W. O clima é tropical umido, com temperaturas em média variando entre
15°C a 27°C e a pluviosidade média varia de 1500mm a 2600mm, com regime de
distribuicdo periodica (Ibama, 2006). O Parque Nacional do Itatiaia, localizado no
sudoeste do Estado do Rio de Janeiro, entre as latitudes 22°19' e 22°45' S e
longitudes 44°45' e 44°50" W, com altitudes entre 700 e 2.787 metros sobre o mar. O
clima é mesotérmico com temperatura média anual entre 15°C e 27°C e a
pluviosidade média varia de 1250mm a 1500mm anuais (Santos & Zinkan, 2000). A
Reserva Biolégica de llha Grande esta localizada na Vila Dois Rios, na vertente
sudeste da llha Grande, dentro dos limites do municipio de Angra dos Reis/RJ, entre
as latitudes 23°5’ S e longitudes 23°14° W. O clima é quente e Umido, sem déficit
hidrico, com temperatura média anual de 23°C e com precipitacdo média anual
variando de 1.515mm a 2.200mm (Araujo & Oliveira, 1988).

Apice vegetativo, caulinar ou gema apical esta localizado na extremidade do
eixo principal e dos ramos do sistema caulinar. No apice vegetativo se encontra o
meristema apical caulinar, que além de contribuir para o crescimento em
comprimento (altura) do caule, origina os primérdios foliares (que se diferenciardo
em folhas) e as gemas axilares, que aparecem na axila de cada folha (Appezzato-
da-Gléria & Carmello-Guerreiro, 2006). No caso do género Psychotria, os apices
vegetativos sdo envolvidos por um ou mais pares de estipulas, e na face interna das
estipulas é possivel encontrar os coléteres.

Apices vegetativos de individuos adultos, incluindo as estipulas e o meristema
apical caulinar, das seis espécies foram coletados com auxilio de tesoura de poda.

Exsicatas do material foram depositadas no Herbario UENF na Universidade
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Estadual do Norte Fluminense sob os numeros de registro H5969 — P. suterella;
H5976 — P. pubigera; H5977 — P. leiocarpa; H5978 — P. ruelliifolia; H5979 — P.
capitata; e no Herbario da Faculdade de Formacdo de Professores (UERJ/S&o
Gongalo) sob o numero de registro 12807 — P. carthagenensis.

PREPARO DE AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA

Apices vegetativos inteiros foram fixados em uma solucdo aquosa contendo
glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4,0 % e tamp&o cacodilato de sédio 0,05M em pH
7,2, a temperatura ambiente nos locais de coleta. Posteriormente, as estipulas foram
dissecadas com auxilio de bisturis e pincas.

Para microscopia eletronica de varredura, fragmentos das estipulas que
continham coléteres, foram lavados trés vezes, por 45 minutos, com 0 mesmo
tampdo. Em seguida, as amostras foram pdés-fixadas por uma hora em uma solucdo
de tetroxido de Osmio 1% em tamp&o cacodilato de sédio 0,05M em pH 7,2, a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavadas novamente com o mesmo
tampéo e desidratadas em série cetdnica: 50 %, 70 %, 90 % e trés vezes 100% por
uma hora em cada etapa. Em seguida, as amostras foram secas pelo método do
ponto critico (CPD030 Bal-tec). Os fragmentos das estipulas e dos apices caulinares
contendo coléteres foram afixados com fita adesiva de carbono e cola de prata em
suportes de aluminio, cobertos com uma fina camada de ouro (SCD 050 Bal-tec) e
observados em microscopio eletrénico de varredura (DSEM962 e EVO40 ZEIS).

Para a microscopia Optica, as amostras de fragmentos das estipulas que
continham coléteres foram fixadas, pés-fixadas e desidratadas em série cetdnica
como descrito anteriormente. Entdo, os fragmentos foram infiltrados com resina
epoxi (Epon®) utilizando série crescente de resina em acetona. A polimerizacdo da
resina foi realizada a 60°C em estufa de circulacdo fechada. ApGs a polimerizacéo
da resina, foram feitos cortes semifinos (0,5-0,6um de espessura) em ultramicrétomo
(Reichert Ultracuts®) com auxilio de faca de diamante (Diatome®). As seccbes
foram dispostas em laminas, coradas com azul de toluidina, e montadas com
Entellan®.

Para a ontogénese dos coléteres, apices caulinares de P. pubigera, P.
leiocarpa, P. suterella foram submetidos a duas etapas de infiltragcdo em Xilol por

uma hora cada e, a seguir, a trés etapas de banho de parafina por uma hora cada,
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realizado pelo processador de tecido automatico (Leica TP 1020). Posteriormente,
as amostras foram incluidas em parafina com auxilio do equipamento de inclusdo de
parafina (Leica EG 1150H) e depois foram obtidas seccbOes transversais e
longitudinais do material, (3-6um de espessura), através do microtomo de rotacao
(Leica RM2145) As amostras foram colhidas e submetidas a trés lavagens em Xilol
por dois minutos cada, quatro lavagens em alcool (duas vezes 100%, uma vez 95%
e uma vez 70%) com duracdo de um minuto cada lavagem, uma lavagem em agua
corrente por um minuto e uma lavagem em agua deionizada por um minuto. As
seccOes dispostas em laminas foram coradas com coloragéo dupla de hematoxilina
e eosina e colocadas em estufa a 60°C para secagem e, posteriormente, lavadas
trés vezes em xilol por dois minutos cada lavagem e montadas com Entellan®.

A observacéo foi realizada em microscépio éptico de campo claro (Axioplan
ZEISS). As imagens foram obtidas através da camera Cannon Power Shot 14 mpixel

acoplada ao microscépio, com o auxilio do programa Axiovision (Zeiss).

TESTES HISTOQUIMICOS

Amostras foram desidratadas em série alcodlica: 50 %, 70 %, 90 % e trés
vezes 100% por uma hora em cada etapa. Posteriormente infiltradas em historesina
(Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha) utilizando série crescente de
resina em alcool etilico. A polimerizacdo da resina foi realizada em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram obtidas secc¢Oes transversais e longitudinais do
material, (3,0-6,0 um de espessura), através do microtomo de rotagao (Leica
RM2255) As seccdes foram dispostas em laminas e submetidas a diferentes
reagentes segundo técnicas usuais de anatomia vegetal (Kraus & Arduin, 1997,
Ascensdao, 2003), afim de, evidenciar grupos quimicos presentes na secrecao e nas
células que compdem os coléteres.

Para a identificacdo dos alcaldides foi utilizado o reagente de Dragendorff
(Svendsen & Verpoorte, 1983) e a presenca destes compostos foi detectada pela
coloracdo castanho-avermelhado. Para deteccdo de amido foi utilizado Lugol
(Johansen, 1940), identificado através da reacdo que provoca uma coloragéao
marrom/roxo. Para deteccédo de lipidios totais foram feitos testes com Sudan IV 0,03
% (Pearse, 1980). A presenca destes compostos foi detectada pela coloragéo

laranja/vermelho. Para a identificacdo de proteinas totais foi utilizado Azul de
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Comassié (Fischer, 1968), o qual revela presenca da proteina pela coloracdo azul.
Para deteccdo de taninos foi utilizado Vanilina Cloridrica (Mace et al., 1974). A
presenca destes compostos foi evidenciada em vermelho. Para a identificacdo dos
compostos fendlicos foi utilizado Cloreto Férrico (Johansen, 1940), evidenciando
uma reacdo que provoca coloracdo marron/preto. Para revelacdo compostos
pécticos e mucopolissacarideos, os cortes foram submetidos a uma solucao aquosa
de vermelho de Ruténio 0,02 % por (Chamberleim, 1932). A presenca destes
compostos foi detectada pela coloracdo vermelha/rosea. Para detectar a ocorréncia
de substancias acidas e bésicas, os cortes foram submetidos solu¢cdo aquosa de
azul de toluidina a 0,05% (O’Brien et al., 1964). Através da reacdo de metacromasia
revelada pelo corante, os compostos acidos adquirem uma coloracédo azul clara e
tons de verde e os compostos basicos adquirem uma coloracdo roxa/azul escura.
Para a identificacdo de polissacarideos foi utilizado o reagente de Schiff (McManus,
1948). A presenca destes compostos foi detectada pela coloracdo résea. Para
deteccdo da presenca de cuticula, os cortes foram submetidos ao reagente
Auramina O 0,01% por 5 minutos no escuro (Heslop-Harrison & Knox, 1981). A
presenca da cuticula foi observada em microscopia de fluorescéncia (filtro:
excitacdo, 470 a 490nm e emissdo, 515 a 565nm). Para a identificacdo de acidos
graxos foi utilizado o Acetato de Cobre/Acido Rubeéanico (Ganter e Jollés, 1969). A
deteccdo deste composto foi evidenciada pela coloracdo verde escuro. Para
identificacdo da natureza quimica dos cristais, cortes foram submetidos a acidos
cloridrico 10%, nitrico 10% e acético glacial. A detec¢do da composicdo de oxalato
de calcio foi observada pela dissolucdo dos cristais, sem notar a efervescéncia
(Kraus & Arduin, 1997).

RESULTADOS

MORFOLOGIA, LOCALIZACAO E DISTRIBUICAO DOS COLETERES

Os apices vegetativos das espécies estudadas sao revestidos externamente
por um par de estipulas persistentes (figs. 1-6), na qual se encontram os coléteres
ancorados na base das mesmas. Na espécie P. carthagenensis a estipula é inteira
com apice arredondado (fig. 1). Nas espécies P. leiocarpa, P. pubigera, P. suterella,
P. capitata e P. ruelliifolia cada estipula que compde o par formam duas cerdas
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aciculares (figs. 2-6). Quando seccionados transversalmente, o apice vegetativo
revela o primérdio foliar envolvido por outro par de estipulas (fig. 7). Em ambas as
estipulas, ou seja, mesmo na mais externa quanto na mais interna, os coléteres
estdo em diferentes estagios de desenvolvimentos (fig. 8).

Os estagios de desenvolvimento podem ser identificados pela coloragdo do
coléter ao longo do desenvolvimento, podendo variar de leitoso a marrom, sendo
esta uma das caracteristicas para definicdo de dois estagios de desenvolvimento:
estagio secretor inicial e estagio secretor tardio. No estagio secretor inicial, os
coléteres possuem coloracao leitosa e amarelada e ao longo do desenvolvimento
possuem coloracdo parda e marrom, sendo esta coloracdo iniciada no 4pice do
coléter, sugerindo a sua senescéncia (fig. 8).

Quanto a forma da distribuicdo dos coléteres no interior da estipula, nas
espécies P. leiocarpa e P. suterella, os coléteres sao distribuidos em uma unica
linha horizontal na base da estipula (fig. 9), enquanto em P. pubigera formam de
duas a trés linhas horizontais na base da estipula (fig. 10). J& em P. carthagenensis,
os coléteres formam uma linha na vertical (fig. 11) e em P. ruelliifolia e P. capitata os
coléteres formam um pequeno grupo na base da estipula (figs. 12, 13). Em todas as
espécies foram observados tricomas tectores entre os coléteres (figs. 11-13).
Cristais de oxalato de calcio do tipo estiloide e feixe de rafide foram encontrados nas
células parenquimaticas no eixo central dos coléteres (figs. 14, 15).

A superficie dos coléteres ndo apresenta ornamentacdo no decorrer de seu
desenvolvimento. No estagio inicial de desenvolvimento a superficie dos coléteres é
lisa, contudo, ao longo do desenvolvimento essa estrutura se torna irregular, pela
formacdo de bolsas com acumulos de secrecao no interior do coléter (figs. 16, 17). A
secrecdo também foi observada na superficie dos coléteres, além de
microrganismos tanto na secre¢do quanto na superficie dos coléteres (figs. 18).

A secrecdo possui carater higroscopio, se tornando viscosa quando Umida e
cristalizada quando seca. Esta secrecdo apresenta coloracdo parda para as
espécies P. leiocarpa e P. carthagenensis, enquanto em P. pubigera, a coloracéo é
amarelada. Ja em P. suterella, P. ruelliifolia e P. capitata, a secre¢cdo ndo apresenta
coloragéo.

O resumo das caracteristicas esta exposto na tabela 1.
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HISTOLOGIA DOS COLETERES

Inicialmente os coléteres se formam por projecdes da epiderme da estipula,
onde as ceélulas que constituem a epiderme em palicada dos coléteres sdo de
origem protodérmica formando apenas uma camada de células responsaveis pela
secrecdo, como demostrado em P. pubigera (figs. 19-24). As células
parenquimaticas do eixo central do coléter sdo de origem do meristema
fundamental, sendo a descricdo acima confirmada pela ontogenia em cortes
seriados em P. pubigera, P. leiocarpa, P. suterella. Entretanto, has demais espécies
estudadas foram observadas que os tecidos que constituem os coléteres também
sao de origem mista, mas nao foram confirmados por ontogénese.

Os coléteres das espécies estudadas possuem estrutura anatébmica similar,
consistindo em um eixo central alongado de células parenquimaticas levemente
irregulares, circundado por um extrato epidérmico de células palicadas revestido por
uma cuticula (figs. 25, 26, 30-32). Em P. suterella as células epidérmicas sao
reduzidas, sendo caracterizada como epiderme reduzida (fig. 29). As células
epidérmicas apresentam citoplasma denso e sdo alongadas transversalmente com
pouco espaco intercelular (figs. 25, 26, 31), exceto em P. suterella, onde estas
células apresentam citoplasma pouco denso (fig. 29). As células parenquimaticas
apresentam pouco espaco intercelular (fig. 26), e o citoplasma €& pouco denso,
apresentando vacuolos com acumulo de substancia ao longo de seu
desenvolvimento (fig. 26). Foi observado constricdo na base dos coléteres em todas
as espécies, como observado em P. suterella (fig. 29). Apenas nas espécies P.
leiocarpa e P. capitata foram observados trago vascular no eixo central (fig. 31).

O resumo das caracteristicas esta exposto na tabela 1.

TIPO DE COLETER

Os coléteres das espécies estudadas variam quanto a sua morfologia e
anatomia (figs. 10, 13, 29, 33). Neste sentido, foram identificados, definidos e
classificados quatro tipos de coléteres distinguidos com base na morfologia e na
anatomia das células secretoras.

Tipo cilindriforme - Coléteres do tipo cilindriforme foram encontrados na

maioria das espécies, sao elas: P. leiocarpa, P. pubigera, P. carthagenensis e P.
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ruelliifolia. Possuem formato cilindrico, com apice arredondado e uniforme na largura
ao longo do corpo até a base, diferindo em comprimento e em largura entre as
espécies (figs. 10-12). As células parenquimaticas séo cilindricas e alongadas
longitudinalmente, variando de trés a cinco camadas e com citoplasma pouco denso.
A epiderme € uniestratificada disposta em palicada e possuem citoplasma denso
(figs. 25, 26).

Tipo filiforme-like - Este tipo foi encontrado somente na espécie P. capitata.
Os coléteres possuem o corpo fino e alongado, com apice terminado em ponta
aguda (fig. 13) As caracteristicas anatdmicas sdo similares as do tipo cilindriforme
descritas anteriormente (fig. 30).

Tipo reduzido - Os coléteres do tipo reduzido foram encontrados somente na
espécie P. suterella. Essas estruturas séo cilindricas, com apice arredondado (fig.
9). As células parenquimaticas sdo alongadas longitudinalmente, variando de duas a
trés camadas e apresentam citoplasma pouco denso. A epiderme uniestratificada é
disposta uma ao lado da outra com células reduzidas e com citoplasma pouco denso
(fig. 29).

Tipo ramificado - Este tipo foi observado em duas espécies. Em P. ruelliifolia
as caracteristicas morfologicas e anatdbmicas sdo similares ao tipo cilindriforme,
diferindo apenas na ramificacdo do corpo do coléter. A metade apical é totalmente
livre, com a organizacdo anatdmica igual ao tipo cilindriforme (fig. 32). Na metade
basal do coléter é possivel observar a unido das células parenquimaticas e
posteriormente das células palicadas, formando um anico coléter (figs. 32-34). Em P.
suterella as caracteristicas anatdbmicas sdo similares ao tipo reduzido, diferindo
apenas pela ramificacao (figs. 27, 28).

O resumo das caracteristicas esta exposto na tabela 1.

HISTOQUIMICA

Os testes histoquimicos revelaram carater misto da secre¢cdo, com
composicao lipofilica e hidrofilica. A marcacdo de azul de toluidina evidenciou nas
células do coléter e na secrecdo a presenca de substancias acida pela coloragéo
azul e verde e béasica pela coloracéo roxa (figs. 35, 36). A reagcdo com o com Sudan
IV revelou a presenca de lipideo apenas na parede periclinal externa do coléter (fig.
37).
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Na fase inicial de desenvolvimento, a secrecdo € composta
predominantemente por mucopolissacarideo e proteina (fig. 38). Testes com acetato
de cobre e acido rubeanico revelou a presenca de acidos graxos nas células
parenquimaticas durante a fase inicial (fig. 39). Somente durante o desenvolvimento
do coléter foi observado marcagcdo nas células em palicada (fig. 40). A mesma
caracteristica ocorre para a marcagcdo de alcaldide. Sendo que a marcacdo nas
células em palicada comeca na parte apical do coléter (figs.41, 42). O resumo de

todos os testes histoquimicos esta exposto na tabela 2.



26

Figuras 1-8. Morfologia das estipulas das seis espécies de Psychotria. 1, Apice vegetativo
de P. carthagenensis; 2, Apice vegetativo de P. leiocarpa; 3, Apice vegetativo de P.
pubigera; 4, Apice vegetativo de P. suterella; 5, Apice vegetativo de P. capitata; 6, Apice
vegetativo de P. ruelliifolia; 7. Seccao transversal do apice vegetativo evidenciando um par
de estipulas externa (StE) envolvendo o primérdio foliar (LP), note o par de estipulas interno
(Stl) envolvendo outro primoérdio foliar. Observe os coléteres (*) entre o par de estipulas e o
primordio foliar. 8. Estipula destacada do é&pice vegetativo mostrando coléteres em
diferentes estagios de desenvolvimento (cabeca de seta). Seta, cerdas aciculares.

Estereomicroscoépio. Barras: 1, 2, 3,5,6 € 8, Imm; 4 e 7, 0,5mm.
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Figuras 9-18. Distribuicdo dos coléteres nas estipulas das seis espécies de Psychotria. 9, P.
suterella; 10, 15, P. pubigera; 11, P. carthagenensis; 12, 17, 18; P. ruelliifolia; 13, P. capitata;
14, 16, P. leiocarpa; 9-11, seccgédo longitudinal do apice vegetativo; 12, 13, 16-18, estipula
destacada do apice vegetativo; 14, 15, secgdo transversal do apice vegetativo. 9. Coléteres
do tipo reduzido dispostos em Unica linha horizontal na base da estipula; 10. Coléteres
cilindriformes dispostos em linha horizontal na base da estipula (St); 11. Distribuicdo dos
coléteres em linha vertical na base da estipula; 12. Coléteres cilindriformes distribuidos em
pequeno grupo no centro da base da estipula; 13. Coléteres filiforme-like distribuidos em
pequeno grupo no centro da base da estipula; 14. Cristais em feixe de rafides (Rb) e
estildide (S) no eixo central dos coléteres; 15. Cristais em feixe de rafide e estilbide no eixo
central do mesmo coléter; 16. Detalhe da superficie do coléter com bolsa de secregédo; 17.
Superficie do coléter; 18. Micro-organismo na secrecado e na superficie do coléter. Seta,
insercao do coléter; T. tricoma tector; asterisco, secrecao; cabeca de seta, micro-organismo;
Microscopia eletrénica de varredura. Barras: 9, 10, 12, 13, 100um; 11, 200um; 14, 17, 20um;
15, 16, 18, 10um.
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Figuras 19-24. Ontogénese dos coléteres de Psychotria pubigera. 19-24, Seccado
transversal do 4pice vegetativo. 19, 20. Células da epiderme precursoras coléter (seta); 21.
Inicio da diferenciacdo das células da subepiderme (cabeca de seta) e diferenciacdo das
células da epiderme em células da epiderme do coléter (seta); 22-24. Desenvolvimento das
células em palicada formando a epiderme secretora dos coléteres (seta) e das células
parenquiméticas do eixo central (cabeca de seta) formando o coléter; 24. Coléter
desenvolvido. St, estipula; E, epiderme; Se, subepiderme; Pe, epiderme em palicada; Ca,
eixo central. Microscopia Optica. Barras: 19, 20, 22, 23, 50um; 21, 24, 25um.
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Figuras 25-29. Anatomia e diferentes tipos dos coléteres. 25, Psychotria leiocarpa; 26, P.
pubigera, 27-29, P. suterella. 25. Seccdo transversal do apice vegetativo evidenciando
insercdo do coléter na estipula; 26. Coléter cilindriforme, note substancia nas células
parenquimaticas (seta branca); 27, 28. Secc¢bes transversais seriadas do apice vegetativo
mostrando sequéncia da ramificacdo (R); 29. Secc¢édo longitudinal evidenciando as células
reduzidas da epiderme secretora (seta preta) do coléter tipo reduzido e constricdo na base
(cabeca de seta). Pe, epiderme em palicada; Ca, eixo central; E, epiderme; Se,
subepiderme; T, tricoma; *, secrecado; St, estipula; Lp, primérdio foliar. Microscopia 6ptica.
Barras: 25, 26, 25um; 27-29, 50um.
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Figuras 30-34. Anatomia e diferentes tipos dos coléteres. 30, 31, Psychotria capitata; 32-
34, P. ruelliifolia. 30. Secc¢éo longitudinal do apice vegetativo evidenciando coléteres tipo
filiforme-like, 31. Corte transversal do coléter, note traco vascular (seta preta); 32-34,
Secc0Oes transversais seriadas do apice vegetativo mostrando sequéncia da ramificacao. St,

estipula. Microscopia Optica. Barras: 30-34, 50um
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Figuras 35-42. Testes histoquimicos. 35-37, 39, 40, Psychotria ruelliifolia; 38, P.
carthagenensis; 41, 42, P. pubigera. 36-40, sec¢do transversal do coléter; 41, 42, secgao
longitudinal do coléter. 35. Coléter em estagio inicial corado com azul de toluidina, note
acumulo de substancia nas células parenquiméticas (cabeca de seta); 36. Coléter em
estagio tardio corado com azul de toluidina, note a secrecao nas células em palicada (*); 37.
Teste com Sudan IV evidenciando marcacdo apenas na parede periclinal externa; 38. Teste
com vermelho de ruténio evidenciando marcacdo nas células em palicada (*), incluindo
evidéncias das pogOes polissacaridicas; 39. Coléter em estagio inicial com teste de acetato
de cobre/acido rubeénico, note marcacdo apenas nas células parenquimaticas (cabeca de
seta); 40. Coléter em estagio tardio com teste de acetato de cobre/acido rubeénico, note
marcagdo apenas nas células em palicada (*); 33. Coléter em estagio inicial corado com
Dragendorff, note a reagéo positiva no eixo central (seta preta); 34. Coléter em estagio tardio
corado com Dragendorff evidenciando reagdo positiva no eixo central (seta preta) e no apice
do coléter nas células em palicada (seta branca). Microscopia Optica. Barras: 35, 36, 40,
50um; 37, 10um; 38, 39, 41, 42, 25um.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos coléteres e dos cristais das seis espécies de Psychotria.

Género Psychotria

Subgénero Psychotria

Subgénero Heteropsychotria

Estipula P. leiocarpa P. pubigera P. carthagenensis P. suterella P. capitata P. ruelliifolia
, Duas cerdas Reduzida com Inteira com apice Duas cerdas Duas cerdas Duas cerdas
1. Morfologia . duas cerdas . . .
aciculares ; arredondado aciculares aciculares aciculares
aciculares
Coléter P. leiocarpa P. pubigera P. carthagenensis P. suterella P. capitata P. ruelliifolia
1. Tipo Cilindriforme Cilindriforme Cilindriforme Reduzido e Filiforme-like Cilindriforme e
bifurcado bifurcado
2. Insercéo Estipula Estipula Estipula Estipula Estipula Estipula
D Em uma linha Em duas a trés Em uma linha Em uma linha Em pequenos Em pequenos
3. Distribuicéo . . . : ; .
horizontal linhas horizontais vertical horizontal grupos grupos
4. Ornamentacéo ~ x ~ Sem x x
: Sem ornamentacdo Sem ornamentagdo Sem ornamentagao x Sem ornamentacdo Sem ornamentacao
da cuticula ornamentagao

5. Vascularizagcdo
das células
parenquiméaticas

6. Constricdo na

No eixo central

Nao observado

Nao observado

Nao observado

No eixo central

N&o observado

base Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Cristal P. leiocarpa P. pubigera P. carthagenensis P. suterella P. capitata P. ruelliifolia

1. Tipo Feixe d_e,r.aflde e Feixe d_e,faflde e Feixe de rafide Feixe d.e,r_aflde e Feixe d.e,raflde e Feixe de rafide
estildide estiléide estildide estildide

2. Localizagéo

2. Composicéo
guimica

Eixo central do
coléter

Oxalato de célcio

Eixo central do
coléter

Oxalato de célcio

Eixo central do
coléter

Oxalato de célcio

Eixo central do
coléter

Oxalato de célcio

Eixo central do
coléter

Oxalato de célcio

Eixo central do
coléter

Oxalato de célcio
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Tabela 2. Histoquimica dos coléteres do género Psychotria.

Reagente Metabdlitos Reacao

Espécies

P. I P.p P.s P.c P.r P.cp

Dragendorff Alcaléide (+),Ps,Pp (+), Ps, Pp - (+), Ps,Pp (+), Ps, Pp -
Lugol Amido - - - - - ;
Sudan IV Lipideos (+), Ppe (+), Ppe (+), Ppe (+), Ppe (+), Ppe (+), Ppe
Azul de Comassie Proteinas (+), Ps (+), Ps (+), Ps (+), Ps (+), Ps (+), Ps
Vanilina Taninos - - - - - -
Cloreto Férrico Fendis - - - - - -
Vermelho de Ruténio  Mucopolissacarideos (+), Ps,Pc  (+),Ps,Pc  (+),Ps,Pc (+),Ps,Pc (+),Ps,Pc (+),Ps, Pc
Azul de toluidina gggczosstos acidos e (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp
Reagente de Schiff Polissacarideos (+), Ps,Pc  (+),Ps,Pc (+),Ps,Pc (+),Ps,Pc (+),Ps,Pc (+),Ps, Pc
Auramina O Cuticula + + + + + +
Acetato de cobre e .
acido rubeanico Acidos graxos (+).Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp (+),Ps,Pp
Acido cloridrico Cristais de oxalato de + + + N N .

calcio

Sinais positivos indicam a presencga e 0s sinais negativos a auséncia da reagéo. Ps, protoplasto célula secretora; Pp. protoplasto
célula parenquimatica; Ppe, parede periclinal externa; Pc, parede celular; (P.l), P. leiocarpa; (P. p) P. pubigera; (P. s) P.
suterella; (P. c), P. carthagenensis; (P.r), P. ruelliifolia; (P.cp), P. capitata
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DISCUSSAO

Os coléteres de espécies de Psychotria foram caracterizados quanto sua
morfologia e anatomia, além da caracterizacdo quimica da secrecdo. Foram
observados diferengas entre sua morfologia e distribuigéo.

As espécies estudadas apresentam coléteres na superficie adaxial das
estipulas, como observado em outros géneros da familia Rubiaceae (Klein et al.,
2004; Miguel et al., 2006; Barreiro et al., 2007). Os coléteres das seis espécies se
originam e desenvolvem na base das estipulas, que envolvem os primardios foliares.
A presenca dos coléteres na estipula sugere um papel de protecdo contra
dessecacdo do meristema apical e dos primérdios foliares (Ramayya & Bahadur,
1968; Thomas, 1991). Paiva (2009) relata que a secre¢do de coléteres possui um
carater higroscopio, sugerindo a relacdo da capacidade de hidratacdo da secrecéo
com a protecdo contra dessecacdo. Esta caracteristica também foi observada nas
seis espécies estudadas neste trabalho, sugerindo estar relacionada com o papel de
defesa do apice vegetativo contra fatores abidticos.

Os coléteres foram observados cercados por tricomas tectores embebidos por
secrecdo. As espécies apresentam uma diferente forma de distribuicdo dos coléteres
na estipula. Nas espécies P. leiocarpa e P. suterella, os coléteres estdo distribuidos
em uma unica linha horizontal, enquanto em P. pubigera formam de duas a trés
linhas horizontais. Ja em P. carthagenensis, os coléteres formam uma linha na
vertical. Em P. ruelliifolia e P. capitata os coléteres formam um pequeno grupo.
Vitarelli & Santos (2009) descreveram a anatomia dos coléteres da estipula de P.
carthagenensis, mas ndo mencionam a organizacgao e distribuicdo dos coléteres na
estipula. Tais formas de distribuicdo podem constituir caracteres a serem
empregados para auxiliar na identificacdo entre as espécies do género Psychotria,
bem como auxiliar na segregacdo das espécies dentro dos subgéneros e entre 0s
géneros afins como Palicourea (Bremer & Eriksson, 2009). Moraes et al. (2011b)
descreveram caracteristicas micromorfolégicas e anatdbmicas da folha de espécies
de Psychotria e utilizaram caracteres como presenca de domacias, presenca de
cristais em estildide entre outros para subsidiar a taxonomia do género. Outros
trabalhos relatam a importancia taxondmica em nivel genérico dos coléteres,

utilizando caracteristicas como a forma de organizagéo, distribuicdo na estipula e
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tipo de coléter para auxiliar na separacao de espécies (Klein et al., 2004; Miguel et
al. 2006; Matrtins et al. 2010).

A descricdo anatdbmica do coléter, principalmente em espécies da familia
Rubiaceae, é a de que os coléteres sdo constituidos por um eixo central alongado,
formado por parénquima fundamental, circundado por um estrato epidérmico em
palicada sendo as células epidérmicas responsaveis pela secrecdo (Thomas, 1991;
Da Cunha & Vieira, 1997). A classificacdo destas estruturas secretoras em relacéo a
morfologia e anatomia € bem discutida. O uso do termo "coléter" varia entre
diferentes autores devido ao critério usado ao definir estas estruturas, como
morfologia, localizacdo e natureza quimica da secrecéo (Leitdo & Cortelazzo, 2008).
A classificacdo mais aceita e difundida, € que uma estrutura para ser classificado
como coléter depende tanto da anatomia e ontogénese quanto a composi¢ao e a
funcdo do exsudado (Thomas, 1991; Rocha et al., 2002; Klein et al., 2004; Miguel et
al., 2006; Paiva & Machado, 2006a,b).

Os coléteres das espécies P. leiocarpa, P pubigera e P. suterella se originam
da protoderme e do meristema fundamental, nas demais espécies estudadas 0s
tecidos que constituem os coléteres sdo mistos, mas ndo foram confirmados por
ontogénese. Esta caracteristica, da origem dos tecidos serem tanto da subepiderme
quanto da epiderme, € comum na familia Rubiaceae (Lersten, 1974a, b; Klein et al.,
2004; Miguel et al., 2006, 2009). Coléteres também sdo descritos com uma origem
somente protodérmica em outras familias, o que permite serem classificados como
tricomas, segundo Solereder (1908). Entretanto os autores Rocha (2002), Paiva &
Machado (2006a) e Paiva, (2009) descrevem coléteres de origem somente
protodérmica, apresentando somente um grupo de células secretoras multicelulares.
Sendo assim, apesar de ndo apresentarem origem mista, sdo considerados
coléteres por estes autores, que justificam est4d hipétese pela unido das
caracteristicas anatbmicas e natureza quimica da secrecdo. Porém, ainda existe
uma larga discussdo para identificar e descrever tal estrutura. Sendo as vezes, 0
termo usado de forma incorreta para classificacdo de algumas estruturas.

Dentro da familia Rubiaceae os coléteres apresentam variagcdes morfologicas
e anatbmicas importantes, principalmente em relagdo a delimitagcdo genérica.
Lersten (1974a, b) descreveu seis tipos de coléteres em Rubiaceae com base na
aparéncia da sua epiderme: “standard” (padrdo), “intermediate” (intermediério),

“‘dendroid” (dendroide), “brushlike” (tipo escova), “reduced” (reduzido), “irregular
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epidermal cells” (epiderme irregular). O tipo padrédo é o tipo mais comum de coléter,
pela qual as outras formas parecem derivar (Lersten, 1974b). Foram observados
quatro tipos de coléter nas espécies estudadas. Nas espécies P. leiocarpa, P.
pubigera, P. carthagenensis e P. ruellifolia, os coléteres sdo similares
anatomicamente ao tipo padrdo, mas na morfologia sdo mais cilindricos. Estes
coléteres apresentaram algumas diferencas entre as espécies em tamanho e
comprimento, sendo estes denominados tipo cilindriforme. O tipo reduzido foi
observado somente em P. suterella. Este tipo em geral possui uma redugédo nas
células secretoras da epiderme, como descrito por Lersten (1974b). Miguel et al.
(2009) relatam a presenca de coléteres do tipo cilindriforme e lacrimiforme inseridos
na base da estipula de Psychotria nuda. O tipo lacrimiforme nao foi observado em
nenhuma das espécies deste estudo, ja o tipo cilindriforme foi observado na maioria
das espécies estudadas exceto para P. suterella e P. capitata. O tipo de coléter
observado por Vitarelli & Santos (2009), em Psychotria carthagenensis foi
classificado como tipo padrédo, porém sao semelhantes ao tipo cilindriforme descrito
por Miguel et al., 2009. O termo padrdo é utilizado por diversos pesquisadores,
entretanto, os coléteres apresentam variagbes morfolégicas que permitem a
implantagéo de novos termos para melhor classificagéo destas estruturas.

Robbrecht (1983) descreveu o tipo “filiform” (filiforme), com células
extremamente reduzidas e consistindo somente em Unico eixo estreito de células
alongadas axialmente. Esta forma néo foi observada em nenhum dos trés géneros
de Rubiaceae estudados por Lersten (1974a,b). Entretanto um tipo similar foi
observado somente na espécie P. capitata. Este tipo foi denominado filiforme-like.
Morfologicamente possui caracteristica semelhante ao tipo denominado por
Robbrecht (1983), mas difere anatomicamente, pois em P. capitata o coléter um eixo
central formado por células parenquimaticas circundadas por um estrato epidérmico
em palicada.

Outro tipo de coléter ainda ndo descrito em Rubiaceae € o tipo ramificado, e
neste trabalho foi observado em P. ruelliifolia e P. suterella. Este tipo de coléter ja foi
observado em algumas espécies de diferentes géneros de Apocynaceae, tais como
coléteres calicinais em Forsteronia (Rio, 2006), coléteres foliares e calicinais em
Temnadenia (Martins et al., 2010) e coléteres calicinais em Mandevilla (Simbes et
al., 2006).
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Baseado na descricdo de Lersten (1974b), Simbes et al. (2006) sugerem uma
série hipotética de transformacdes nos coléteres calicinais em Apocynaceae através
da variacdo do tipo padrao em trés diferentes tipos de coléter: “bifurcado”, “laminar’
e “séssil”. Trés diferentes mecanismos foram supostos para a provavel variacao
morfolégica dos coléteres calicinais em Apocynaceae. A separac¢do, proliferacao e
alongamento celular. Para o tipo bifurcado foi proposto o mecanismo de separagéo,
com as células do corpo principal sendo separadas em duas ou mais partes distintas
(Simdes et al., 2006). Além de bifurcado outros termos sao encontrados na literatura
para descrever o tipo ramificado, tais como partido e fimbriado. O termo “ramificado”
parece ser o mais adequado, sendo necessario o0 ajuste na terminologia para evitar
equivocos na hora da descricao.

Cinco diferentes tipos de coléteres ja foram descritos dentro do género
Psychotria (Lersten, 1974a; Miguel et al., 2009). No presente trabalho foram
observados dois tipos de coléteres ainda ndo descritos para o género Psychotria, 0
tipo ramificado em P. ruelliifolia e P. suterella e filiforme-like, observado apenas em
P. capitata. Essas variagcbes morfologicas e anatdmicas, bem como, as variagcbes de
distribuicdo e organizacdo dos coléteres sdo passivas de serem utilizadas como
caracteres diagnosticos para identificacdo das espécies dentro do género em
questdo; uma vez que, pequenas variacdes presentes em poucos casos, devem ser
consideradas como caracteres taxonémicos (Lersten, 1975).

Em todas as espécies estudadas de Psychotria, os coléteres apresentam
contricdo na base. Esta caracteristica foi observada em outros géneros da familia
Rubiaceae como, Pavetta, Neorosea e Tricalysia (Lersten, 1974a), Simira (Klein et
al., 2004) e Bathysa (Miguel et al., 2006), sugerindo apenas uma caracteristica
morfolégica comum dos coléteres no género e na familia Rubiaceae, assim como
em outras familias botanicas (Appezzato-da-Gloria e Estelita, 2000).

Tracos vasculares foram observados nas células parenquimaticas dos
coléteres das espécies P. leiocarpa e P. capitata, sendo aparentemente uma
caracteristica sem qualquer importancia na atividade secretora das células. Na
literatura ha relato de tragco vascular em coléteres de origem mista em diversos
géneros de diferentes familias, Strophanthus e Funtumia (Woodson & Moore, 1938),
Holarrhena, Vallaris e Wrightia (Rao & Ganguli, 1963), Aganosoma (Dave et al.,
1987), Nerium (Thomas & Dave 1989b), Mandevilla (Appezzato-da-Gloria & Estelita,
2000), Simira (Klein et al., 2004) e Bathysa (Miguel et al., 2010). Entretanto, ndo ha
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nenhuma relacdo de otimizacdo da atividade celular do coléter com a presenca de
vascularizacdo (Klein et al., 2004). Appezzato-da-Gloria & Estelita (2000) sugerem
que a presenca de traco vascular esta relacionada com a proximidade dos feixes
vasculares com a regido de origem do coléter. Nas espécies estudadas de
Psychotria foi observada vascularizagdo na porcdo da estipula proxima aos
coléteres. Tal caracteristica nos permite inferir que, a relacdo da origem do traco
vascular esta intimamente relacionada com a proximidade entre o feixe vascular e as
células que formam o eixo central dos coléteres.

A presenga e auséncia de determinados tipos de inclusbes minerais nos
tecidos vegetais podem constituir um carater taxonémico para familias e géneros
botanicos. A presenca de cristais em Rubiaceae constitui um importante marcador
para a anatomia e sistemética da familia e subfamilia Rubioideae (Jansen et al.,
2002), a qual se insere o género Psychotria (Bremer, 2009). Delprete e Jardim
(2012) citam a presenca de idioblastos contento rafides de oxalato de calcio com
uma das caracteristicas que separa Rubioideae das demais subfamilias. Este tipo de
idioblasto foi observado em todas as seis espécies estudadas.

Franceschi & Nakata (2005) relatam que a presenca de cristais em plantas
esta relacionada com fatores genéticos e a intensidade com fatores abiéticos, assim
como sua morfologia, composicdo e distribuicdo. Idioblastos contendo cristais em
estiléide, feixe de réafide, drusas e prismaticos tem sido descritos em diferentes
orgaos de espécies do género Psychotria (Vieira et al., 1992; Da Cunha & Vieira,
1993/1997; Quinteiro et al., 2006; Moraes, 2011b). Em coléteres, os cristais sao
descritos apenas nas células parenquimaticas que constituem o eixo central
(Ramayya & Bahadur, 1968; Lersten, 1974a; Dave et al., 1988; Thomas & Dave,
1989b,c, 1990a; Thomas, 1991). Cristais do tipo feixe de réfide e estildides foram
observados com frequéncia nas células parenquimaticas da estipula e do eixo
central dos coléteres nas espécies aqui estudadas, sendo a presenca de cristais na
estipula um possivel fator para a presenca dos cristais no eixo central destes
coléteres. Outros trabalhos sobre coléteres em Psychotria relatam a presenca de
cristais do tipo feixe de rafide e estiloide no eixo central (Vitarelli & Santos, 2009;
Miguel et al., 2009). A presenca destes dois tipos de cristais sugere a possivel
utilizacdo desta caracteristica anatbmica como subsidio taxonémico, auxiliando a
delimitacdo do género dentro da tribo, constituindo um importante caractere para a

sistematica da familia.
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A presenca de cristais nas plantas esta relacionada com a regulacdo de célcio
e detoxificacdo (Franceschi & Nakata, 2005). Entretanto estudos também relatam
que os cristais possuem a uma funcdo de defesa contra herbivoria. Esta
caracteristica geralmente esta atribuida ao seu formato, por exemplo, o tipo feixe de
rafide que possui as extremidades afinadas, podendo causar danos ao aparelho
bucal de pequenos insetos (Ward et al., 1997; Hudgins et al., 2003; Franceschi &
Nakata, 2005; Korth et al., 2006). A presenca destes cristais parece estar ligada a
fatores genéticos como descritos acima, porém como estas estruturas estéo
relacionadas a protecdo dos apices caulinares, podem também estar relacionadas
ao mecanismo de defesa da planta neste local.

Tricomas tectores junto a coléteres nas estipulas foram relatados em
diferentes espécies de familias botanicas (Dave et al., 1987; Rio et al.,, 2002;
Gonzalez & Tarragd, 2009; Miguel et al.,, 2010). A funcdo de alguns tricomas
tectores é atribuida a protecdo contra o ataque de insetos e patégenos, através da
formacdo de uma barreira fisica. Estes podem estar também envolvidos na reducéo
de perda de agua e no aumento da tolerancia a condi¢cdes de stress abidtico,
incluindo temperaturas extremas e de irradiagao UV. (Yang & Ye, 2012). No caso
dos tricomas tectores junto aos coléteres, sugerimos por uma acédo indireta, que
auxiliam a manter a secrecéo retida no apice vegetativo através da formacédo de uma
barreira fisica.

Nos coléteres, a hipétese sobre a funcdo bioldgica da secrecao envolve o
aumento da protecdo dos tecidos meristematicos (Robbrecht, 1988; Thomas, 1991).
Diversos autores concordam com essa hipotese, na qual o exsudato gerado pelo
coléter exerce funcdo de mecanismo de defesa, seja contra dessecacao ou contra
ataque de patdégeno e de herbivoria (Ramayya & Bahadur 1968; Esau, 1974; Klein et
al., 2004; Miguel et al., 2006). A secrecao dos coléteres pode ser composta apenas
por mucopolissacarideos, ou uma mistura de substancias lipofilicas e de mucilagem
(Fahn 1979, 1990, Thomas 1991), tais como os acidos graxos e compostos fendlicos
(Demarco, 2008, Castro & Demarco, 2008). Em Rubiaceae, a composicao da
secrecdo € predominantemente mucilaginosa, entretanto trabalhos com espécies de
Simira e Bathysa descrevem a presencga de proteinas que podem estar relaciona
com a defesa quimica contra patdégenos (Klein et al., 2004; Miguel et al., 2006; Vieira
et al., 2006).
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A mucilagem ajuda a prevenir a dessecacdo em regifes meristematicas com
células ainda com uma fina cuticula (Martins, 2012). A presenca de mucilagem na
secrecdo produzidas pelos coléteres é descrita em diversas familias, Apocynaceae
(Thomas & Dave, 1989), Rubiaceae (Klein et al., 2004), Caryocaraceae e Fabaceae
(Paiva & Machado, 2006a,b). Nas espécies de Psychotria estudadas, os coléteres
secretam mucilagem durante todo o desenvolvimento do coléter e secretam
composto lipidico e alcaldide somente durante o estagio tardio de desenvolvimento.
Esta caracteristica é descrita em Mandevilla illustris e M. velutina (Apocynaceae)
(Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000), mas néo a presenca de alcaldide.

A presenca de alcaldide nos coléteres esta provavelmente ligada a
caracteristica do género Psychotria. Este se destaca na familia Rubiaceae pela
producdo de alcaldides bioativos (Nepokroeff et al., 1999), e estdo presentes em
diferentes partes da planta (Verota et al., 1999; Henriques et al.,, 2004; Moraes,
2011a). Moraes (2011) sugere que a presenca de alcaléide em Psychotria € um
carater diagnéstico em relacdo a outros géneros como Simira e Bathysa.
InvestigacBes quimicas sobre estes compostos também tém ajudado a estabelecer
novos limites principalmente entre subgénero Heteropsychotria com o género
Palicourea (Taylor, 1889, 1996; Lopes et al., 2004). Uma das funcfes dos alcalbides
para as plantas esta relacionada com a defesa contra animais e insetos devido a
toxicidade desta substancia (Henriques et al., 2004; Moraes, 2011a). A presenca de
alcaléide na secrecédo das espécies de Psychotria estudadas indica a relagdo com o
papel de defesa da planta contra fatores bi6ticos.

Nédulos bacterianos em folhas foram relatados em diferentes espécies de
Psychotria (Lersten, 1974a) e Lersten (1974, 1975) relata uma correlacdo entre a
formacdo dos nédulos bacterianos e secrecdo produzida pelos coléteres. Neste
sentido, a mucilagem também seria um atrativo para micro-organismos oportunistas,
como fungos e bactérias (Martins, 2012). Nas espécies observadas neste estudo
foram observados fungos e bactérias embebidos na secrecdo e na superficie do
coléter. Mas néo foi observado formacdo de nodulo bacteriano, sugerindo apenas
uma relacdo de defesa, onde a secrecéo serve como barreira fisica e quimica contra
esses micro-organismos (Klein et al., 2004; Miguel et al., 2006).

Nas espécies estudadas de Psychotria foi observado acumulo de secrecao
nos espagos periplasmaticos. Durante o desenvolvimento dos coléteres, o acumulo

de secrecdo se torna mais evidente, deixando a superficie dos coléteres irregular.
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Na literatura foi descrito a ocorréncia de poros na superficie dos coléteres em P.
carthagenensis, na qual se acredita que seja 0 meio para a saida da secrecao
(Vitarelli & Santos, 2009). A mesma espécie foi investigada neste estudo e néo foi
observada a ocorréncia destes poros. Outros trabalhos relatam que a externalizacao
ocorre quando a cuticula se rompe e o material é, entdo, liberado para o espacgo
extracelular (Thomas, 1991; Curtis & Lersten, 1974; Mohan & Inamdar, 1986).
Também é descrito que o exsudado do coléter passa pela parede celular e pela
cuticula sem que haja o rompimento (Durkee et al., 1984; Klein et al., 2004; Miguel
et al., 2006, 2009, 2010).

CONCLUSOES

Os coléteres das espécies de Psychotria estudadas neste capitulo sao
caracterizados anatomicamente por uma epiderme secretora em palicada e eixo
central parenquimético, com excecdo da espécie P. suterella que apresenta as
células da epiderme secretora reduzidas. Através das analises anatbmicas e
histoquimicas foi possivel identificar dois estagios de desenvolvimento dos coléteres,
uma fase secretora inicial e outra fase secretora tardia. Os coléteres apresentam-se
em quatro formas diferentes e sdo distribuidos em Unica ou mais linhas ou em
pequenos grupos na superficie adaxial das estipulas.

A secrecdo apresenta uma mistura de substancias lipofilica e hidrofilica,
sendo predominantemente hidrofilica durante a fase secretora inicial e lipofilica
durante a fase secretora tardia. Também foi observada a presenca de alcaléide na
secrecdo e nas células secretoras dos coléteres durante a fase secretora tardia. A
presenca de alcaléides na secrecéo revela além da protecdo contra dessecacéo, a
secrecao também pode desempenhar uma protecao contra micro-organismos.

N&o foi observado rompimento da cuticula e nem poros na superficie dos
coléteres, mas o mecanismo pelo qual a secrecdo deixa as células epidérmicas
secretoras do coléter ndo foi elucidado. Porém sugere-se o exsudado do coléter

passa pela parede celular e pela cuticula sem que haja o rompimento.
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Capitulo 2

Ultraestrutura e caracterizacdo do desenvolvimento dos coléteres
cilindriformes em 4&pices vegetativos de Psychotria pubigera, P.

leiocarpa e P. suterella (Rubiaceae)
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INTRODUCAO

As células de tecidos secretores sdo normalmente caracterizadas por conter
abundéancia de mitocondrias, pequenos vacuolos e citoplasma denso, sendo que a
frequéncia de outras organelas varia de acordo com o material secretado (Fahn,
1988). Estudos sobre a ultraestrutura de coléteres ressaltam a grande quantidade de
reticulo endoplasmatico, com localizacdo periférica e perinuclear, presenca de
plastidios e o acumulo de secrecédo entre a membrana plasmatica e a parede das
células secretoras (Horner & Lersten 1968; Dexheimer & Guenin, 1981; Miller et al.,
1983; Klein et al., 2004; Barreiro, 2007).

Apesar da ampla ocorréncia de coléteres em Rubiaceae, poucos sdo 0s
estudos detalhados sobre os aspectos ultraestruturais das células secretoras e o
modo de secrecdo, além da descricdo dos processos de morte celular programa, a
maioria dos trabalhos descreve a sua anatomia e ocorréncia (Lersten & Horner,
1967; Horner & Lersten, 1968; Dexheimer & Guenin, 1981; Miller et al., 1983;
Thomas & Dave, 1989a, b; Klein et al., 2004; Miguel et al., 2006; Miguel et al., 2009;
Machado et al., 2012).

O processo de morte celular programada em eventos de senescéncia vem
sendo mencionados em coléteres (Dave et al.,, 1988; Thomas et al.,, 1989;
Appezzato-da-gloria & Estelita, 2000; Miguel et al., 2010, Tulli et al., 2013). De uma
forma geral, a maior parte dos estudos sobre esse tema mostra fases diferentes do
desenvolvimento, destacando uma fase inicial (ou secretora) e tardia (ou
senescente). A fase senescente é definida pela morfologia do coléter, mas néo é
bem definida em nivel subcelular nas células secretoras.

Neste trabalho foram descritos a ultraestrutura, o desenvolvimento e o modo
de secrecdo e o processo de morte celular dos coléteres em P. pubigera Mull. Arg.,

P. leiocarpa Cham. & Schltdl. e P. suterella Mull. Arg.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL BOTANICO E AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em duas reservas de remanescentes florestais no
Estado do Rio de Janeiro. O Parque Nacional do Itatiaia e a Reserva Bioldgica do
Tingua sob licenca do SISBio, n°® 13575-1.

A Reserva Biologica do Tingua compreende seis municipios do estado do Rio
de Janeiro: Nova Iguacu, Duque de Caxias, Petropolis, Miguel Pereira, Queimados e
Japeri. Sua localizacéo esta entre as latitudes 22°22’ e 22°45’ S e longitudes 43°40’
e 43°05’'W. O clima é tropical umido, com temperaturas em média variando entre
15°C a 27°C e a pluviosidade média varia de 1500mm a 2600mm, com regime de
distribuicdo periodica (Ibama, 2006). O Parque Nacional do lItatiaia, localizado no
sudoeste do Estado do Rio de Janeiro, entre as latitudes 22°19' e 22°45' S e
longitudes 44°45' e 44°50"' W, com altitudes entre 700 e 2.787 metros sobre o mar. O
clima €& mesotérmico com temperatura média anual entre 15°C e 27°C e a
pluviosidade média varia de 1250mm a 1500mm anuais (Santos & Zinkan, 2000).

Apices vegetativos de individuos adultos, incluindo as estipulas e o meristema
apical caulinar, das seis espécies foram coletados com auxilio de tesoura de poda.
Exsicatas do material foram depositadas no Herbario UENF na Universidade
Estadual do Norte Fluminense sob os numeros de registro H5969 — P. suterella;
H5976 — P. pubigera; H5977 — P. leiocarpa; H5978.

PREPARO DE AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA

Apices vegetativos inteiros foram fixados em uma solucdo aquosa contendo
glutaraldeido 2,5 %, formaldeido 4,0 % e tampé&o cacodilato de sodio 0,05M em pH
7,2, a temperatura ambiente nos locais de coleta. Posteriormente, as estipulas foram
dissecadas com auxilio de bisturis e pincas.

Para a microscopia eletrbnica de transmissédo, depois de fixadas como
descrito acima, fragmentos das estipulas que continham coléteres foram lavadas
trés vezes, por 45 minutos, com 0 mesmo tampé&o. Em seguida, as amostras foram
pos-fixadas por uma hora em uma solucdo de tetroxido de Osmio 1% em tampéo

cacodilato de sodio 0,05 M em pH 7,2, a temperatura ambiente. Posteriormente,
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foram lavadas novamente com o mesmo tampéao e desidratadas em série cetbnica
crescente de: 50 %, 70 %, 90 % e trés vezes 100% por uma hora em cada etapa.
Entdo, os fragmentos foram infiltrados com resina epoxi (Epon®) que foi,
posteriormente, polimerizada a 60°C em estufa de circulacdo fechada. Apdés a
polimerizacao da resina, foram feitos cortes semifinos (0,5-0,6um de espessura) em
ultramicrotomo (Reichert Ultracuts®) com auxilio de faca de diamante (Diatome®).
As seccdes foram dispostas em laminas, coradas com azul de toluidina, e montadas
com Entellan®. Posteriormente foram feitos cortes ultrafinos (aproximadamente
70nm de espessura). Estes cortes foram coletados em grades de cobre de 300
mesh e contrastados com acetato de uranila 5 %, por 20 minutos, e citrato de
chumbo 1%, por 5 minutos em temperatura ambiente (Reynolds, 1963) e,
posteriormente, observados no microscopio eletrdnico de transmissdo (TEM 900
ZEISS), a uma aceleracao de voltagem de 80 KV.

Para detectar polissacarideos acidos e compostos pécticos, evidenciando a
composicdo da parede celular e da secrecdo, foi realizado o teste citoquimico
através do método de marcacdo com vermelho de ruténio (Luft, 1971). Para tanto,
os fragmentos dos apices caulinares e estipulas foram previamente fixados como
descrito anteriormente, entretanto com adicdo de 0,05 mg/L de vermelho de Ruténio
a temperatura ambiente. A seguir foram lavados por 24 horas no mesmo tampao
contendo 0,05 mg/L de vermelho de Ruténio, desidratados, incluidos, polimerizados
e seccionados como descrito anteriormente. Posteriormente foram obtidos cortes
ultrafinos (aproximadamente 70nm de espessura), coletados em grades de cobre de
300 mesh. Apds esses procedimentos, as amostras foram observadas no
microscopio eletrbnico de transmissao (EM-ZEISS 900), a uma aceleracdo de
voltagem de 80 KV. A marcacao foi visualizada pela variacdo da eletrondensidade.

O controle foi feito excluindo o vermelho de Ruténio das etapas onde foi utilizado.

ANALISE IN SITU (TUNEL) DA FRAGMENTACAO DO DNA

A deteccdo da fragmentacdo de DNA foi realizada utilizando técnicas de
deteccao in situ. Grupos 3'-OH livres nas terminacdes de DNAs fragmentados foram
marcados com o kit TUNEL (“Terminal deoxynucleotidyl transferase—mediated,
dUTP-biotin Nick End-Labeling” — TUNEL-Roche). Para tal, as amostras dos apices

caulinares foram fixadas como descrito anteriormente e desidratadas em série etilica
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crescente de 50 %, 70 %, 90 % e trés vezes 100% por uma hora em cada etapa e
infiltrados em historesina (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha)
utilizando-se série crescente de resina em alcool etilico. A polimerizacdo da resina
foi realizada em temperatura ambiente. Posteriormente, foram obtidas seccdes
transversais e longitudinais do material, (3,0-6,0 ym de espessura), através do
microtomo de rotacdo (Leica RM2255). Os cortes obtidos foram dispostos em
laminas e submetidos aos reagentes do kit TUNEL, de acordo com as instru¢des do

fabricante.

RESULTADOS

ULTRAESTRUTURA

Os coléteres das espécies P. leiocarpa e P. pubigera consistem em um eixo
central alongado de células parenquimaticas levemente irregulares, circundado por
um extrato epidérmico de células palicadas revestido por uma cuticula (figs. 1, 5).
Em P. suterella as células epidérmicas sdo reduzidas, sendo caracterizada como
epiderme reduzida (fig. 10).

Com base nas caracteristicas morfolégicas, como mudanca de coloracédo do
coléter; anatdbmicas, como desorganizacdo celular dos coléteres; de variacdo da
composicdo quimica das células durante o desenvolvimento dos coléteres, como a
presenca de composto lipidico e alcaléide somente durante o estagio tardio de
desenvolvimento, descritas no capitulo 1 foi possivel indicar dois estagios de
desenvolvimento. Com a descricdo ultraestrutural das células da epiderme foi
possivel confirmar e definir os dois estagios secretores no desenvolvimento dos
coléteres: um estagio secretor inicial e um estagio secretor tardio.

A caracteristica marcante para classificacdo do estagio secretor inicial é a
intensa atividade celular nas células em palicada, sendo observada a grande
guantidade e variedade de organelas relacionadas com sintese de substancias
ligadas a secrecao (figs. 1-13). Ja o estagio secretor tardio tem como caracteristica
marcante, a presenca de grandes vacuolos, desestruturacao nuclear, além da menor
intensidade e de algumas organelas (figs. 14-19).

No estagio secretor inicial as células da epiderme em palicada, apresentam

citoplasma denso e levemente retraido, criando o espaco entre o citoplasma e a
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membrana plasmatica (espaco protoplasmatico) (figs. 1, 2, 8). Disposto pelo
citoplasma nota-se reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias e complexo de
Golgi bem desenvolvidos (figs. 2, 4, 6, 7, 11, 12). Os plastideos sao polimorficos
variando de globdides a ameboides e ndo apresentam membranas internas,
apresentam estroma denso com material granuloso. Estes séo observados proximos
ao nucleo e aos vacuolos fusionados (figs. 4, 7). Os vacuolos sado encontrados em
diferentes tamanhos e sdo observados proximos um dos outros, sugerindo fusdo dos
mesmos, além de apresentarem depoésito de material osmiofilico e debris celulares
(figs. 4, 6, 7, 11, 12). O nucleo € conspicuo com presenca de eucromatina e
heterocromatina condensada e evidente (figs. 4, 7, 13). A parede periclinal externa é
espessa e morfologicamente dividida em camada polissacaridica, estratos
cuticulares divididos em uma porcdo arborescente e outra reticulada e cuticula
propriamente dita como pode ser observado em P. pubigera (fig. 2). A secrecéo é
eletrondensa, porém menos que o citoplasma. A secrecdo apresenta aspecto
granular e é frequentemente observada nos espacos protoplasmaticos (figs. 2, 8),
conferindo sinuosidade as paredes anticlinais (fig. 8). A secrecdo também foi
observada nos espacos entre uma célula e outra (espacos extraprotoplasmaticos) e
ao longo do desenvolvimento celular é observada com maior frequéncia, como
mostrado em P. leiocarpa (fig. 7). Microrganismos foram observados no espago
extracelular entre a secrecéo (fig. 9).

Em P. suterella as caracteristicas das células secretoras diferem das outras
duas espécies analisadas, como a densidade do citoplasma e a presenca das
organelas. Nao foi observado retracdo do citoplasma e o mesmo possui aspecto
granular, mas nao é tdo denso como observado nas outras duas espécies estudadas
(figs. 10-12). Em todo citoplasma nota-se reticulo endoplasméatico rugoso,
mitocondrias e complexo de Golgi (figs. 10-13). Os plastideos possuem estroma
denso sem membranas internas e pequenas inclusbes eletronlucentes e séo
observados préximos ao nudcleo (fig. 13). Os espacos extraprotoplasmaticos ndo sao
expressivos e a visualiza¢do da secrecdo no meio extracelular ndo é frequente.

As células parenquimaticas dos coléteres das trés espécies, em sua maioria,
sdo arredondadas e levemente irregulares e possuem pouco espaco intercelular
(figs. 1, 5, 10). O citoplasma esta localizado na periferia das células e possui aspecto
granuloso, mas nao é tdo denso quando comparado as células secretoras (figs. 3, 6,

11). Dispostas pelo citoplasma observa-se a presenca de organelas como,
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mitocondrias e plastidios com grdos de amido (figs. 3, 6, 11). Grandes vacuolos
recobrem a maior parte do citoplasma (figs. 3, 6, 11), e dentro destes sao
observados debris celulares (figs. 6, 11) ou com presenca de substancia
eletrondensa (fig. 3).

No estagio secretor tardio as células secretoras das trés espécies apresentam
citoplasma com aspecto granuloso e reduzido a periferia da célula (figs. 14, 15, 19).
Grandes vacuolos com debris celulares séo observados recobrindo a maior parte da
célula (figs. 14, 15, 17, 19). Pelo citoplasma observam-se mitocondrias e plastidios
globdides com estroma homogéneo e denso, com inclusGes fortemente
elétrondensas e pequenas inclusbes eletronlucentes (figs. 15, 16, 19). O nucleo
apresenta material granuloso e pouca heterocromatina visivel (fig. 19). A secrecao é
homogenia e eletrondensa, com presenca de corpos eletronlucentes e esta
localizada frequentemente nos espagos extraprotoplasmaticos, como observado em
P. pubigera (figs. 17, 18, 19).

A estrutura da parede periclinal externa dos coléteres das trés espécies se
reorganiza de acordo com a passagem da secre¢cdo. Em algumas partes, as
camadas arborescente e reticulada aparecem desorganizadas, sugerindo a
passagem da secrecao até a cuticula (figs. 20, 21). A cuticula foi observada
destacada da parede periclinal externa P. leiocarpa (fig. 22).

A marcacdo com a contrastacdo de rotina evidencia os estratos cuticulares,
marcando as camadas arborescente e reticulada (figs. 23, 24). Utilizando a técnica
de deteccado com vermelho de ruténio, a camada arborescente foi mais marcada do
gue a camada reticulada (figs. 25, 26). A reacao foi intensa na por¢cdo mais externa
da camada arborescente e na cuticula (figs. 25, 26), evidenciando a marcacdo da
secrecdo. A secrecdo possui aspecto granuloso e aglutinado, possivelmente pela
presenca de acidos graxos evidenciados pela histoquimica no capitulo 1 (fig. 26). A
grande presenca de secrecao na camada arborescente indica que a secre¢ao passa
lentamente pela parede e tende a se acumular na cuticula até o possivel

rompimento e externalizag&o total da secrecgao (figs. 25, 26).
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ENSAIO TUNEL

O ensaio para deteccdo de fragmentacdo de DNA foi realizado nas trés
espécies, sendo reacdo TUNEL-negativa para os nucleos dos coléteres em P.
suterella. A reacdo TUNEL-positivo ocorreu nos dois estagios de desenvolvimento
do coléter para as espécies P. leiocarpa e P. pubigera. A aparéncia e a intensidade
da fluorescéncia nos nacleos marcados em vermelho indica fragmentacdo do DNA
nuclear, mostrando a degradacéo nuclear em células tanto do estadio secretor inicial
(figs. 29, 30, 35, 36) quanto do estagio secretor tardio (figs. 31, 32, 37, 38). No
estagio secretor inicial de desenvolvimento, observaram-se nucleos redondos com
marcacao positiva sutil para algumas células e intensa para outras (figs. 29, 30, 35,
36). No estagio secretor tardio foi observada marcacao positiva e intensa nas células
da epiderme secretora (figs. 31, 32, 37, 38). A morfologia dos nucleos foi alterada

para um contorno irregular em algumas células.
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Figuras 1-4. Caracterizacdo ultraestrutural dos coléteres de Psychotria pubigera em estagio
secretor inicial. 1. Seccao transversal do coléter evidenciando a estrutura das células
epidérmicas em palicada e as parenquimaticas. Note retracdo do citoplasma (seta) e
acumulo de secrecdo nesses espacos (*); 2. Por¢éo apical da célula secretora evidenciando
a periclinal externa (Ocw), note a camada polissacaridica (Po), estrato cuticular (EC) dividido
em camada arborescente (A) e reticulada (R) e a cuticula (C). Note retragdo do citoplasma
(seta) e acumulo de secregdo (*) nos espagos protoplasméticos. Observe reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido; 3. Detalhe da célula parenquimética do eixo
central. Observe o citoplasma na periferia da célula com presenca de plastidio com gréos de
amido e grande vacuolo com substancia eletrondensa (Se); 4. Citoplasma denso da célula
em palicada e a presenca de pequenos vacuolos e mitocondrias. Pe, epiderme em palicada;
Ca, eixo central; C, cuticula; Rer, reticulo endoplasmatico rugoso; M, mitocondria; V,
vacuolo; P, plastidio; N, nucleo; D. debris; H. heterocromatina. 1. Microscopia Optica. 2-4.

Microscopia eletronica de transmissao. Barras: 1, 25um; 2, 3, 250um, 4, 500um.
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Figuras 5-9. Caracterizacéo ultraestrutural dos coléteres de Psychotria leiocarpa em estagio
secretor inicial. 5. Seccdo transversal do coléter evidenciando anatomia das células em
palicada e as parenquimaticas do eixo central; 6. Células da epiderme em palicada, com
citoplasma denso e a presenca de vacuolos em diferentes tamanhos e plastidios. Células
parenquiméticas com citoplasma na periferia apresentando plastidios e algumas
mitocondrias e vacuolo cobrindo a maior parte da célula; 7. Espagos extraprotoplasmatico
(Exp) com acumulo de secrecéo (*), note no citoplasma das células em palicada a presenca
marcante de pequenos vacuolos com material osmiofilico, plastidios com material granuloso
e nucleo conspicuo; 8. Acimulo de secre¢do (*) no espago protoplasmatico formado pela
retracdo do citoplasma (seta). Note a sinuosidade na parede anticlinal (Pa); 9.
Microrganismo na secrecdo. Pe, epiderme em palicada; Ca, eixo central; V, vacuolo; P,
plastidio; D. debris; N, nucleo; (*), secre¢do. 5, Microscopia Optica; 6-9, Microscopia

eletrénica de transmissao. Barras: 5, 25um; 6, 5um; 7, 2um; 8, 1um; 9, 1,25um.
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Figuras 10-13. Caracterizacdo ultraestrutural dos coléteres de P. suterella em estagio
secretor inicial. 10. Seccao transversal do coléter, note as células da epiderme reduzida e as
parengquimaticas do eixo central; 11. Células da epiderme reduzida com citoplasma granular
e a presenca de vacuolos com debris celulares. Células parenquiméticas com citoplasma na
periferia apresentando algumas mitocondrias e vacuolo cobrindo a maior parte da célula; 12.
Citoplasma das células da epiderme reduzida com presenca de mitocondrias e reticulo
endoplasmatico rugoso; 13. Célula da epiderme reduzida evidenciando ndcleo com
heterocromatina evidente e plastidio. Es, epiderme secretora; Ca, eixo central; M,
mitocondria; V, vacuolo; D. debris; Rer, reticulo endoplasmatico rugoso; P, plastidio; N,
nacleo; H. heterocromatina. 10, Microscopia O6ptica. 11-13, Microscopia eletrénica de
transmissao. Barras: 10, 5uym; 11, 1um; 12, 500um; 13, 0,5um.
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Figuras 14-19. Caracterizacdo ultraestrutural dos coléteres em estagio secretor tardio. 14-
16, P. leiocarpa; 17, 18, P. pubigera; 19, P. suterella. 14. Seccao transversal do coléter com
desorganizacdo do eixo central (seta) e células da epiderme desestruturadas; 15. Células
epidérmicas apresentando vacuolo desenvolvido com debris celulares e o citoplasma restrito
a periferia da célula exibindo mitocondrias e plastidio; 16. Plastidio com substancia
eletrondensa no estroma; 17. Células da epiderme com acumulo de secrecado (*) no espacgo
extraprotoplasmatico. 18. Detalhe do espago extraprotoplasméatico com corpos
eletronlucentes (cabeca de seta) na secrecdo (*), note mitocobndrias no citoplasma; 19.
Detalhe do nucleo. Note mitocéndrias e plastidios com corpos eletronlucentes. Es, epiderme
secretora; Ca, eixo central; D, debris; V, vacuolo; Exp, espaco extraprotoplasmatico; M,
mitocondria; P, plastidio; N, ndcleo. 14. Microscopia 6ptica. 15-19. Microscopia eletrénica de
transmissao. Barras: 14, 25um; 15, 1uym; 16, 200nm; 17, 2um; 18, 19, 500nm.
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Figuras 20-28. Citoquimica da parede periclinal externa dos coléteres. 20, 24, 25, 27,
Psychotria pubigera; 23, P. suterella; 21, 22, 26, 28, P. leiocarpa. 20-26, Contrastagéo
rotina; 27, 28, Teste com vermelho de Ruténio. 20, 21, 23. Estratos cuticulares,
apresentando desorganizacdo da camada polissacaridica e estratos cuticulares (seta); 22-
24. Possivel rompimento da cuticula (cabeca de seta); 25, 26. Organizacdo da parede
periclinal externa, detalhe da marcacdo dos estratos cuticulares; 27, 28. Marcagcdo com
vermelho de ruténio evidenciando o acumulo de secrecdo na camada mais externa da
parede (*) e na cuticula (cabeca de seta). A. arborescente; R. reticulada. Microscopia
eletrénica de transmisséo. Barra: 20, 2um; 21, 0,5um; 22, 250nm; 23, 24, 1 ym; 25, 200nm;
26-28, 500nm.
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Figuras 29-34. Ensaio TUNEL em cortes transversais de coléteres de Psychotria pubigera.
29, 30. Coléter em estagio inicial evidenciando reacdo positiva nos nudcleos com
fragmentacdo de DNA. note marcacéo sutil na imagem 30; 31, 32. Coléter em estégio tardio
apresentando marcacgao intensa; 33, 34. Controle negativo. Seta branca e preta, indicacdo

do nucleo. 29, 31, 33. Microscopia Optica campo claro. 30, 32, 34. Microscopia 6ptica
fluorescéncia. Barras: 29-34, 25um.
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Figuras 35-40. Ensaio TUNEL em cortes transversais de coléteres de Psychotria leiocarpa.
35, 36. Coléter em estagio inicial evidenciando reacdo positiva nos nucleos com
fragmentacdo de DNA; 37, 38. Coléter em estagio tardio evidenciando reacao positiva nos
nuacleos com fragmentacdo de DNA; 39, 40. Controle negativo. Seta branca e preta,
indicacdo do nucleo. 35, 37. Microscopia Optica campo claro. 36, 38, 40. Microscopia 6ptica

fluorescéncia. Barras: 35-40, 25um.
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DISCUSSAO

Com relacdo a ultraestrutura, jA foi observado que as células de tecidos
secretores sdo caracterizadas por apresentarem citoplasma denso, conter
abundéancia de mitocondrias e pequenos vacuolos, sendo que a frequéncia de outras
organelas varia de acordo com o material secretado (Fahn, 1988). Os coléteres das
trés espécies estudadas no estagio secretor inicial apresentaram nas células da
epiderme secretora, reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi bem
desenvolvidos, mitocéndrias, vacuolos em diferentes tamanhos e plastideos. Essas
caracteristicas indicam que, nesta fase, os coléteres ja se encontram em atividade
secretora (Thomas 1991; Klein et al., 2004; Miguel et al., 2006, 2009; Paiva &
Machado 2006a).

Como descrito anteriormente, no estagio secretor inicial, os coléteres
apresentam células com caracteristicas de grande atividade de sintese da secrecao.
Por exemplo, a abundéancia de reticulo endoplasmatico na fase secretora de
coléteres encontrada nas espécies aqui estudadas foi também descrita por Mohan &
Inamdar (1986), por Klein et al. (2004) e por Barreiro (2006). Estudos como de
Dexheimer & Guenin (1981) mostram a importancia do reticulo plasmatico rugoso e
complexo de Golgi na producdo de mucilagem, além de proteinas e de lipideos
(Machado et al. 2012). Werker & Kislev (1978) sugeriram que em pelos radiculares
de Sorghum (Poaceae) a mitocéndria pode desempenhar um papel na producéo de
mucilagem em espécies Neste sentido, as caracteristicas observadas destas
organelas no estagio secretor inicial dos coléteres das trés espécies de Psychotria
sugerem o importante papel destas na sintese de precursores da secrecao, visto
gue previamente por testes histoquimicos apresentados no capitulo 1, foi
identificado predominantemente mucilagem na secrec¢ao dos coléteres. Ainda que ao
longo do desenvolvimento também tenha sido detectada a presenca de &cidos
graxos.

Plastidios com inclusGes granulosas e eletronlucentes foram observados no
estagio inicial de desenvolvimento dos coléteres nas espécies estudadas, entretanto
no estagio tardio foi observado com grande frequéncia inclusdes fortemente
osmiofilicas e também eletronlucentes no estroma, além de estarem associados a
reticulo endoplasmético rugoso e ao nucleo. Com base nestas caracteristicas e

aliado aos trabalhos que descrevem o envolvimento desta organela com a producao
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de compostos lipofilicos (Fahn, 1979, 1988; Sachetti et al., 1999; Machado et al.,
2006; Favorito-de-Carvalho, 2009), nos permite inferir que a presenca dos
plastideos, assim como suas mudancas ao longo do desenvolvimento dos coléteres
esta relacionada com a sintese de substancias lipofilicas. Estes dados corroboram
com os resultados dos testes histoquimicos realizados no capitulo 1, mostrando a
presenca e o aumento de acidos graxos nas células dos coléteres durante o seu
desenvolvimento. A presenca de grdos de amido no estroma dos plastidios nas
células parenquimaticas durante o estagio inicial dos coléteres das espécies
estudadas pode estar associada a uma fonte de energia para 0S processos
metabdlicos, assim como outros autores sugeriram para coléteres (Durkee et al.,
1984), cavidades secretoras (Monteiro et al., 1999) e tricomas (Machado et al.,
2006).

Com base nas caracteristicas ultraestruturais pode-se sugerir que a secrecao
produzida pelos coléteres das espécies estudadas possui natureza mista (hidrofilica
e lipofilica). De fato, o aspecto da secrecdo acumulada no espaco
extraprotoplasmatico entre as células secretoras difere entre os estagios de
desenvolvimento. Durante o estagio secretor inicial, os depdsitos apresentam
aspecto granuloso, caracteristicas de secrecdo predominantemente mucilaginosa,
enguanto no estagio secretor tardio possuem aspecto mais homogéneo e fortemente
osmiofilico com presenca de corpos eletronlucentes. Tais caracteristicas séo
semelhantes as descrita por Machado et al. (2012) em coléteres de Alibertia sessilis
(Rubiaceae). As células parenquimaticas do eixo central e as células epidérmicas do
coléter das trés espécies de Psychotria apresentam vacuolos com deposi¢cdo de
alcaldide e que posteriormente vém a compor a secrecdo. O reticulo endoplasmatico
rugoso, o vacuolo e o plastidio também estdo relacionados com a sintese de
alcaléide (Marinho, 2009).

As caracteristicas descritas para as trés espécies estudadas, como, a
retracdo no citoplasma, o acimulo de secre¢do nos espacos extraprotoplasmaticos
e a presenca e as caracteristicas das organelas que compdem o citoplasma das
células do coléter sdo compativeis com a atividade secretora descrita por Fahn,
1988. Ja a presenca de vacuolos com deposicado de alcaldide e condensacédo da
cromatina nuclear séo indicios de morte celular programada, sendo estas ocorrentes
desde o estagio inicial de desenvolvimentos dos coléteres para as trés espécies de
Psychotria (Schussler & Longstreth, 1996; Klein et al., 2004; Miguel et al., 2006;
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Miguel et al., 2009). Entretanto, os tecidos secretores sofrem transformacdes
relativamente rapidas, fazendo com que sua estrutura e até mesmo seu contetdo
bioguimico diferenciado em um curto periodo de tempo (Dickison, 2000; Miguel et
al., 2006; Gaffal et al., 2007). Esta caracteristica torna dificil & caracterizacdo dos
diversos tecidos que possuem funcdo secretora, bem como, estabelecer seus
estagios de desenvolvimento (Fahn, 1979).

No estagio secretor tardio foi observada uma aparente diminuicdo na
guantidade de mitocbndria, plastidios e reticulo endoplasmatico, desaparecimento
do complexo de Golgi e um concomitante aumento dos vacuolos que passam a
recobrir a maior parte do citoplasma. Estas observagfes estdo de acordo com as
caracteristicas do processo de morte celular programada (Bursch, 2001; Van Doorn
& Woltering, 2005). A morte celular e dissolucdo citoplasmatica apés uma fase de
secrecdo intensa é a etapa final do desenvolvimento da maioria das células
glandulares (Fahn, 1979). Venkaia (1992) relata que as células epiteliais de ductos
em senescéncia mostram vacuolizacdo e degeneracdo do citoplasma. Paiva &
Machado (2006a) observaram coléteres em estado de senescéncia com as mesmas
caracteristicas. Miguel et al. (2006) notou gradativa degradacdo citoplasmatica
ocorrendo paralelamente a plasmélise durante o processo de senescéncia de
coléteres de Bathysa nicholsonii (Rubiaceae). De um modo geral os caracteres
relacionados a este processo séo retracdo do citoplasma, alteracdo na morfologia
nuclear e posterior clivagem do DNA (Green & Kroemer, 1998; Danon et al., 2000;
McCabe & Leaver, 2000; Van Doorn & Woltering, 2005).

Uma das caracteristicas bioquimicas notaveis de morte celular programada é
a fragmentagcdo de DNA nuclear (Martz & Howell, 1989; McConkey et al., 1990;
Ucker, 1991). Sendo assim, foi realizado um ensaio de TUNEL nas espécies P.
leiocarpa, P. pubigera e P. suterella a fim de estabelecer uma ligacdo entre as
alteracdes ultraestruturais observadas durante os estdgios de desenvolvimento dos
coléteres e a ocorréncia de morte celular programada. Para as espécies P.
leiocarpa, P. pubigera o ensaio revelou fragmentacdo do DNA desde o estagio
secretor inicial de desenvolvimento dos coléteres. E ao longo do desenvolvimento do
coléter a fragmentagdo ocorre com maior frequéncia e intensidade. Com base
nestes dados, pode-se sugerir que a fragmentacdo do DNA é uma das primeiras
manifestacbes de morte celular programada nos coléteres estudados. Esta

caracteristica também foi observada em folhas jovens de Nicotiana tabacum L.
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(Solanaceae) (Uzelac et al., 2008) e em coléteres de Alseis pickelli (Rubiaceae)
(Tullii et al., 2013).

Para a espécie de P. suterella o resultado para fragmentacédo do DNA nuclear
foi TUNEL- negativo, Entretanto, ndo significa que o processo de morte celular nédo
tenha sido iniciado. E possivel que no tipo de morte celular programa ocorrente no
coléter desta espécie fragmentacdo do DNA nuclear se inicia tardiamente.

Van Doorn (2011) sugeriu a classificacdo de dois tipos de morte celular em
plantas baseado em caracteres morfolégicos: morte celular autolitica e nao
autolitica. A morte celular autolitica muitas vezes manifesta-se por uma gradual
diminuicdo do volume do citoplasma e um concomitante aumento do volume
vacuolar. Tais caracteristicas se assemelham as observadas nas espécies
estudadas, o que nos permite inferir que a morte celular ocorrente nas espécies
estudadas é do tipo autolitica. Entretanto pouco se sabe sobre a morte celular em
plantas e a definicAo dos processos é bastante discutida, sendo encontradas
diversas classificacbes na literatura (Danon et al., 2000; Van Doorn & Woltering,
2005; Van Doorn et al., 2011; Van Doorn, 2011).

Nos coléteres das espécies estudadas foi possivel observar a passagem de
secrecdo pela parede periclinal externa, nos dois estagios de desenvolvimento,
evidenciada pela técnica de citoquimica, porém nao foi detectada a presenca de
poros nem canais nesta parede. A auséncia dessas estruturas também foi verificada
em Passiflora foetida (Passifloraceae) (Durkee et al.,, 1984), Prestonia coalita
(Apocynaceae) (Rio et al., 2002), em trés espécies de Simira (Rubiaceae) (Klein et
al., 2004), Cariocar brasiliensis (Caryocaraceae) (Paiva & Machado, 2006b), Bathysa
nicholsonii (Rubiaceae) (Miguel et al., 2006), Rauvolfia sellowii (Apocynaceae)
(Marasca, 2008), espécies de Asclepiadeae (Apocynaceae) (Demarco, 2008) e em
Copaifera langsdorffii (Fabaceae) (Paiva, 2009). A grande presenca de secrecdo na
camada arborescente indica que a secrecao passa lentamente pela parede e tende
a se acumular na cuticula até o possivel rompimento e externalizacdo total da
secrecdo. Esta evidencia foi observada nas espécies P. pubigera e P. leiocarpa,
podendo constituir um indicio que a forma final de liberacdo da secrecdo dos
coléteres nas trés espécies de Psychotria ocorra por ruptura da cuticula como o
resultado da pressao exercida pela secrecdo acumulada no espago subcuticular
(Mohan & Inandar, 1986; Paiva et al., 2001). Esta forma de liberagcdo da secrecao

dos coléteres também foi relatada por Thomas & Dave (1989a) e Paiva & Machado


http://pt.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Passifloraceae

74

(2006a,b). Paiva (2009) ressalta que o acumulo dos produtos de secrecao entre a
parede e a cuticula parece promover uma pressao que permite o fluxo de secrecéo
atravessar a barreira cuticular, provavelmente por rupturas. Assim, a secrecao pode
ser liberada sem requisitos de energia. No entanto, Miguel et. al. (2006) sugere que
a secrecdo passaria pela parede celular através de desorganizacdo de suas
camadas. Nas espécies estudadas também foi observado a desorganizagdo nas
camadas que compdem a parede periclinal externa, sendo um indicio de como a

secrecdo passa pela parede até a cuticula.

CONCLUSOES

As caracteristicas a nivel subcelular das células da epiderme secretora
diferem entre uma espécie. Para as espécies P. leiocarpa e P. pubigera as células
da epiderme apresentam como caracteristica marcante o citoplasma eletrondenso e
sua leve retracdo, ja em P. suterella ndo ocorre retracdo do citoplasma e 0 mesmo
possui aspecto granular, mas ndo é tdo denso como observado nas outras duas
espécies estudadas. As trés espécies compartiham a presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias, complexo de Golgi e plastideos. Para as trés
espécies, nas células parenquimaticas o citoplasma esta localizado na periferia das
células e possui aspecto granuloso e néo é tdo denso quando comparado as células
secretoras.

Através da descricao ultraestrutural das células da epiderme foi possivel
confirmar e definir os dois estagios secretores no desenvolvimento dos coléteres: um
estagio secretor inicial e um estagio secretor tardio. A caracteristica marcante para
classificacdo do estagio secretor inicial € a intensa atividade celular nas células em
palicada, sendo observada a grande quantidade e variedade de organelas
relacionadas com sintese de substancias ligadas a secrecdo. Ja o estagio secretor
tardio tem como caracteristica marcante, a presenca de grandes vacuolos e a
desestruturacdo nuclear.

A senescéncia ndo é bem definida quanto ao nivel subcelular, ja que as
células secretoras entram em processo de morte celular programada enquanto ainda
estdo em estagio secretor inicial. Tais observacdes foram possiveis através da

marcacgao da fragmentacédo do DNA nuclear.
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A parede periclinal externa dos coléteres é dividida em trés camadas. Os
resultados relacionados ao modo de externalizagdo da secrecdo revelou que 0s
estratos cuticulares da parede periclinal externa se reorganizam, de acordo com a
passagem da secrecdo. Também foi observado ruptura da cuticula, sendo a unido

destas caracteristicas o possivel modo de externalizagdo da secrecao dos coléteres.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa utilizou-se de um estudo morfolégico e anatdmico para
caracterizar os coléteres de espécies de Psychotria, podendo fornecer possiveis
dados para subsidiar a taxonomia complexa desde género e contribuir para entender
o desenvolvimento desta estrutura. E aliado aos estudos da composi¢cdo quimica
dos coléteres, afim de, estabelecer o papel da secrecédo para a planta, e os estudos
ultraestruturais para analisar de forma mais detalhada o comportamento das células
secretoras ao longo do desenvolvimento, tornou possivel observar a dindmica
celular e o comportamento da parede periclinal externa. Com a unido destes dados
foi possivel identificar que os coléteres passam por um processo de senescéncia até
a sua morte celular e a deteccdo da fragmentacdo do DNA veio a revelar que o
processo de morte celular possivelmente comeca desde o estagio inicial de
desenvolvimento para as espécies P. leiocarpa e P. pubigera.

Constatou-se que, embora 0s coléteres presentes nos apices vegetativos das
espécies de Psychotria possuam padrdo anatémico parecido, constituido por um
eixo central de células parenquimaticas, revestido por uma epiderme unisseriada em
palicada, o estudo revelou diferencas morfologicas, tornando possivel identificar
quatro tipos diferentes de coléteres nas espécies estudadas do género Psychotria,
além da diferente distribuicdo dos coléteres na estipula. Essas variacdes
morfolégicas e anatdmicas, bem como, as variacBes de distribuicdo e organizacdo
dos coléteres sdo passivas de serem utilizadas como caracteres diagnésticos para
identificacdo das espécies dentro do género em questdo; uma vez que, pequenas
variacbes presentes em poucos casos, devem ser consideradas como caracteres
taxondmicos.

O estudo da composicdo quimica das células secretoras e da secre¢do dos
coléteres revelou uma mistura de substancias lipofilica e hidrofilica, além da
presenca de alcaldide. Estes dados, aliado a literatura, constata o papel biol6gico da
secrecéo nas interacdes destas plantas com o ambiente, constituindo um importante
papel de defesa dos tecidos em desenvolvimento nos apices vegetativos contra
fatores bidtico e abidtico.

A andlise ultraestrutural € de grande importancia para entender 0s processos
de sintese da secrecdo em células secretoras. O estudo detalhado das células

secretoras permitiu avaliar o comportamento das possiveis organelas envolvidas na
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sintese da secrecdo, bem como, estabelecer correlacbes da presenca e
caracteristicas de determinadas organelas com o material secretado. Concomitante
foi possivel observar o desenvolvimento dos coléteres ao longo da sua atividade
secretora, e através da técnica TUNEL revelar que a morte celular ocorre desde os
primeiros estagios de desenvolvimento. Sendo necessarios mais estudos a cerca
destas estruturas, para entender o seu desenvolvimento e compreender oS

processos de morte celular.
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