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FAVORITO, S. TRICOMAS SECRETORES DE Lippia stachyoides CHAM.
(VERBENACEAE): ESTRUTURA, ONTOGENESE E SECRECAO. 2009. 83p.
DISSERTACAO (MESTRADO) - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Resumo - Uma caracteristica da familia Verbenaceae é a presenca de tricomas
secretores, geralmente produtores de 6leos essenciais de grande valor medicinal. Muitas
espécies de Lippia Houst. sdo utilizadas em programas fitoterapicos e de
complementacdo alimentar no Brasil, sendo L. alba e L. sidoides as mais utilizadas e
estudadas. O cerrado possui aproximadamente 33 espécies de Lippia cujo potencial
farmacoldgico é desconhecido. Apesar da importancia econémica como fonte de
medicamentos e da representatividade de Lippia na flora aromatica nativa, pouco se
conhece sobre 0s aspectos estruturais e da secrecdo dos seus tricomas secretores. Neste
trabalho foram estudados os tricomas secretores presentes em 6rgdos vegetativos e
reprodutivos de L. stachyoides Cham. sob o ponto de vista morfoldgico, ontogenético,
histoquimico e ultra-estrutural. Foram utilizadas técnicas convencionais em estudos
anatdbmicos e ultra-estruturais; a identificacdo in situ da composicdo quimica das
substancias presentes nos tricomas foi realizada por meio de testes histoquimicos. Em L.
stachyoides, os tricomas secretores sdo capitados e foram classificados em cinco tipos
morfoldgicos, os quais sdo amplamente distribuidos no caule, folhas e inflorescéncias.
A histoquimica revelou que nos tipos | e IV predominam substancias hidrofilicas e nos
tipos Il e V, substéncias lipofilicas. De um modo geral, as caracteristicas ultra-
estruturais observadas em cada tipo de tricoma corroboraram os resultados das analises
histoquimicas. Os resultados do presente trabalho sugerem que as variagOes
morfoldgicas dos tricomas secretores em L. stachyoides estdo associadas com a

composi¢do quimica da secregao.

Palavras-chave: anatomia, cerrado, Lippia stachyoides, tricomas secretores, ultra-

estrutura, Verbenaceae.



FAVORITO, S. SECRETORY TRICHOMES OF Lippia stachyoides CHAM.
(VERBENACEAE): STRUCTURE, ONTOGENESIS AND SECRETION. 2009.
83p. DISSERTACAO (MESTRADO) - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP -

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Abstract — A feature of the family Verbenaceae is the presence of secretory trichomes,
producers of essential oils with great medicinal value. Many species of Lippia Houst.
are employed in phytotherapic and food complementation programs in Brazil, being L.
alba and L. sidoides the most employed and studied species. The Brazilian cerrado has
approximately 33 species of Lippia, whose pharmacological potential is unknown.
Despite the economic importance of Lippia as a source of medicinal drugs and its
representation in native aromatic flora, little is known about the structural and secretion
features of its trichomes. In this work, the secretory trichomes, occurring in vegetative
and reproductive organs of Lippia stachyoides Cham., were studied on the
morphological, ontogenetic, histochemical and ultrastructural views. Usual techniques
of vegetal anatomy and ultrastructure were employed; in situ identification of the
chemical composition of the substances present in the trichomes was performed
according to histochemical tests. In L. stachyoides, the secretory trichomes are capitate
and classified according to five morphological types which are widely distributed in the
shoot, leaves and inflorescences. The histochemistry revealed that in types | and IV,
hydrophilic compounds are predominant and that lipophilic substances predominate in
the types Il and V. In general, the ultrastructural features observed in each trichome type
corroborate the histochemical analysis. The results of this work suggest that
morphological variations of secretory trichomes in L. stachyoides are associated to the

chemical composition of the secretion.

Kew words: anatomy, cerrado, Lippia stachyoides, secretory trichomes, ultrastucture,

Verbenaceae.



Introducéo

Verbenaceae é uma familia botanica que compreende 36 géneros e 1000 espécies
distribuidas nas regibes tropicais e subtropicais, incluindo ervas ou arbustos e menos
freqlientemente arvores ou lianas. Nesta familia estédo incluidas espécies aromaticas e/ou
medicinais amplamente usadas na medicina popular (Souza e Lorenzi, 2005).

Muitas espécies de Verbenaceae possuem 6leos essenciais produzidos em tricomas
secretores. Estudos indicam que esses 6leos, ricos em mono e sesquiterpenos, possuem
comprovada atividade antibacteriana e antifingica (Moldenke, 1965; Dwivedi e
Kishore, 1990; Kishore e Mishra, 1991; Kishore et al.,1993; Bonzani et al., 1997;
Nunes et al., 2000; Hassan e Begum, 2001; Zoghbi et al., 2002; Leal et al., 2003; Pérez
et al., 2005; Andrighetti-Frohner et al., 2005; Duarte et al., 2005; Viljoen et al.,
2004).

Entre as Verbenaceae com reconhecido valor medicinal destacam-se as espécies
pertencentes a Lippia Houst.,, um género nativo distribuido principalmente nos
neotropicos (Leal et al., 2003). Muitas dessas espécies sdo de ocorréncia restrita em
areas de cerrados e montanhas altas do Brasil e Bolivia. No Brasil, 0s principais centros
de diversidade especifica deste género estdo localizados na Cadeia do Espinhago, em
Minas Gerais e na Chapada Diamantina, na Bahia, sendo a morfologia da inflorescéncia
o principal carater utilizado em diferentes sistemas para delimitacdo de taxons
infragenéricos (Salimena, 2002).

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e L. sidoides Cham. sdo as espécies mais
conhecidas e extensivamente estudadas sob o ponto de vista quimico e agrondmico
(Leal et al., 2003; Duarte et al., 2005; Santos et al., 2004; Andrighetti-Fréhner et al.,
2005). O valor medicinal do 6leo essencial tem sido ressaltado nos numerosos trabalhos

que abordam sua composi¢ao quimica (Dwivedi e Kishore, 1990; Kishore e Mishra,



1991; Kishore et al., 1993; Zoghbi et al., 2002; Leal et al., 2003; Pérez et al., 2005;
Andrighetti-Frohner et al., 2005; Duarte et al., 2005; Viljoen et al., 2004).

L. alba é uma espécie origindria da América do sul, sendo conhecida por erva
cidreira brasileira ou falsa melissa. E amplamente usada em substituicio a Melissa
officinalis na forma de chas, macerados, compressas, banhos e extratos alcodlicos
(Julido et al., 2001 in Biasi e Costa, 2003). Suas folhas sdo utilizadas em forma de
infusdo pelas atividades antiespasmoédica, estomaquica, carminativa, relaxante do
sistema nervoso (Albuquerque, 1989; Andrighetti-Frohner et al., 2005), emenagoga
(Corréa, 1984) e contra intoxicages em geral (Di Stasi et al., 1989). A a¢do antiflngica
(Kishore e Mishra, 1991; Kishore et al., 1993; Duarte et al., 2005), bactericida (Caceres
et al., 1991) e analgésica foi comprovada nesses estudos. Os principais constituintes do
6leo essencial de L. alba sdo o alfa-terpineno, beta-cariofileno e citral (Gomes et al.,
1993; Corréa, 1992; Silva, 1979; Craveiro, 1981a,1987).

Estudos quimicos revelaram variacbes na producdo e na composi¢do do Oleo
essencial de L. alba que se devem, provavelmente, aos efeitos dos fatores ambientais e a
metodologia empregada pelos diferentes pesquisadores, bem como a variabilidade
genética dessa espécie (Ming, 1992; Santos et al., 2004). Camargo (2001) verificou que
plantas de L. alba constituem uma importante fonte de néctar para abelhas e comprovou
que o mel desta espécie em concentragdes elevadas apresentou acéo antibacteriana; as
analises feitas pelo autor indicaram que as caracteristicas fisico-quimicas deste mel
atendem aos padrdes da legislacdo brasileira, para todos os aspectos analisados.

L. sidoides Cham. popularmente conhecida como alecrim-pimenta, tem sido usada
na complementacdo alimentar como fonte de vitaminas para a populagdo carente em
projetos de fitoterapia e medicina social em varios municipios brasileiros (Mattos et al.,

1996; Ming, 1992). O extrato aquoso de L. sidoides é dotado de acentuado efeito anti-



séptico, antiinflamatorio e cicatrizante (Pascual et al., 2001). Seu 6leo essencial tem
como principal constituinte o timol (Leal et al., 2003).

No género Lippia, a producdo de 6leos essenciais tem sido associada a presenca de
tricomas secretores (Bonzani et al., 1997; Nunes et al., 2000; Hassan e Begum, 2001).

Estudos morfoldgicos incluindo analises ontogenéticas, estruturais e histoquimicas
desses tricomas em representantes de Lippia sdo raros. Bonzani et al. (2003) estudaram
o0 indumento de trés espécies de Lippia (L. turbinata Griseb, L. junelliana (Mold.) e L.
integrifolia (Griseb.)) e relataram variagdes no numero de células da cabeca dos
tricomas capitados, sendo descritos tricomas com cabeca unicelular, cabeca tetracelular
e cabeca multicelular. Santos et al. (2004) descreveram trés tipos de tricomas secretores
para L. alba. Combrinck et al. (2007) analisaram a morfologia e a histoquimica dos
tricomas secretores de Lippia scaberrima, uma espécie do sul da Africa, amplamente
utilizada na medicina popular, e encontraram quatro tipos morfolégicos de tricomas
secretores.

Em Lippia a morfologia, distribuicdo e frequéncia dos tricomas, secretores e ndo
secretores podem ser usados como caracteres taxondmicos discriminativos em nivel
especifico (Salimena, 2002). Além disso, estudos anatdbmicos detalhados do indumento
podem contribuir para o controle de qualidade de drogas, considerando-se a ampla
utilizacdo dessas plantas na medicina popular (Bonzani et al., 2003).

Com base na literatura disponivel, pode-se concluir que os tricomas secretores em
representantes de Lippia carecem de estudos principalmente quanto a distribuicéo,
caracterizacdo morfoldgica e histoquimica, bem como quanto aos aspectos celulares
relacionados com a secregao.

Apesar da importancia econdmica dessas plantas como fonte de medicamentos e da

representatividade de Lippia na flora do cerrado, com aproximadamente 33 espécies



catalogadas (Sano e Almeida, 1998), os estudos sdo ainda muito escassos. Estudos desta
natureza, além de reforcar a importancia da conservacdo da biodiversidade, poderdo
subsidiar programas de manejo e uso racional da flora aromaética e medicinal do cerrado.

Assim, visando complementar e ampliar as informagdes sobre os tricomas secretores
em representantes de Verbenaceae, este trabalho propds o estudo da morfologia,
ontogénese, histoquimica e ultra-estrutura dos tricomas secretores de Lippia stachyoides

Cham., espécie subarbustiva comum em fisionomia campestre de cerrado.



Revisdo Bibliografica

A familia Verbenaceae

Verbenaceae juntamente com outras 20 familias do grupo das asterideas constituem
a ordem Lamiales (Judd, 1999; Souza e Lorenzi, 2005). Nesta ordem estdo incluidas
importantes plantas aromaticas como lavandula, jasmim, menta, basilico, alecrim,
verbena entre outras.

Verbenaceae possui 36 géneros e 1000 espécies com distribuicdo pan-tropical,
principalmente nos neotrdpicos. No Brasil, ocorrem 17 géneros e cerca de 250 espécies,
sendo 33 delas ocorrentes no cerrado. As espécies desta familia possuem diversos
habitos, variando de arbustos, ervas até, menos frequentemente, arvores e lianas
(Metcalfe e Chalk, 1950; Sano e Almeida, 1998; Judd, 1999; Souza e Lorenzi, 2005).

Dentre as verbenéaceas encontram-se espécies ornamentais comumente cultivadas
como, por exemplo, Duranta repens e Lantana camara, espécies invasoras de culturas
pertencentes a Verbena sp. e Stachytarpheta sp. e espécies aromaticas e medicinais
como as pertencentes ao género Lippia (Souza e Lorenzi, 2005).

Os representantes de Verbenaceae apresentam caule quadrangular ou poligonal
densamente pubescente com tricomas ndo secretores e tricomas secretores. As folhas
sd0 opostas, raramente verticiladas; anfiestomaticas ou hipoestomaticas, simples com
margem serreada, as vezes lobada. Ndo possuem estipulas e algumas espécies
apresentam nectarios extraflorais. O limbo pode variar de dorsiventral a isobilateral. As
folhas, assim como o caule, sdo densamente pubescentes. As flores sdo pouco vistosas e
estdo reunidas em cachos terminais ou axilares. Sdo bissexuais, zigomorfas e
diclamideas. O célice é tubular, pentdmero e gamossépalo e a corola pentamera,
gamopétala e bilabiada. Apresentam estames didinamos adnados a corola e ovério

stpero bicarpelar. Os frutos da maioria das espécies sdo drupaceos, sendo que apenas



nas espécies de Verbena estes sdo esquizocarpos (Metcalfe e Chalk, 1950; Judd, 1999;
Souza e Lorenzi, 2005).

A presenca de tricomas secretores é uma caracteristica marcante em Verbenaceae e
segundo Metcalfe e Chalk (1950), estes tricomas sdo de dois tipos: capitados com
cabega pequena composta de uma ou um pequeno nimero de células e pedicelo com
comprimento variavel; e tricomas peltados com haste curta e cabega multicelular em

forma de disco.

O género Lippia

Lippia Houst., primeiramente descrito em 1753 por Linnaeu, € um género nativo de
Verbenaceae que inclui ervas, arbustos e pequenas arvores. Possui cerca de 200
espécies, a maioria concentrada no Brasil, Paraguai e Argentina, havendo poucas
espécies endémicas da Africa. No Brasil, ocorrem cerca de 150 espécies distribuidas em
areas de cerrados, e montanhas altas e campos rupestres de Minas Gerais e Bahia
(Pascual et al., 2001; Salimena, 2002; Leal et al., 2003; Pimenta et al., 2007).

Muitas espécies deste género sdo utilizadas em programas fitoterapicos e de
complementacdo alimentar no Brasil, sendo Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e L.
sidoides Cham. as espécies mais conhecidas e estudadas sob o ponto de vista quimico e
agrondmico (Pascual et al., 2001; Leal et al., 2003; Duarte et al., 2005).

L. alba, conhecida popularmente como erva cidreira brasileira ou falsa melissa, é
consumida na forma de chas como digestiva, macerada para dores de dente e na forma
de banhos como febrifuga. As atividades antiflngica, bactericida e analgésica dos 6leos
produzidos por esta espécie foram comprovadas com testes farmacoldgicos. (Pascual et

al., 2001; Aguiar e Costa, 2005).



L. sidoides, conhecida popularmente como alecrim pimenta, tem sido usada na
complementacdo alimentar como fonte de vitaminas para a populacdo carente em
projetos de fitoterapia e medicina social em varios municipios brasileiros. Seu 6éleo
essencial € amplamente usado como anti-séptico (Pascual et al., 2001; Leal et al., 2003;
Nunes et al., 2005; Souza et al., 2007).

As propriedades medicinais atribuidas a espécies de Lippia estdo relacionadas a
producdo de Oleos essenciais pelos tricomas secretores. Em Lippia, a morfologia,
distribuicdo e frequéncia dos tricomas secretores e ndo secretores podem ser usados
como caracteres taxondmicos discriminativos em nivel especifico (Bonzani et al., 1997;
Salimena, 2002).

Inimeros trabalhos sobre a anélise quimica dos 6leos essenciais de Verbenaceae
mostraram que terpendides sdo 0S compostos mais comuns e estruturalmente diversos
presentes na secrecdo dos tricomas secretores (Uphof ,1962; Levin, 1973; Croteau et al.,
2000; Peres, 2004; Santos et al., 2004; Aguiar e Costa, 2005; Combrinck et al., 2007;

Mevy et al., 2007; Oliveira et al., 2007).

Tricomas

O termo tricoma significa conjunto de pélos (trichos, pélo e oma massa ou
conjunto), pois era utilizado para designar o que hoje se considera como indumento.
Hoje, o termo tricoma é utilizado para designar a unidade que comp8e o indumento
(Gongalves e Lorenzi, 2007).

Segundo Gongalves e Lorenzi (2007), tricoma é uma célula ou um conjunto de
células diferenciadas da epiderme que usualmente projetam-se, como se fossem pélos.
Sdo apéndices de origem epidérmica que apresentam diversas formas, estruturas e

funcbes podendo ser classificados de diversas formas (Behnke, 1984; Wagner, 1991).



Muitos autores tém utilizado uma mistura de caracteres morfoldgicos e anatdmicos para
classifica-los. Segundo Behnke (1984), os tricomas podem ser classificados em
unicelulares ou pluricelulares, simples ou compostos, secretores ou ndo secretores.

Tricomas unicelulares sdo aqueles formados por uma Unica célula enquanto que
tricomas multicelulares sdo formados por mais de uma célula. Estes Gltimos podem ser
de dois tipos: unisseriados quando as células que o compdem estdo dispostas em uma
Unica fileira ou multisseriados, quando as células se dispdem em mais de uma fileira de
células. Tricomas simples (ou ndo ramificados) sdo aqueles que ndo possuem
ramificacdo no é&pice, j& os tricomas compostos (ou ramificados) apresentam
ramificacdo no seu &pice. Tricomas ndo secretores ou de cobertura ndo produzem
secrecdo, enquanto que tricomas secretores produzem e secretam, para 0 meio externo,
determinadas substancias (Behnke, 1984).

Segundo Fahn (1988), o fim do século XIX e inicio do século XX foi um periodo de
grande interesse nas pesquisas de tecidos secretores com numerosas publicagcbes em
anatomia e morfologia; secrecdo de produtos naturais; fisiologia e ecologia. Segundo o
autor, durante o curso evolutivo, as primeiras estruturas envolvidas em processo de
secrecdo eram idioblastos ou grupos de células pouco especializadas. Posteriormente,
surgiram estruturas internas mais especializadas representadas por canais e cavidades
secretoras e 0s tricomas secretores, segundo 0 autor, sdo as estruturas mais recentemente
evoluidas envolvidas em processo de secrecéo e interagdes com 0 meio.

Tricomas secretores sdo formados por uma porcdo que se insere entre as outras
células epidérmicas, chamada de base, e um segmento que se encontra acima da
superficie da epiderme, chamado de corpo. O corpo do tricoma é representado por um
pedicelo, que é a por¢do que eleva as células secretoras (pode ou ndo estar presente),

podendo ser formado por uma a muitas células; uma célula colar que conecta a cabeca



com o pedicelo (pode ou ndo estar presente); e uma cabeca, que é a porcdo apical
secretora (Fahn, 1979; Gonzales e Arbo, 2004).

Os tricomas secretores podem ser classificados em dois tipos: capitados e peltados.
Tricomas capitados possuem um pedicelo de comprimento variado, composto de
numero diverso de células e cabeca secretora globosa com até quatro células, enquanto
que tricomas peltados séo formados por pedicelo curto semelhante a base, cabega ampla
achatada formada por mais de quatro células arranjadas em disco (Payne, 1978; Fahn,
1988; Ascensdo et al., 1995).

O desenvolvimento dos tricomas secretores se inicia logo nos primeiros estagios de
desenvolvimento do 6rgdo no qual esta inserido, no qual uma célula protodérmica que
se apresenta maior que as adjacentes, passa por uma série de divisdes periclinais dando
origem a uma fileira unisseriada de células. Se o tricoma originado for multisseriado,
esta fileira de células ird sofrer divisdoes anticlinais. Esta fileira de células, uni ou
multisserriada, dara origem as células que compordo base, pedicelo, célula colar
(quando presentes) e célula inicial da cabeca secretora. A célula inicial da cabeca
secretora sofre um alargamento e pode ainda sofrer divisdes anticlinais, quando a
cabeca for multicelular.

Segundo Uphof (1962), os tricomas secretores secretam uma variedade de
substancias do metabolismo secundario, como taninos, mucilagem, substancias
resinosas, 6leos essenciais e as caracteristicas peculiares das células que as produzem
variam de acordo com as substancias produzidas. De uma forma geral, células
secretoras especializadas sdo pequenas, possuem paredes delgadas com plasmodesmos,
nacleo relativamente grande, citoplasma denso e abundante, espaco periplasmatico e
subcuticular desenvolvidos, abundancia de mitocondrias e o tipo de organela

predominante estd relacionado com o tipo de secre¢do (Fahn, 1979, 2000; Castro e



Machado, 2006). Tricomas que secretam substancias predominantemente hidrofilicas
possuem dictiossomos hiperativos, enquanto que tricomas que secretam substancias
predominantemente lipofilicas possuem abundante reticulo endoplasmatico liso e
plastideos polimérficos contendo acimulo de material osmiofilico (Fahn, 1979).

Mono e sesquiterpenos sao os tipos mais comuns de terpenos encontrados nos 6leos
essenciais. Monoterpenos sdo formados por 10 carbonos; possuem baixo peso molecular
e por isso sdo altamente volateis. Dentre 0s monoterpenos conhecidos estdo o citronelal
e 0 mentol que possuem um odor agradavel e os piretréides, muito utilizados como
inseticidas. Os sesquiterpenos sdo formados por 15 carbonos e muitos também sdo
volateis, podendo fazer parte da composicdo dos 6leos essenciais. Dentre 0s
sesquiterpenos conhecidos estdo as lactonas, que conferem gosto amargo em folhas da
familia Asteraceae e o gossypol que confere resisténcia a pragas no algodao (Peres,
2004).

A secrecdo dos tricomas secretores é produzida nas células secretoras da cabega,
sendo que muitos precursores desta provém de células do parénquima, o que segundo
Sacchetti et al. (1999) é confirmado pela presenga de plasmodesmos nas paredes
transversais do pedicelo. Além disso, as paredes laterais do mesmo apresentam-se
cutinizadas controlando o fluxo via apoplasto. Apos a producao, a secre¢do é eliminada
para o espago periplasmatico por meio de plasmodesmos e posteriormente para 0 espago
subcuticular por meio de poros existentes na parede e/ou via plasmodesmos. A cuticula
se destaca, formando um amplo espaco subcuticular, no qual a secre¢do é acumulada.
Na maioria das espécies, para a eliminag¢do da secrecdo, ocorre a ruptura da cuticula em
uma linha pré-determinada geneticamente. Em alguns casos, esta linha ndo existe e a

secrecdo é eliminada por meio de poros existentes na cuticula (Fahn, 1979, 1988).



Segundo Wagner et al. (2004), recentemente pesquisadores tém focado suas
pesquisas sobre 0s tricomas secretores buscando entender e explorar a habilidade dessas
estruturas para secretar compostos quimicos. Além da importancia econdmica, podendo
ser utilizados com diversos propositos, especialmente como farmacos, pesticidas
naturais, aromatizantes, fragrancias e alimenticios (Bonzani et al., 1997; Pascual et al.,
2001; Aguiar e Costa, 2005; Oliveira et al., 2007; Mevy et al., 2007), os tricomas
secretores sd0 muito importantes ecologicamente participando na regulacdo de
temperatura, aumento da reflexdo de luz, diminuigdo da perda de agua, secrecéo de ions
e poluentes, reducdo na movimentacdo de insetos na planta, prote¢do contra fungos e
bactérias, atracdo de polinizadores e efeitos alelopaticos (Levin, 1973; Wagner, 1991;

Duke, 1994; Wagner et al., 2004).

Tricomas secretores em Lamiaceae

Trabalhos que se referem a morfologia, estrutura, ontogénese e ultra-estrutura dos
tricomas secretores de Verbenaceae sdo raros, no entanto muitos estudos tém sido
realizados para Lamiales em especial para os representantes de Lamiaceae (Werker et
al., 1985; Maffei et al., 1989; Doaigey, 1991; Werker et al., 1993; Bourett et al., 1994;
Ascensdo et al., 1995; Antunes et al., 1997; Serratto-Valenti et al., 1997; Ascensao e
Pais, 1998; Bisio et al., 1999; Ascensdo et al., 1999; Navarro e Qualidi, 2000; Turner et
al., 2000; Gersbach, 2002; Sharma et al., 2003; Toledo et al., 2004; Martins e Pastori,
2004; Marin et al., 2006; Krstic et al., 2006; Kamatou et al., 2007; Grubesic et al.,
2007; Kaya et al., 2007). A seguir sdo comentados alguns trabalhos considerados de
maior relevancia no contexto desta pesquisa.

Werker et al. (1993) analisaram os tricomas secretores e sua distribuicdo nos

diferentes estagios de desenvolvimento das folhas e a composicéo do dleo essencial de



Ocimum basilicum. Foram observados tricomas secretores peltados e capitados.
Segundo os autores, nos tricomas secretores peltados a secrec¢do é acumulada no espaco
subcuticular formado entre a parede das células da cabeca e a cuticula, enquanto que
nos tricomas secretores capitados este espago € reduzido ou inexistente. Através dos
testes histoquimicos foram detectadas substancias lipidicas e polissacarideos no material
acumulado no espago subcuticular. Os autores verificaram que a densidade de tricomas
foi maior em folhas jovens e em regides meristematicas. Na medida em que a folha se
expande, a densidade de tricomas decresce, pois novos tricomas param de ser
produzidos.

Bourett et al. (1994) descreveram a ultra-estrutura, a morfologia e o
desenvolvimento dos tricomas de Nepeta racemosa. Os autores observaram dois tipos
de tricomas secretores: capitados com cabeca bicelular e peltados com cabeca 4-celular.
Segundo as observacdes feitas pelos autores, as células secretoras dos tricomas
capitados exibiram uma morfologia tipica de célula de transferéncia com invaginagdes
do plasmalema e apresentaram abundante reticulo endoplasmatico e vesiculas do Golgi,
indicando secregdo de substancias hidrofilicas, enquanto que os tricomas peltados
apresentaram a cuticula distendida e um grande espago subcuticular, presumivelmente
contendo Gleos essenciais. Foram descritos quatro estagios de desenvolvimento das
células secretoras dos tricomas peltados. O primeiro estadgio se caracterizou pela
presenca de muitos vacuolos. No segundo, houve uma redu¢do no nimero e tamanho
dos vaclolos e um aumento no sistema de endomembranas na proximidade dos
plastideos com pequena diferenciacdo interna. Neste estagio, ocorreu acumulo de
material no espaco subcuticular. A retragéo das paredes das células e uma aparéncia fina
do plasmalema caracterizaram o terceiro estagio. O quarto estagio foi descrito pelos

autores como sendo o estagio no qual o tricoma estd maduro. Neste estagio, um amplo



espaco subcuticular foi formado, ocorrendo uma exagerada retracdo do plasmalema e as
mitocOndrias aparecem na periferia da célula.

Ascensdo et al. (1995) descreveram para 6rgdos vegetativos e reprodutivos de
Leonotis leonurus tricomas peltados e capitados, sendo que nas folhas foram observados
0s dois tipos em abundéancia enguanto que nas flores os peltados foram numerosos e 0s
capitados foram raros ou ausentes. Os autores relataram que os tricomas capitados se
originaram de células protodérmicas maiores que as adjacentes. Através de uma série de
divisdes periclinais, foi formada uma fileira de trés a cinco células que correspondiam a
célula basal, células do pedicelo e célula inicial da cabega secretora. Em seguida, a
célula inicial da cabeca secretora se alargou formando uma célula globosa. Finalmente,
através de duas sucessivas divisdes anticlinais, foi formada a cabega secretora 4-celular.
Ja os tricomas peltados, se originaram de uma célula protodérmica que sofreu uma
divisdo periclinal originando células do pedicelo e célula inicial da cabega secretora.
Esta célula passou por um periodo de alargamento e divisdes anticlinais que deram
origem a cabega secretora. Ascensdo et al. (1995) sugeriram que a secre¢do produzida
nos tricomas peltados fica retida no espaco subcuticular formado pela separacdo da
cuticula juntamente com a camada de pectina da parede da célula até que ocorra o
rompimento e a liberacdo da secrecdo. Nos tricomas capitados, a secre¢do se acumulou
num pequeno espaco subcuticular e foi liberada por meio de microporos.

Ascensdo e Pais (1998) investigaram a histoquimica, a ultra-estrutura e a secre¢ao
dos tricomas capitados de Leonotis leonurus. Segundo os autores, 0s tricomas
consistiam de cabeca globular com quatro células e pedicelo de tamanho e morfologia
variavel e foram divididos em dois tipos: tipo |, com pedicelo curto e cilindrico e tipo II,
com pedicelo longo e conico, suportado por um pedestal celular. De acordo com testes

histoquimicos, a secrecdo destes tricomas seria composta de polissacarideos, proteinas,



Oleos essenciais e flavonoides. Os autores relataram que durante a fase secretora as
células da cabeca dos tricomas apresentaram reticulo endoplasmatico bem desenvolvido
e numerosas vesiculas do complexo de Golgi em atividade, caracteristicas que nao
condizem com as de células em atividade secretora de terpendides. Os autores
sugeriram, entdo, que 0os componentes protéicos e polissacarideos seriam transportados
até a membrana plasmatica via vesiculas do Golgi, enquanto que 0s constituintes
lipidicos seriam transportados diretamente pelo reticulo endoplasmaético. A secrecédo foi
acumulada no espaco subcuticular e a auséncia da ruptura da cuticula sugeriu a
ocorréncia de microporos.

Marin et al. (2006) analisaram os tricomas secretores de folhas de Rosmarinus
officinalis sob o ponto de vista morfoldgico, estereoldgico e histoquimico. Os autores
descreveram tricomas peltados com uma célula epidérmica basal, um pedicelo
unicelular e uma cabeca secretora multicelular; e tricomas capitados de dois tipos: o tipo
| consistiu de uma célula basal, um curto pedicelo unicelular e uma cabeca secretora
com uma ou duas células, ja o tipo Il foi descrito com uma célula basal, um pedicelo
curto uni ou bicelular e cabeca secretora unicelular. Os resultados mostraram que o
volume dos tricomas peltados foi maior que o dos tricomas capitados, embora estes
ultimos se apresentassem mais numerosos. Os testes histoquimicos mostraram reagdes
positivas para proteinas e polissacarideos em ambos os tipos de tricomas, enquanto que

compostos fenolicos foram verificados apenas nos tricomas peltados.

Tricomas secretores em Verbenaceae
Na literatura disponivel, foram encontrados apenas quatro trabalhos sobre tricomas

secretores de Verbenaceae, sendo que trés destes ndo se referem especificamente aos



tricomas, descrevendo sucintamente sua morfologia e secrecdo. Apenas em um dos
trabalhos os tricomas sdo tratados como tema central.

Inamdar (1969) estudou a estrutura epidérmica com énfase na ontogénese dos
estdbmatos e descreveu brevemente trés tipos de tricomas secretores: 1) capitado de
pedicelo curto; 2) tricoma secretor peltado e 3) tricoma secretor peltado filiforme
composto de pé, pedicelo unisseriado filiforme com quatro a seis células e cabeca
secretora com quatro a oito células de 14 espécies de Verbenaceae, ndo sendo incluida
nenhuma espécie de Lippia.

Bonzani et al. (2003) estudaram a anatomia do caule de sete espécies de
Verbenaceae incluindo trés espécies de Lippia (Lippia integrifolia, L. turbinata e L.
junelliana) e descreveram brevemente os tricomas secretores presentes nas espécies
estudadas. As trés espécies de Lippia apresentaram tricomas secretores curtos
compostos de pedicelo com duas células isodiamétricas e cabeca com 1-4 células e
apenas L. junelliana apresentou tricomas largos composto de pedicelo bicelular com a
célula proximal dilatada radialmente e cabeca pluricelular.

Santos et al. (2004) caracterizaram anatomicamente as estruturas secretoras de
Lippia alba e avaliaram o efeito dos diferentes horéarios de colheita na composicéo de
seu 6leo essencial e a quantidade deste nas estacfes seca e chuvosa. Os autores
observaram trés tipos de tricomas secretores de substancias lipidicas (evidenciadas com
Sudan 1V): o primeiro apresentou uma célula basal, um pedicelo alongado bicelular e
uma porcdo capitada bicelular; o segundo apresentou uma célula basal, uma célula
intermediaria e uma porcao capitada bicelular e o terceiro tipo, uma célula basal estreita
e uma porcéo capitada globosa. Os resultados de Santos et al. mostraram que a obtengdo
de 6leo essencial na estacdo seca foi superior a chuvosa e que as substancias que

compdem o 6leo essencial variaram de acordo com as variagdes ambientais.



Combrinck et al. (2007) estudaram a morfologia e a histoquimica dos tricomas
secretores de Lippia scaberrima, originaria da Africa do Sul. Neste trabalho foram
descritos trés tipos de tricomas secretores que diferiram na morfologia e no material
secretado: tricomas secretores peltados bulbosos, tricomas secretores capitados bulbosos
e setas. Tricomas secretores peltados bulbosos apresentaram cabec¢a composta de uma
célula, ndo apresentaram pedicelo e separavam-se da epiderme por um estreitamento da
célula basal. Segundo os autores, estes foram os sitios de acimulo dos 6leos essenciais,
uma vez que a presenca de terpendides foi verificada por meio de microscopia de
fluorescéncia. Tricomas secretores capitados bulbosos apresentaram-se multicelulares e
constituidos de um pedicelo unicelular e cabega secretora composta de 1-4 células.
Produziam, provavelmente, compostos fenélicos detectados com o uso de microscopia
de Fluorescéncia. Setas sdo tricomas finos e conicos com a superficie ornamentada e
base unisseriada. Inicialmente os autores acreditavam que este tipo se tratava de tricoma
ndo secretor, porém, apds andlises em microscopia de fluorescéncia, verificou-se gque
sdo estruturas de estocagem de metabolitos secundarios. Verificou-se que todos os tipos
estdo distribuidos nas faces abaxial e adaxial das folhas, célice e pétalas. Este estudo é o
mais complexo e contribui para o conhecimento morfoldgico, do desenvolvimento e do
contetido do 6leo essencial dos tricomas secretores em Lippia, uma vez gque Sa0 poucos
e fragmentados os estudos com esse género.

Com base na revisdo da bibliografia disponivel, pode-se concluir que os tricomas
secretores em representantes de Lippia carecem de estudos principalmente quanto a
distribuicdo, diversidade morfoldgica e histoquimica, bem como quanto aos aspectos

celulares relacionados com a secrecéo.



Conforme estabelecido pelo Conselho da Area de Botéanica do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Botéanica), os resultados obtidos
durante a execucéo deste Projeto de Mestrado foram reunidos em um artigo
cientifico para publicacdo, apresentado de acordo com as normas do

periddico Plant Biology.
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Resumo: Uma caracteristica da familia Verbenaceae é a presenca de tricomas
secretores, geralmente produtores de Gleos essenciais de grande valor medicinal. Muitas
espécies de Lippia Houst. sdo utilizadas em programas fitoterapicos e de
complementacdo alimentar no Brasil, sendo L. alba e L. sidoides as mais utilizadas e
estudadas. O cerrado possui aproximadamente 33 espécies de Lippia cujo potencial
farmacol6gico é desconhecido. Apesar da importancia econémica como fonte de
medicamentos e da representatividade de Lippia na flora aromatica nativa, pouco se
conhece sobre 0s aspectos estruturais e da secrecdo dos seus tricomas secretores. Neste
trabalho foram estudados os tricomas secretores presentes em 0Orgdos vegetativos e
reprodutivos de L. stachyoides Cham. sob o ponto de vista morfoldgico, ontogenético,
histoquimico e ultra-estrutural. Foram utilizadas técnicas convencionais em estudos
anatbmicos e ultra-estruturais; a identificacdo in situ da composi¢do quimica das
substancias presentes nos tricomas foi realizada por meio de testes histoquimicos. Em L.
stachyoides, os tricomas secretores sdo capitados e foram classificados em cinco tipos
morfoldgicos, os quais sdo amplamente distribuidos no caule, folhas e inflorescéncias.
A histoquimica revelou que nos Tipos | e IV predominam substancias hidrofilicas e nos
Tipos Il e V, substancias lipofilicas. De um modo geral, as caracteristicas ultra-
estruturais observadas em cada tipo de tricoma corroboraram os resultados das anélises
histoquimicas. Os resultados do presente trabalho mostraram diversidade morfoldgica,
histoquimica e ultra-estrutural de tricomas secretores em L. stachyoides e muito

provavelmente esta diversidade esta associada com a composicdo quimica da secregdo.

Palavras-chave: anatomia, cerrado, Lippia stachyoides, tricomas secretores, ultra-

estrutura, Verbenaceae.

Abreviaturas
CB: célula basal
CC: célula colar

CS: cabega secretora



CT: cuticula

DI: dictiossomos

EP: espaco periplasmético

ES: espaco subcuticular

LI: lipideos

MI: mitocéndrias

NU: nicleo

PL: plastideos

PC: parede celular

PE: pedicelo

PR: poliribossomos

RE: reticulo endoplasmatico
REL.: reticulo endoplasmatico liso
RER: reticulo endoplasmatico rugoso
TS: tricoma secretor

VA: vacuolo

Z10: Zinc iodide-osmium tetroxide



Introducao

Verbenaceae é uma eudicotileddnea constituida por 36 géneros e cerca de 1000
espécies com distribuicdo pan-tropical, principalmente nos neotropicos. Inclui arbustos,
ervas até, menos frequentemente, arvores e lianas. Nesta familia estdo incluidas espécies
aromaticas e/ou medicinais amplamente usadas na medicina popular (Souza e Lorenzi
2005).

Lippia Houst., um dos géneros mais numerosos de Verbenaceae, possui cerca de
200 espécies, a maioria delas concentrada no Brasil, Paraguai e Argentina com poucas
espécies endémicas da Africa. No Brasil, este género esta representado por cerca de 150
espécies distribuidas em diferentes formagBes vegetais incluindo cerrado, e
principalmente montanhas altas e campos rupestres de Minas Gerais e Bahia (Pascual et
al., 2001; Salimena, 2002; Leal et al., 2003; Pimenta et al., 2007).

Muitas espécies de Lippia possuem propriedades medicinais e sdo utilizadas em
programas fitoterapicos e de complementacdo alimentar em diversas localidades do
Brasil. As propriedades medicinais atribuidas a essas plantas tém sido associadas com a
presenca de 6leos essenciais produzidos por tricomas secretores peltados e capitados,
como verificado por diferentes autores (Bonzani et al., 2003; Santos et al., 2004;
Combrinck et al.,, 2007). Os Oleos essenciais de Lippia sdo ricos em mono e
sesquiterpenos e suas atividades antifingica, bactericida e analgésica foram
experimentalmente comprovadas (Moldenke, 1965; Dwivedi e Kishore, 1990; Kishore e
Mishra, 1991; Kishore et al.,1993; Bonzani et al., 1997; Nunes et al., 2000; Hassan e
Begum, 2001; Zoghbi et al., 2002; Leal et al., 2003; Pérez et al., 2005; Andrighetti-
Frohner et al., 2005; Duarte et al., 2005; Viljoen et al., 2004; Pascual et al., 2001;

Aguiar e Costa, 2005).



Apesar da importancia econdmica dos representantes de Lippia na flora
aromatica e medicinal e de seu potencial como fonte de medicamentos, usos em
perfumaria e cosméticos e na producdo de repelentes naturais, somente um nimero
pequeno de espécies brasileiras tem sido investigado sendo L. alba (erva cidreira
brasileira ou falsa melissa) e L. sidoides (alecrim-pimenta) as espécies mais
intensamente estudadas, principalmente sob o ponto de vista quimico e agronémico
(Leal et al., 2003; Duarte et al., 2005; Santos et al., 2004; Andrighetti-Fréhner et al.,
2005). Com relagdo aos tricomas secretores, 0s estudos sdo restritos a poucas espécies
deste género e, de um modo geral, as informagdes se referem a caracterizagdo
morfoldgica dos tricomas em drgdos adultos (Bonzani et al., 2003; Santos et al., 2004;
Combrinck et al., 2007). Para as espécies nativas do cerrado, ndo foram encontrados
estudos relacionados aos tricomas e suas secregges.

Estudos detalhados dos tricomas glandulares tém contribuido na interpretacdo de
suas fungBes em Orgédos vegetativos e reprodutivos em diferentes tdxons (Werker et al.,
1985; Ascensdo et al., 1995; Guignard e Dupont, 2004; Machado et al., 2006), sendo
que a morfologia, distribuicdo e freqliéncia dos tricomas glandulares e de cobertura em
Lippia podem ser usados como caracteres taxondmicos discriminativos em nivel
especifico (Salimena, 2002). Além disso, estudos anatdmicos detalhados do indumento
de Lippia podem contribuir para o controle de qualidade de drogas, considerando-se a
ampla utilizac8o dessas plantas na medicina popular (Bonzani et al., 2003). Finalmente,
tais informacdes sdo fundamentais para a elaboracdo de novas abordagens e propostas
de estudos sobre as Verbenaceae do cerrado, visando a exploragdo da habilidade dos
tricomas secretores para a producéo de substancias biologicamente ativas.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos estruturais,

histoquimicos e funcionais dos tricomas secretores presentes em 0rgaos vegetativos e



reprodutivos de Lippia stachyoides Cham., espécie herbacea comum em formacdes

campestres de cerrado, para a qual ndo existem estudos.

Material e métodos

Amostras de ramos caulinares, folhas e flores em diferentes fases de
desenvolvimento de foram coletadas de exemplares de Lippia stachyoides Cham.
vegetando em fragmentos de cerrado localizados no municipio de Botucatu (22° 55” S,
48° 30" W), estado de Séo Paulo, Brasil. Exsicatas foram depositadas no Herbario Irina
Delanova Gemtchinicov (BOTU), do Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu.

Para os estudos anatdbmicos e ontogenéticos, as amostras foram fixadas em solucéo
de Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratadas em série etilica e infiltradas em resina
plastica (Leica Historesin). Os blocos obtidos foram seccionados a 4-6 um de espessura
(seccBes transversais efou longitudinais) em micrétomo rotatério manual (Leica
RM2045) com navalha de aco do tipo C ou laminas descartaveis. Posteriormente, 0s
cortes foram corados com azul de toluidina 0,05% (O’Brien et al., 1964) em tampéo
fosfato e citrato (Mcllvaine, 1921) pH 4,5 e as laminas permanentes foram montadas
com resina sintética “Entellan”. As laminas foram analisadas em microscépio Olympus
BX41 e a captura de imagens foi feita com camera digital Olympus acoplada ao
microscépio. Para ilustrar a diversidade morfol6gica, particularidades estruturais e a
ontogénese dos tricomas secretores foram feitos desenhos com o auxilio de microscépio
de projecdo (Vorschaltgerat HBO 200) e de cdmara clara acoplada ao microscépio de

luz.



Para identificar e localizar in situ as principais classes quimicas dos metabélitos
presentes nos tricomas secretores e verificar a natureza das paredes celulares, seccoes de
material fresco obtidas com auxilio de ldminas de barbear foram tratadas com Sudan IV
para lipidios totais (Jensen, 1962), Reagente de Nadi para 6leos essenciais (David e
Carde, 1964), solugdo de cloreto férrico 10% para compostos fendlicos (Johansen,
1940), Lugol para amido (Johansen, 1940), acido periodico/reagente de Schiff (PAS)
para polissacarideos neutros (McManus, 1948), solugdo de vermelho de Ruténio 0,02%
para pectinas (Johansen, 1940) e reagente de Wagner para alcaléides (Furr e Mahlberg,
1981). As laminas foram analisadas em microscopio Olympus BX41 e a captura de
imagens foi feita com camera digital Olympus acoplada ao microscépio.

Para analises da morfologia do indumento foliar e floral ao microscépio eletrénico
de varredura (MEV), amostras intactas e dissecadas foram fixadas em glutaraldeido
2,5%, em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,3 por 24 horas, pos-fixadas em tetr6xido de ésmio
1% por 2 horas, desidratadas em série crescente de solugdo alcodlica, secadas em ponto
critico, metalizadas com ouro (Robards, 1978) e analisadas ao microscépio eletrdnico
de varredura Philips Quanta 200. As imagens foram capturadas com camara digital
acoplada ao MEV.

Para analises convencionais das caracteristicas celulares dos tricomas secretores ao
microscépio eletrdnico de transmissdo (MET), amostras de tricomas na fase secretora
foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,3; p6s-fixadas em
tetréxido de 6smio a 1% em tampédo fosfato 0,1M, pH 7,3; incubadas em acetato de
uranila 0,5% em solucdo aquosa; desidratadas em série crescente de solugdes de acetona
e incluidas em Araldite. As sec¢des ultrafinas (50nm) foram contrastadas com solugao
saturada de acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e observadas ao

microscopio eletrdnico de transmissdo Philips EM 100, a 80kV. Para a deteccdo de



proteinas basicas, em nivel ultra-estrutural, utilizou-se a técnica da Prata Amoniacal
(MacRae e Meetz, 1970); para impregnacdo de membranas o método ZIO (Zinc iodide-
osmium tetroxide) (Reinecke e Walther, 1978) e para deteccdo de lipideos o método do

6smio-imidazol (Angermiiller e Fahimi, 1982).

Resultados

No local de estudo, L. stachyoides é um subarbusto com cerca de 80 cm de altura,
com sistema subterraneo espessado de onde partem varios ramos aéreos formando uma
touceira (Fig.1). Os ramos aéreos sdo eretos a prostrados, com filotaxia alterna nos nés
basais tornando-se verticilada em dire¢do ao apice, onde as folhas séo reduzidas (Fig.
2). As folhas e ramos caulinares sdo densamente pubescentes (Fig. 3). As
inflorescéncias sdo reunidas em cachos e possuem bractéolas pubescentes que sustentam
pequenas flores roxas (Figs. 4,5) com odor caracteristico.

O indumento das folhas, ramos caulinares e flores é formado por tricomas secretores
e ndo-secretores. Neste trabalho serdo descritos unicamente os tricomas secretores.

Tricomas secretores ocorrem em ambas as superficies de folhas jovens e adultas,
sendo que na face adaxial ficam concentrados sobre as nervuras impressas (Fig. 6) e na
abaxial apresentam distribuigdo aleatoria e sdo mais abundantes (Fig. 7). Nas brécteas
das inflorescéncias (Fig. 8), os tricomas secretores concentram-se na face adaxial (Fig.
9), enquanto que no calice, estes estdo concentrados na face abaxial das sépalas (Fig.
10). A face abaxial da corola é pubescente apresentando tricomas secretores em toda a
sua extensdo, sendo que estes sdo mais abundantes em direcdo ao &pice da corola
tubular (Fig. 11). No androceu, tricomas secretores sdo observados unicamente nos

filetes (Fig. 12). O gineceu ndo apresenta tricomas secretores.



O indumento glandular de L. stachyoides é formado por cinco tipos de tricomas
secretores, todos do tipo capitado, aqui denominados Tipos I, II, I, IV e V. Foi
observado que todos os tipos se diferenciam precocemente no primordio foliar, sendo
observados, lado a lado, tricomas de tipos diferentes em diferentes fases de
desenvolvimento. Os cinco tipos de tricomas ocorrem nas folhas, ramos caulinares,
sépalas e pétalas, sendo que nos estames ocorrem unicamente 0s tricomas do tipo 1V.

Neste trabalho, sdo utilizados os termos: base para a por¢do do tricoma que se insere
entre as demais células epidérmicas, corpo para o segmento do tricoma que se encontra
acima da superficie da epiderme, sendo este dividido em pedicelo e porcdo apical

secretora chamada de cabeca; célula colar, aquela que conecta a cabeca ao pedicelo.

Tricoma secretor do Tipo | - composto de uma célula basal, pedicelo curto
unicelular, célula colar e cabeca esférica formada por quatro células secretoras
recobertas por uma espessa cuticula (Figs. 13, 14). Este tipo de tricoma origina-se de
uma Unica célula protodérmica arredondada, maior que as adjacentes e que, por meio de
uma série de divisdes periclinais, forma uma fileira unisseriada composta de trés
células, sendo uma basal, uma intermediaria e uma apical maior e ligeiramente esférica.
Posteriormente, a célula intermediaria divide-se no plano periclinal e origina duas
células de tamanhos distintos, sendo uma delas bem mais estreita e de dificil
visualizacdo, que é a célula colar. Simultaneamente, a célula apical se expande
tornando-se globosa e por meio de duas divisfes anticlinais sucessivas origina a cabega
secretora 4-celular (Figs. 23-26). Tricomas diferenciados apresentam um pequeno
espaco subcuticular formado pela distensdo da cuticula unicamente na regido central da
cabegca secretora. Os testes histoquimicos reagiram positivamente para 0S

polissacarideos neutros, proteinas, lipideos totais e substancias fenélicas (Figs. 45-49).



Polissacarideos foram detectados no protoplasto e parede das células da cabeca
secretora (Fig. 46); proteinas foram detectadas no protoplasto das células da cabeca
secretora e do pedicelo (Fig. 47); lipideos totais foram observados impregnando as
paredes laterais do pedicelo e na forma de pequenas inclusfes dispersas na célula colar e
cabecga secretora (Fig. 48); substancias fenolicas foram detectadas na célula basal e
células da cabeca secretora (Fig. 49).

Ultra-estruturalmente, as celulas da cabega mostram citoplasma denso, nucleo
volumoso com nucléolo evidente, pequenos e abundantes vaclolos (Fig. 50). Os
plastideos sdo polimérficos variando de globoides a ameboides, ndo apresentam
membranas internas e contém matriz homogénea com inclusdes fortemente elétron-
densas (Fig. 51). Mitocondrias com cristas desenvolvidas (Figs. 51, 53, 54), reticulo
endoplasmatico rugoso e dictiossomos desenvolvidos sdo também observados (Figs. 52,
54); os vacuolos sdo elétron-lucentes e contém material membranoso ou floculado
(Figs. 50-54). Imagens sugestivas de fusdo de vesiculas com a membrana plasmatica e
conseqliente liberacdo da secrecdo no espago periplasmatico sdo frequentemente
observadas (Fig. 52). Na medida em que a secre¢do progride, este espaco € ampliado
gradualmente. Células com espaco periplasméatico amplo apresentam também espago
subcuticular desenvolvido, formado pela distensdo da espessa cuticula. A secrecdo
acumulada neste espaco é homogénea e possui aspecto floculado (Fig. 53). Néao foi
observado rompimento da cuticula ou poros cuticulares. O teste do ZIO permitiu
visualizar as cisternas dos dictiossomos e vesiculas associadas preenchidas com
conteido fortemente elétron-denso. Chama atencéo a presenca de inclusbes densas, que
sd0 os produtos da reacdo, no interior das extremidades dilatadas do reticulo

endoplasmatico (Fig. 54). A marcacdo citoquimica de proteinas permitiu visualizar



granulos densos no citoplasma, no interior do espaco periplasmatico e associados a

parede das células secretoras (Fig. 55).

Tricoma secretor do Tipo Il — séssil, composto de uma célula basal, célula colar e
cabega secretora unicelular globoide, recobertas por uma cuticula espessa (Figs. 15-16).
Origina-se de uma Unica célula protodérmica maior que as demais, sendo facilmente
reconhecida pelo formato esférico; por meio de uma divisdo periclinal, origina uma
estrutura bicelular constituida de uma célula basal e outra apical esférica. A célula
apical se expande e por meio de uma divisdo periclinal assimétrica origina a célula
colar. A célula apical continua aumentando de volume tornando-se bastante
desenvolvida, constituindo a cabeca secretora unicelular (Figs. 27-30). Neste tipo de
tricoma ndo foi observada distensdo da cuticula, a qual se mantém aderida a parede
mesmo na fase secretora. Esta célula se caracteriza pela presenca de um grande vacuolo
central, cujo conteido reagiu positivamente aos testes para 6leos essenciais (Fig. 57),
proteinas (Fig. 58), lipideos totais (Fig. 59) e alcaldides (Fig. 60). Gotas lipidicas
conspicuas foram também detectadas no citoplasma (Fig. 59).

Ultra-estruturalmente, a célula da cabega secretora apresenta um Unico vacuolo
central e volumoso e citoplasma denso, reduzido, em posicéo periférica (Fig. 61). As
celulas basal, colar e da cabega secretora sdo conectadas por muitos plasmodesmos e
apresentam organelas distintas. Na célula da cabega predominam cisternas de reticulo
endoplasmatico liso, plastideos com estroma fortemente elétron-denso e dictiossomos
(Figs. 62-64), enquanto que na célula colar predominam o reticulo endoplasmatico
rugoso e mitocondrias volumosas com cristas desenvolvidas (Figs. 62, 63). Espago

periplasmaético foi observado unicamente no polo distal da célula colar e no pélo basal



da célula da cabeca secretora (Figs. 63, 65). O teste do ZIO marcou as membranas e o

conteido das cisternas dos dictissomos e suas vesiculas adjacentes (Fig. 65).

Tricoma secretor do Tipo Il - formado por uma célula basal proeminente, pedicelo
curto unicelular e cabega secretora unicelular em forma de ampola recoberta por
cuticula espessa (Fig. 17). O desenvolvimento do tricoma secretor do Tipo Il se inicia
com o aumento de volume de uma célula protodérmica precursora de formato
arredondado. Esta se divide no plano periclinal e origina uma estrutura bicelular
constituida de uma célula basal e uma apical esférica. Em seguida, a célula apical se
divide periclinalmente dando origem a duas células, uma delas constituindo o pedicelo e
a outra, a cabeca secretora (Fig. 31-34). Esta célula se alonga formando uma estrutura
em forma de ampola; na fase secretora se caracteriza por apresentar um amplo espaco
subcuticular (Fig. 17). Este tipo de tricoma é bastante escasso, ndo sendo possivel obter

amostras para a sua caracterizagdo histoquimica e ultra-estrutural.

Tricoma secretor do Tipo IV - formado por uma célula basal proeminente, pedicelo
curto unicelular e cabega secretora 4-celular em forma de ampola recoberta por cuticula
espessa (Figs. 18-20). As etapas iniciais do desenvolvido do tricoma secretor do Tipo
IV sdo bastante similares as descritas para o Tipo Ill, sendo que na fase final do
desenvolvimento a célula secretora em forma de ampola passa por duas divisdes
anticlinais sucessivas originando uma cabeca 4-celular (Fig. 35-39). Este tricoma,
mesmo na fase secretora ndo mostra espago subcuticular, contudo se caracteriza pela
presenca de um amplo espaco periplasmatico (Fig. 20).

Os testes histoquimicos detectaram polissacarideos neutros no protoplasto, espago

periplasméatico e parede das células da cabeca secretora (Fig. 67), lipideos no



protoplasto da célula do pedicelo (Fig. 68) e proteinas no protoplasto das células da
cabeca secretora e do pedicelo (Fig. 69).

Ultra-estruturalmente, as células da cabeca secretora se caracterizam por apresentar
parede pecto-celulésica espessa, espago periplasméatico amplo, ndcleo volumoso,
citoplasma denso e vacuolos desenvolvidos (Figs. 70, 72). A parede celular possui
aspecto laxo onde se véem actmulos de material osmiofilico por entre as fibrilas de
celulose; o espaco periplasmatico, bastante desenvolvido na fase secretora, contém
material fibrilar de aparéncia laxa, podendo conter grumos de material denso (Figs. 71,
72, 77, 78, 79). No citoplasma ocorrem plastideos, reticulo endoplasmatico rugoso e
dictiossomos (Figs. 70, 72, 73). Os plastideos sdo polimorficos, destituidos de
membranas internas, com estroma finamente granular contendo inclusdes globulares
elétron-densas (Fig. 73). O reticulo endoplasmatico rugoso e os dictiossomos sdo as
organelas mais abundantes e desenvolvidas (Fig. 74). Os vaclolos sdo de dois tipos
(Figs. 72-76), sendo observados vacuolos amebdides, alongados segundo o eixo maior
da célula e preenchidos por material de aspecto fibrilar/filamentoso, provavelmente de
natureza protéica (Fig. 75) e vaclolos menores, mais ou menos esféricos contendo
fibrilas dispersas e grumos de material elétron-denso (Fig. 76). Vesiculas oriundas dos
dictiossomos e do reticulo endoplasmatico sdo observadas em abundancia no citoplasma
periférico; imagens sugerem que vesiculas contendo material fibrilar se fundem com a
membrana plasmatica e liberam o contedo no espago periplasmatico (Figs. 77, 78).
Inicialmente o material depositado no espago periplasmético € fibrilar e possui uma
aparéncia frouxa (Fig. 78). Na medida em que a secrecdo progride, o espaco
periplasmaético fica repleto de um material fibrilar mais denso e compacto, com grumos

osmiofilicos (Fig. 79).



As células do pedicelo apresentam nlcleo com nucléolo evidente, e quando
comparadas as células da cabeca secretora mostram citoplasma menos denso onde sdo
observados dictiossomos, plastideos e muitos vactolos pequenos (Figs. 70, 80). Os
plastideos variam de globdides a amebdides, ndo possuem membranas internas e podem
conter inclus@es fibrilares e/ou homogéneas fortemente elétron-densas (Figs. 80-82).
Mitocdndrias e dictiossomos sdo esparsos e pouco desenvolvidos (Figs. 80-82).
Plasmodesmos sdo observados nas paredes transversais do pedicelo, conectando-o com

a célula basal e células da cabeca secretora (Fig. 82).

Tricoma secretor do Tipo V - apresenta uma célula basal, pedicelo longo bicelular,
célula colar e cabega secretora formada por quatro células recobertas por cuticula
espessa (Figs. 21, 22). A célula protodérmica precursora do tricoma secretor do Tipo V
¢ papiliforme e maior que as células adjacentes. Através de sucessivas divisdes
periclinais assimétricas, é formada uma fileira unisseriada de cinco células que
correspondem a célula basal, duas células do pedicelo, célula colar e célula inicial da
cabega secretora. Esta célula, por meio de duas divisGes anticlinais sucessivas origina a
cabeca secretora 4-celular (Figs. 40-44).

Os testes histoquimicos revelaram a presenca de Oleos essenciais, polissacarideos
neutros, proteinas e lipideos nas células da cabeca secretora e na célula colar (Figs. 83-
87).

Ultra-estruturalmente, as células da cabega secretoras se caracterizam por apresentar
nucleo esférico e central com nucléolo evidente, citoplasma abundante com numerosas
gotas lipidicas e vaclolos pequenos e escassos (Figs. 88-90). Os plastideos sdo
globoides e apresentam estroma denso e um sistema de tlbulos/vesiculas osmiofilicas,

além de inclusdo fortemente elétron-densa; € comum a presenga de reticulo



periplastidial (Fig. 90). Reticulo endoplasmatico rugoso e liso, poliribossomos,
dictiossomos com cisternas longas e mitocondrias globulares sdo observados no
citoplasma (Fig. 91). Vesiculas sdo observadas na regido periférica do citoplasma, nas
adjacéncias da membrana plasmatica (Fig. 91).

As paredes laterais do pedicelo, em sua face interna mostram acimulos de material
graxo (Fig. 92). No citoplasma desta célula, notam-se reticulo endoplasmatico liso,
mitocdndrias, dictiossomos esparsos, gotas lipidicas dispersas e os vaclolos sdo
desenvolvidos (Figs. 93, 94). Os plastideos, sem membranas internas, contém estroma
homogéneo finamente granular e inclus@es elétron-densas de diferentes tamanhos (Figs.
94, 95). Plasmodesmos sdo observados nas paredes transversais das células do pedicelo
(Figs. 93, 95).

As caracteristicas mais relevantes dos tricomas secretores aqui descritos estdo
compiladas na tabela 1 e os resultados dos testes histoquimicos sdo resumidos na tabela

2.

Discussao

As andlises realizadas neste trabalho permitiram distinguir em L. stachyoides cinco
tipos morfoldgicos de tricomas secretores capitados, sendo a variedade morfoldgica
aqui observada maior que a geralmente reportada para as espécies de Verbenaceae ja
estudadas (Corréa, 1992; Bonzani et al., 1997; Bonzani et al., 2003; Santos et al., 2004;
Combrinck et al., 2007). Variagbes no nimero de células da cabega dos tricomas
capitados em espécies de Lippia foram reportadas por Bonzani et al. (2003), que

descreveram para L. integrifolia e L turbinata a presenca de tricomas glandulares com



cabeca composta de uma a quatro células e para L. junelliana, cabecas pluricelulares.
No presente trabalho, com base em analises integradas de anatomia, ontogénese,
histoquimica e ultra-estrutura, optou-se por considerar as diferencas no nimero de
células como sendo indicadoras de tipos diferentes de tricomas secretores.

Uma alta diversidade de tricomas capitados, com varia¢es no tamanho do pedicelo
e na forma e nimero de células da cabeca secretora tem sido detectada em t&xons
relacionados da ordem Lamiales, a qual pertence Verbenaceae (Werker et al., 1985;
Werker et al., 1993; Ascensdo et al., 1995; Ascensdo et al., 1999; Krstic et al., 2006;
Marin et al., 2006; Combrinck et al., 2007; Grubesic et al., 2007; Kamatou et al., 2007;
Kaya et al., 2007). Segundo Ascenséo et al. (1999) que descreveram diversos tipos de
tricomas glandulares em folhas e flores de Plectranthus ornatus (Lamiaceae), a
diversidade morfol6gica dessas estruturas, embora negligenciada na maioria dos
trabalhos, associa-se com processos distintos de secre¢do e composigado quimica distinta
do exsudato. No presente trabalho, embora ndo tenham sido realizadas analises
quimicas da secregdo, os resultados das andlises histoquimicas associadas as
caracteristicas ultra-estruturais dos tricomas secretores sugerem que a diversidade
morfoldgica observada em L. stachyoides é acompanhada por diferengas na composigao
quimica da secrecao.

Tricoma secretor com morfologia similar ao Tipo | de L. stachyoides, o qual é
composto de uma célula basal, pedicelo curto unicelular, célula colar e cabeca esférica
formada por quatro células secretoras parece ocorrer em Lippia scaberrima estudada
por Combrinck et al. (2007); no entanto, os autores ndo mencionam a presenca da
célula colar. Os autores descreveram também tricomas secretores peltados bulbosos
com cabeca composta de uma célula, os quais representam sitios de acumulo dos 6leos

essenciais, sendo a presenca de terpendides verificada por meio de microscopia de



fluorescéncia. Tricomas similares a este quanto a morfologia e composicdo da secrecdo
foram observados em L. stachyoides (Tipo II), contudo diferem dos de L. scaberrima
pela presenca da célula colar.

Tricomas secretores capitados semelhantes ao Tipo | de L. stachyoides, com base
unicelular, pedicelo curto e cabeca formada por quatro células tém sido descritos para
espécies de Lamiaceae por diferentes autores (Antunes et al., 1997, Ascensdo e Pais,
1998, Bisio et al., 1999; Marin et al., 2006). No entanto, em Ocimum basilicum L., uma
Lamiaceae, tricoma semelhante ao Tipo | de L. stachyoides foi considerado como sendo
peltado por Werker et al. (1993).

Santos et al. (2004) relataram trés tipos de tricomas secretores para L. alba, sendo
aqueles com uma célula basal, pedicelo (considerada pelos autores como célula
intermediaria) e cabega secretora muito similares ao Tipo | de L. stachyoides, contudo
em L. alba a cabega secretora é bicelular e 4-celular em L. stachyoides. Aqueles
formados por uma célula basal estreita e uma porcéo capitada globosa sdo semelhantes
ao Tipo 1, porém os autores ndo descrevem a presenca da célula colar observada em L.
stachyoides. Ja tricomas com uma célula basal, um pedicelo alongado bicelular e uma
porcdo capitada bicelular, descritos por Santos et al. (2004), ndo foram encontrados,
porém pode ser uma variagdo do Tipo V descrito no presente trabalho.

Grubesic et al. (2007), descreveram para algumas espécies de Teucrium, uma
Lamiaceae, tricomas capitados com pedicelo de uni a 4-celular e cabeca secretora com
uma a quatro células, chamados por este autor de Tipo B. Ja no presente trabalho,
tricomas secretores com pedicelo curto e com pedicelo longo sdo considerados como
tipos diferentes (Tipo | e Tipo V, respectivamente).

O processo de ontogénese dos tricomas secretores de L. stachyoides é similar ao

descrito para diferentes espécies, como Artemisia campestris (Ascensao e Pais, 1987) e



Leonotis leonurus (Ascenséo et al., 1995) pertencentes a taxons distintos, sendo a célula
precursora dos diferentes tipos de tricomas sempre maior que as protodérmicas
adjacentes. Em L. stachyoides, é possivel diferenciar os tipos de tricomas secretores ja
na etapa inicial da sua ontogénese pelo formato da célula precursora, que se apresenta
protuberante no Tipo I, arredondada nos Tipos I, Il e IV e papiliforme no Tipo V.

A analise histoquimica indicou em todos o0s tipos de tricomas secretores a presencga
de substancias hidrofilicas e lipofilicas, caracteristica comum a tricomas de diferentes
espécies (Serrato-Valenti et al., 1997; Ascensdo e Pais, 1998; Marin et al., 2006;
Machado et al., 2006). Contudo, nos tricomas Tipo | e IV ha predominio de substancias
hidrofilicas e nos Tipos Il e V predominam substancias lipofilicas.

A presenca de Gleos essenciais nos tricomas dos Tipos Il e V de L. stachyoides
indica que os sitios de producdo dessas substancias nesta espécie sdo 0s tricomas
secretores, conforme ja relatado para outras espécies de Lippia (Santos et al., 2004;
Aguiar e Costa, 2005; Combrinck et al., 2007; Mevy et al., 2007; Oliveira et al., 2007).

De um modo geral, as caracteristicas ultra-estruturais dos diferentes tipos de
tricomas secretores de L. stachyoides corroboram os resultados dos testes histoquimicos
realizados, sendo que a maquinaria celular dos tricomas condiz com os tipos de
substancias detectadas. Algumas caracteristicas gerais dos tricomas secretores de L.
stachyoides como citoplasma denso, nucleo volumoso com nucléolo evidente e
mitocdndrias com cristas desenvolvidas sdo tipicas de tecidos secretores com alta
atividade metabdlica (Sachetti et al., 1999).

O tricoma secretor Tipo | de L. stachyoides apresenta reticulo endoplasmatico
rugoso e dictiossomos como as organelas mais abundantes no citoplasma das células da
cabega secretora. Além disso, foram observados granulos densos de proteinas livres no

citoplasma, no espago periplasmético e na parede. Estas caracteristicas tém sido



associadas com secrecdo hidrofilica (Fahn, 1979, 1988; Bourett et al., 1994; Ascensdo e
Pais, 1998; Machado et al., 2006). Embora no Tipo | de L. stachyoides haja a formacéo
de um espaco subcuticular onde a secrecdo se acumula, ndo foi observado rompimento
da cuticula, nem a ocorréncia de poros cuticulares.

A célula da cabeca secretora do tricoma secretor do Tipo Il de L. stachyoides possui
um Unico, central e volumoso vacuolo no interior do qual foram detectados 6leos
essenciais, proteinas, lipideos e alcal6ides. Segundo alguns autores (Campbell e
Thomson, 1976; Figueiredo e Pais, 1994) tal caracteristica sugere a estocagem da
secrecdo dentro desses vacuolos antes de sua eliminagdo. A presenca de reticulo
endoplasmatico liso e plastideos com estroma fortemente elétron-denso na célula da
cabega secretora sugere que a mesma esteja envolvida na secregdo lipidica. Ja a
producdo de proteinas e alcaldides provavelmente ocorra na célula colar, onde
predomina reticulo endoplasmatico rugoso (Fahn, 1979, 1988).

No tricoma do Tipo IV de L. stachyoides, a abundancia de reticulo endoplasmatico
rugoso e dictiossomos desenvolvidos sdo evidéncias de secrecdo hidrofilica composta
principalmente de polissacarideos, produzidos pelos dictiossomos, e proteinas,
produzidas no reticulo endoplasmatico rugoso (Fahn, 1979, 1988). Aspecto fibrilar da
secrecdo no interior de vacuolos e no espago periplasmatico foi observado por Ascensao
e Pais (1998) em Leonotis leonurus (Lamiaceae) que detectaram, com o método de
Thiéry, a natureza mucilaginosa da secrecao.

No tricoma secretor do Tipo V de L. stachyoides a presenca de plastideos
destituidos de membranas internas e com inclusdes elétron-densas, dictiossomos pouco
desenvolvidos e abundancia de gotas lipidicas dispersas no citoplasma sdo indicios de

secrecdo predominantemente lipidica (Fahn, 1979, 1988; Sachetti et al., 1999; Machado



et al., 2006), corroborando os resultados histoquimicos positivos para os testes com
Sudan IV e Reagente de Nadi.

O espessamento das paredes laterais do pedicelo dos tricomas secretores capitados
de L. stachyoides proporciona uma barreira ao transporte apopléstico; ja, a presenca de
plasmodesmas nas paredes periclinais indica a via simplastica de transporte de
precursores do mesofilo para o tricoma secretor e entre as células do préprio tricoma,
caracteristica observada em diferentes tipos de tricomas secretores (Fahn, 1988; Bourett
et al., 1994; Ascensdo e Pais, 1998; Gravano et al., 1998; Sacchetti et al., 1999;
Machado et al., 2006). A auséncia de cloroplasto nas células secretoras e a presenga de
plasmodesmas abundantes nas paredes periclinais do pedicelo podem representar a
necessidade de transporte intercelular (Ascenséo e Pais, 1998).

A presenca de numerosas vesiculas no citoplasma dos tricomas secretores dos Tipos
I e 1V, que provavelmente se fundem & membrana plasmética e liberam a secrecdo
contida nelas para fora do protoplasto, sugere um mecanismo granuldcrino de secrecao
(Fahn, 1979). Ja nos tricomas secretores dos Tipos Il e V, vesiculas ndo sdo observadas,
podendo sugerir um mecanismo écrino de secre¢do, no qual as moléculas atravessam a
membrana plasmatica da célula secretora como resultado de um gradiente de
concentracao ou por processo ativo (Fahn, 1979).

De um modo geral, tem sido reportado que o exudato dos tricomas secretores é
eliminado para o meio externo pela ruptura da cuticula causada pelo contato de
predadores (Werker, 1993) ou em condi¢gBes naturais, através de poros cuticulares
(Ascensdo et al., 1995), ou por exudagdo através da cuticula (Werker e Fahn, 1981;
Werker et al., 1985; Serrato-Valenti et al., 1997). Rompimento da cuticula e/ou poros
cuticulares ndo foram observados nos tricomas secretores de L. stachyoides, sugerindo

que ocorra exudacdo da secregdo através da cuticula para o meio externo,



principalmente dos 6leos essenciais produzidos pelos tricomas dos tipos Il e V, que sdo
altamente volateis.

A ocorréncia de tricomas secretores tanto em 6rgdos vegetativos como em
reprodutivos de L. stachyoides sugere que as substancias por eles produzidas estejam
envolvidas na defesa quimica da planta e na interacdo com animais, especialmente
polinizadores, como ja observado por Ascensdo et al. (1999) em Plectranthus ornatus
(Lamiaceae). A presenga de substancias fendlicas no tricoma secretor do Tipo | de L.
stachyoides, pode indicar o envolvimento deste na protecdo dos 6rgdos contra a
radiagdo solar (Liakoura et al., 1997). Oleos essenciais nos tricomas Tipo Il e Tipo V de
L. stachyoides, além de alcaldides no tricoma Tipo Il podem estar envolvidos na defesa
guimica da planta. Terpendides possuem atividade antibiotica, fungicida, inseticida e
deterrente (Wagner, 1991; Bisio et al., 1999; Wagner et al., 2004; Machado et al., 2006;
Cheng et al., 2007; Combrinck et al., 2007) e alcaldides sdo extremamente tdxicos para
muitos herbivoros (Levin, 1973; Wagner, 1991; Wagner et al., 2004). Nos tricomas do
Tipo IV de L. stachyoides, a presenca de polissacarideos, devido suas propriedades
hidrofilicas, podem atuar como lubrificante, facilitador na expansdo foliar e na
manutencdo do potencial hidrico (Ascensdo et al., 1995; Ascensdo et al., 1999).

O presente estudo mostrou uma importante diversidade morfoldgica, histoquimica e
ultra-estrutural dos tricomas secretores em L. stachyoides. Provavelmente, esta
diversidade estd associada com a composicdo quimica da secre¢do. As informaces
obtidas poderdo subsidiar a elaboracdo de novas propostas de estudos visando a
compreensédo e exploracdo da habilidade dos diferentes tipos de tricomas secretores de

L. stachyoides na producédo de substancias biologicamente ativas.
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Tabela 2. Resultados dos testes histoquimicos dos tricomas secretores em Lippia

stachyoides Cham. (Verbenaceae)

Tipo de Tricoma Secretor

Reagente Substancia _ _ _ _
Tipo | Tipo 1l Tipo IV Tipo V
Reagente de Nadi  §jeos essenciais - + - +
PAS Polissacarideos + - + +
Neutros
Vermelho de Polissacarideos - - - -
Ruténio Acidos
AZUI MerCUriO de Proteinas + + + +
Bromofenol
Sudan IV Lipideos Totais + + + +
Cloreto Férrico Compostos + - - -
Fenolicos
Lugol Amido - - - -
Reagente de B
Dittmar

+: reag&o positiva; -: reacdo negativa



Legenda das Figuras

Figs. 1-5. Aspecto geral da morfologia de Lippia stachyoides. (1) Subarbusto com ramos
formando uma touceira. (2) Detalhe de ramo pubescente mostrando filotaxia oposta nos nos
basais e verticilada nos nds apicais. (3) Folhas mostrando formato eliptico a ovado, bordo
serreado e apice agudo. (4) Inflorescéncias axilares reunidas em cachos. (5) Detalhe da
inflorescéncia mostrando bractéolas (setas) que sustentam pequenas flores roxas. Barras: 1-

2=6cm;3=3cm;4=2cm;:5=1cm.

Figs. 6-12. Distribuicdo dos tricomas secretores em Lippia stachyoides. (6) Superficie
adaxial do limbo foliar vista a0 MEV. Notar concentracdo de tricomas secretores (setas) nas
impressdes das nervuras. (7) Superficie abaxial do limbo foliar vista ao MEV mostrando
distribuicdo aleatoria de tricomas secretores. (8) Aspecto geral das bractéolas presentes nas
inflorescéncias, mostrando abundéncia de tricomas ndo secretores na superficie abaxial. (9)
Superficie adaxial das bractéolas com tricomas secretores (setas) distribuidos por toda
extensdo. (10) Corte transversal de flor mostrando tricomas secretores na superficie abaxial
de sépala. (11) Aspecto geral da corola vista ao MEV. Nota-se que a concentracdo de
tricomas aumenta em direcdo ao apice da corola tubular. (12) Corte transversal do filete
mostrando concentracdo de tricomas secretores. Barras: 6 = 450um; 7 = 300um; 8 =

100pm; 9 = 100um; 10 = 120pum; 11 = 120um; 12 = 100um.

Figs. 13-22. Tricomas secretores de Lippia stachyoides. (13) Tricoma secretor do tipo |
visto ao MEV mostrando pedicelo curto unicelular, célula colar e cabeca secretora formada

por quatro células. (14) Tricoma secretor do tipo | em corte transversal, mostrando célula



basal, célula colar e cabeca secretora. (15) Tricoma secretor do tipo Il visto ao MEV. (16)
Tricoma secretor do tipo Il visto em corte transversal. Notar célula basal, célula colar e
cabeca secretora unicelular. (17) Tricoma secretor do tipo Il visto em corte transversal,
mostrando célula basal proeminente, pedicelo curto unicelular e cabeca secretora unicelular
em forma de ampola com amplo espaco subcuticular (asterisco). (18) Tricoma secretor do
tipo IV visto ao MEV, revestido por cuticula irregular. (19) Tricoma secretor do tipo IV
visto em corte transversal. Notar célula basal, pedicelo unicelular e cabeca secretora 4-
celular em forma de ampola. (20) Tricoma secretor do tipo IV visto em corte transversal
mostrando amplo espaco periplasmatico (asterisco). (21) Tricoma secretor do tipo V visto
ao MEV. (22) Tricoma secretor do tipo V visto em corte transversal, mostrando célula
basal, pedicelo longo bicelular, célula colar e cabeca secretora formada por quatro células.
Barras: 13 = 10pm; 14 = 80um; 15 = 20pum; 16 = 30um; 17 = 70um; 18 = 8um; 19 =

70um; 20 = 70pum; 21 = 20um; 22 = 30um.

Figs. 23-41. Ontogénese dos tricomas secretores de Lippia stachyoides. (23-26) Etapas
sucessivas do desenvolvimento do tricoma secretor do tipo 1. (27-30) Etapas sucessivas do
desenvolvimento do tricoma secretor do tipo Il. (31-34) Etapas sucessivas do
desenvolvimento do tricoma secretor do tipo Ill. (35-39) Etapas sucessivas do
desenvolvimento do tricoma secretor do tipo IV. (40-44) Etapas sucessivas do

desenvolvimento do tricoma secretor do tipo V. Barras: 23-44= 30um.

Figs. 45-49. Testes histoquimicos mostrando reagdes positivas para diferentes grupos de

substancias presentes no tricoma secretor do tipo I. (45) Branco. (46) PAS. (47) Azul



Mercurio de Bromofenol. (48) Sudan 1V. (49) Cloreto Férrico. Barras: 45 = 70um; 46-47 =

60um; 48-49 = 50um.

Figs. 50-55. Ultra-estrutura (MET) do tricoma secretor do tipo I. (50) Aspecto geral das
celulas da cabeca secretora mostrando citoplasma denso, nicleo volumoso com nucléolo
evidente e pequenos e abundantes vacuolos (asteriscos). Notar espago periplasmatico e
espaco subcuticular. (51) Detalhe da célula secretora mostrando plastideos polimdrficos,
sem membranas internas, contendo estroma homogéneo com inclusbes elétron-densas,
mitocondrias com cristas desenvolvidas e pequenos vacuolos (asteriscos). (52) Detalhe de
celula secretora mostrando reticulo endoplasmatico rugoso, dictiossomos desenvolvidos,
vacuolos elétron-lucentes contendo material membranoso ou floculado (asteriscos). Notar
fusdo de vesiculas com a membrana plasmatica (circulo). (53) Detalhe da célula secretora
mostrando espago subcuticular e espaco periplasmatico. Notar o aspecto floculado da
secrecdo. (54) Teste do ZIO mostrando cisternas dos dictiossomos com vesiculas
associadas preenchidas com contetdo fortemente elétron-denso. Nota-se a presenca de
inclusdes densas no interior das extremidades dilatadas do reticulo endoplasmatico (setas).
(55) Teste da Prata Amoniacal mostrando granulos de proteina no citoplasma, no interior
do espaco periplasmatico e associados a parede das células secretoras (setas). Barras: 50 =

15um; 51 = 40um; 52 = 3um; 53 = 4,5um; 54-55 = 2,5um.

Figs. 56-60. Testes histoquimicos mostrando reagdes positivas para diferentes grupos de
substancias presentes no tricoma secretor do tipo Il. (56) Branco. (57) Reagente de Nadi.
(58) Azul Mercurio de Bromofenol. (59) Sudan IV. (60) Reagente de Wagner & Dittmar.

Barras: 56-57 = 90um; 58 = 80um; 59 = 50pum; 60 = 60um.



Figs. 61-65. Ultra-estrutura (MET) do tricoma secretor do tipo Il. (61) Aspecto geral do
tricoma mostrando célula da cabeca secretora com unico vactolo central e volumoso e
citoplasma denso e periférico e célula colar. (62) Conex&o entre as células basal, colar e da
cabeca secretora por meio de plasmodesmos (setas). Observam-se, ainda, distiossomos na
célula basal, mitocondrias volumosas e com cristas desenvolvidas na célula colar e na
cabeca secretora, e plastideos com inclus6es elétron-densas na célula da cabeca secretora.
(63) Parte da célula colar e célula da cabeca secretora mostrando espaco periplasmatico no
polo distal da célula colar e no polo basal da célula da cabeca secretora. Notar que na célula
da cabecga predominam cisternas de reticulo endoplasmaético liso, enquanto que na célula
colar o reticulo endoplasmatico é rugoso. (64) Detalhe da célula da cabeca secretora
mostrando plastideos com estroma fortemente elétron-denso e dictiossomos. (65) Teste do
Z10 mostrando marcacdo das membranas e do conteldo das cisternas dos dictiossomos e
suas vesiculas adjacentes das células colar e da cabeca secretora. Notar a ocorréncia de
espaco periplasmatico no polo distal da célula colar e no pdlo basal da célula da cabeca

secretora. Barras: 61 = 20pum; 62 = 5um; 63 = 3um; 64 = 3pum; 65 = 2um.

Figs. 66-69. Testes histoquimicos mostrando reagdes positivas para diferentes grupos de
substancias presentes no tricoma secretor do tipo IV. (66) Branco. (67) PAS. (68) Azul
Mercurio de Bromofenol. (69) Sudan IV. Barras: 66 = 60um; 67 = 50um; 68 = 60um; 69 =

50pm.

Figs. 70-76. Ultra-estrutura (MET) do tricoma secretor do tipo IV. (70) Aspecto geral

mostrando parede espessa, espaco periplasméatico amplo, nucleo volumoso, citoplasma



denso e vacuolos desenvolvidos. (71) Detalhe de célula da cabega secretora mostrando
cuticula espessa, parede celular de aspecto laxo com acumulos de material osmiofilico
(seta) e amplo espaco periplasmatico contendo material fibrilar de aparéncia laxa. (72)
Detalhe de célula da cabega secretora no qual se observa amplo espaco periplasmaético,
vactolos ameboides, alongados segundo o eixo maior da célula e preenchidos por material
de aspecto cristalino, e vactolos menores, mais ou menos esféricos contendo fibrilas
dispersas e grumos de material elétron-denso. (73) Detalhe de célula da cabeca secretora
mostrando vacutolos de diferentes tamanhos e contetdos e plastideos polimoérficos, sem
membranas internas, com estroma finamente granular contendo inclusdes globulares
elétron-densas. (74) Detalhe de célula da cabega secretora mostrando abundancia de
reticulo endoplasmatico rugoso e de dictiossomos desenvolvidos. (75) Detalhe de vactolo
ameboide preenchido por material de aspecto fibrilar provavelmente de natureza protéica.
(76) Detalhe mostrando vacuolos mais ou menos esféricos e contendo fibrilas dispersas e
grumos de material elétron-denso. Barras: 70 = 30um; 71 = 3,5um; 72 = 10um; 73 = 5um;

74 =4pm; 75 = 5um; 76 = 4um.

Figs. 77-82. Ultra-estrutura (MET) do tricoma secretor do tipo IV. (77) Detalhe da cabeca
secretora no qual se observam vesiculas provenientes dos dictiossomos e do reticulo
endoplasmatico em abundancia no citoplasma periférico e espaco periplasmético. (78)
Vesiculas (seta) contendo material fibrilar se fundindo com a membrana plasmatica. Notar
espago periplasmatico contendo material fibrilar de aparéncia frouxa. (79) Detalhe do
espaco periplasmatico desenvolvido repleto de material fibrilar denso e compacto, com
grumos osmiofilicos (setas). (80) Célula do pedicelo mostrando pequenos vacuolos,

plastideos polimdrficos e mitocondrias. Notar plasmodesmos (setas) na parede transversal



do pedicelo conectando esta célula com a célula basal. (81) Detalhe da célula do pedicelo
mostrando plastideo com estroma homogéneo e inclusbes elétron-densas e dictiossomo
esparso. (82) Célula do pedicelo mostrando plastideos globdides a amebdides, sem
membranas internas contendo inclusdes fibrilares e glébulos elétron-densos. Notar
plasmodesmos (setas) nas paredes transversais do pedicelo conectando esta célula com a
celula da cabeca secretora. Barras: 77 = 3um; 78 = 1,5um; 79 = 8um; 80 = 7um; 81 = 3um;

82 =2um.

Figs. 83-87. Testes histoquimicos mostrando reagdes positivas para diferentes grupos de
substancias presentes no tricoma secretor do tipo V. (83) Branco. (84) Reagente de Nadi.
(85) PAS. (86) Azul Mercurio de Bromofenol. (87) Sudan IV. Barras: 83 = 100um; 84 =

70um; 85 = 90um; 86 = 70um; 87 = 90um.

Figs. 88-95. Ultra-estrutura (MET) do tricoma secretor do tipo V. (88) Aspecto geral do
tricoma do tipo V, no qual se observa celulas da cabeca secretora com citoplasma denso e
gotas lipidicas em abundancia e células do pedicelo com vactolos desenvolvidos e
plastideos. (89) Detalhe da cabeca secretora mostrando mitocdndrias globulares e gotas
lipidicas em abundéncia. (90) Detalhe de célula da cabeca secretora mostrando gotas
lipidicas, plastideos globdides com estroma granular e um sistema de tabulos/vesiculas
osmiofilicas e inclusdo homogénea fortemente elétron-densa, reticulo endoplasmatico liso e
reticulo periplastidial (seta). (91) Detalhe de célula da cabeca secretora mostrando reticulo
endoplasmatico rugoso e liso, poliribossomos, dictiossomos com cisternas longas. Notar
vesiculas (setas) no citoplasma periférico, nas adjacéncias da membrana plasmatica. (92)

Detalhe da parede lateral do pedicelo, mostrando, em sua face interna, acimulos de



material graxo (setas). (93) Detalhe das células do pedicelo mostrando vacuolos, reticulo
endoplasmatico liso, mitocdndrias, dictiossomos e gotas lipidicas. Notar plasmodesmos
(setas) nas paredes transversais do pedicelo. (94) Detalhe de célula do pedicelo mostrando
mitocondrias globulares com cristas desenvolvidas e plastideos, sem membranas internas,
com inclusdes elétron-densas de diferentes tamanhos. (95) Detalhe de célula do pedicelo
mostrando plastideos e gotas lipidicas dispersas no citoplasma. As setas indicam
plasmodesmos. Barras: 88 = 30um; 89 = 5um; 90 = 3um; 91 = 1um; 92 = 2um; 93 = 3um;

94 = 3um; 95 = 2,5um.
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Consideragdes finais

Este trabalho foi dedicado ao estudo dos tricomas secretores presentes em 0Orgdos
vegetativos e florais de Lippia stachyoides, aprofundando e complementando o
conhecimento cientifico existente para as poucas espécies de Lippia. Das cerca de 200
espécies deste género, poucas foram estudadas com relagcdo aos tricomas secretores, sendo
que estudos pormenorizados compreendendo analises ontogenéticas, histoquimicas e ultra-
estruturais sdo ainda muito raros. Na literatura disponivel, nota-se que a falta de estudos
detalhados e o uso de uma Unica técnica em vez de técnicas combinadas levam, muitas
vezes, a interpretacfes equivocadas, dificultando a comparacdo dos nossos resultados com
as espécies ja estudadas.

A distincdo de cinco tipos de tricomas secretores em L. stachyoides sé foi possivel
gracas ao uso de tecnicas convergentes e andlises integradas envolvendo aspectos da
estrutura, ontogénese, histoquimica e ultra-estrutura dos mesmos. Com base em literatura,
pode-se dizer que as variagbes observadas, provavelmente, estdo associadas a composicao
quimica da secrecdo produzida pelos tricomas secretores. Analises do perfil quimico da
secrecdo dos tricomas individuais sdo necessarias para confirmar esta hipotese.

As anélises ultra-estruturais e os testes citoquimicos empregados possibilitaram associar
as caracteristicas celulares com os resultados histoquimicos e compreender 0s mecanismos
de secrecdo de cada tipo de tricoma.

Finalmente, este estudo mostrou que os tricomas secretores em L. stachyoides sdo sitios
de sintese e acUmulo de substancias de valor ecoldgico e medicinal, indicando a

importancia da preservacdo desta espécie e do habitat em que esta estd inserida. Estudos



multidisciplinares sdo necessarios para comprovar o potencial desta espécie como fonte de

substancias para as industrias de farmacos, cosméticos e/ou produtos alimenticios.
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