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BARREIRO, D.P. COLETERES DENDROIDES EM ALIBERTIA SESSILIS (VELL.) K.
SCHUM. (RUBIACEAE). 2006. 58 P. DISSERTACAO (MESTRADO) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - A presenca de coléteres na superficie adaxial de o6rgdos jovens constitui uma
caracteristica relevante de Rubiaceae. Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum., conhecida como
“marmelinho” ou “marmelo-do-cerrado”, é uma espécie subarbustiva de Rubiaceae nativa de
cerrado e tem grande importancia alimenticia e medicinal neste bioma. Os dpices vegetativo e
reprodutivo apresentam-se recobertos por uma secre¢do hialina, de aspecto vitreo e hidrofébico
produzida por coléteres. Neste trabalho foram investigados a distribuic@o, estrutura, histoquimica e
o modo de secrecdo dos coléteres presentes em dpices vegetativos e reprodutivos desta espécie. Para
estudos convencionais, as amostras foram preparadas segundo técnicas usuais em microscopia de
luz e microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissdo (MET); técnica especial foi aplicada
para dissolugdo da secrecdo e observacdo dos coléteres ao MEV. A técnica do ZIO foi empregada
para maior visualizagdo do sistema de endomembranas ao MET. Testes histoquimicos foram feitos
em secgdes de material recém coletado. Coléteres nesta espécie sdo do tipo dendrdide e ocorrem em
abundancia na face adaxial das estipulas, bricteas e sépalas; consistem de um eixo central
multicelular e multisseriado revestido por numerosas células epidérmicas digitiformes ou
pontiagudas, de tamanhos irregulares, unidas entre si somente na por¢cdo proximal e separadas umas
das outras na porcdo distal. As células colunares sdo axialmente alongadas e possuem paredes
espessas, nicleo conspicuo, citoplasma abundante e vactiolos desenvolvidos. As células epidérmicas
possuem paredes delgadas, nucleo conspicuo, citoplasma abundante e vacuoma pouco
desenvolvido. Os coléteres, de ambos os dpices, ndo possuem cuticula. Lipideos, proteinas e
polissacarideos foram detectados nas células epidérmicas e colunares; compostos fendlicos foram
detectados unicamente nas células colunares. Abundancia de dictiossomos, reticulo endoplasmatico
liso desenvolvido, mitocondrias globulares com cristas desenvolvidas, plastideos polimérficos com
inclusdes osmiofilicas e vactiolos e espaco periplasmatico amplo contendo corpos multilamelares
elétron-densos caracterizam as células epidérmicas dos coléteres estipulares no pico da secrecgao.
Dictiossomos pouco desenvolvidos ou ausentes, reticulo endoplasmatico liso muito desenvolvido,
plastideos circundados por cisternas do reticulo endoplasmatico e espaco periplasmatico preenchido
com substincia elétron-lucente, de aspecto homogéneo, sdao caracteristicas das células epidérmicas
dos coléteres presentes no dpice reprodutivo. Secrecdao granuldcrina foi observada nos coléteres das
trés estruturas. A liberacdo da secrecdo para a superficie dos coléteres se d4d através da parede
celular, que sofre parcial ou total desintegracdo. A secre¢do extracelular acumula-se entre as
estruturas em desenvolvimento nos dpices vegetativo e reprodutivo, sendo extraida unicamente com
o solvente éter dietilico, indicando sua natureza resinosa. Nao foram observados noédulos
bacterianos nas folhas desta espécie.

Palavras-chave: Alibertia sessilis, anatomia, coléteres dendréides, histoquimica, Rubiaceae, secre¢io, ultra-
estrutura.



ABSTRACT

DENDROID COLLETERS IN ALIBERTIA SESSILIS (VELL.) K. SCHUM. (RUBIACEAE)

The presence of colleters in the adaxial surface of young organs constitutes a relevant characteristic
of Rubiaceae. Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum., known as "marmelinho" or "marmelo-do-
cerrado”, is a subshrub native Rubiaceae species of cerrado and it has great nutritious and medicinal
importance in this biome. The vegetative and reproductive apices present recovered for a hyaline
secretion, of glass aspect and hydrophobic produced by colleters. In this work the distribution,
structure, histochemistry and the way of secretion of the colleters present in vegetative and
reproductive apices of this species were investigated. For conventional studies, the samples were
prepared according to usual techniques in light microscopy and scanning (SEM) and transmission
electron microscopy (TEM); special technique was applied for dissolution of the secretion and
observation of the colleters to MEV. The technique of ZIO was used for larger visualization of the
endomembranes system to MET. Histochemical assays were made in fresh material sections.
Colleters in this species are of the dendroid type and occur abundantly in the adaxial surface of the
stipules, bracts and sepals; they consist of a multicellular and multiseriate central axis recovered by
numerous digitiform or sharp epidermal cells of irregular sizes, joined among themselves only in the
proximal portion and separated from each other in the distal portion. The columnar cells are axially
elongated and present thick walls, conspicuous nucleus, abundant cytoplasm and developed
vacuoles. The epidermal cells present thin walls, conspicuous nucleus, abundant cytoplasm and a
few developed vacuome. The coléteres, of both apices, don't present cuticle. Lipids, proteins and
polysaccharides were detected in the epidermal and columnar cells; phenolic compounds were only
detected in the columnar cells. Abundant dictyosomes, developed smooth endoplasmic reticulum,
globular mitochondria with developed ridges, polymorphic plastids with osmiophilic inclusions and
vacuoles and wide periplasmic space containing electron-dense multilamelar bodies characterize the
epidermal cells of the stipular colleters in the pick of the secretion. Dictyosomes little developed or
being absent, smooth endoplasmic reticulum very developed, plastids surrounded by cisterns of the
endoplasmic reticulum and periplasmic space filled out with substance electron-lucent, of
homogeneous aspect, are characteristics of the epidermal cells of the colleters present in the
reproductive apex. Granulocrine secretion was observed in the colleters of the three structures. The
liberation of the secretion for the colleters surface feels through the cellular wall, that it suffers
partial or total disintegration. The extracellular secretion accumulates among the structures in
development in the vegetative and reproductive apices, being only extracted with the solvent
diethylic ether, indicating its resinous nature. Bacterial nodules were not observed in the leaves of
this species.

Key words: Alibertia sessilis, anatomy, dendroid colleters, histochemistry, Rubiaceae, secretion, ultrastructure.



INTRODUCAO

Rubiaceae, pertencente a ordem Gentianales, possui distribui¢do cosmopolita,
concentrada nos trépicos, incluindo aproximadamente 550 géneros e 9000 espécies, sendo, portanto,
uma das maiores familias de Angiospermas (Robbrecht 1993, Judd et al. 1999, Joly 2002, Souza &
Lorenzi 2005), juntamente com as Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae (Mabberley 1997). No
Brasil ocorrem cerca de 130 géneros e 1500 espécies, correspondendo a uma das principais familias
de nossa flora e ocorrendo como um importante elemento em quase todas as formagdes naturais
(Souza & Lorenzi 2005). Para o cerrado, foram descritos 47 géneros e 255 espécies encontrados nas
diferentes fitofisionomias, desde campo sujo até cerraddo, incluindo matas de galeria (Mendonga et
al. 1998). Possuem grande representacido arbdrea (grande, médio ou pequeno porte), arbustiva,
subarbustiva e herbdcea apresentando também espécies trepadeiras (Mendonca et al. 1998, Souza &
Lorenzi 2005). Entre os 47 géneros de Rubiaceae listados para o cerrado, encontra-se Alibertia A.
Rich. ex DC. com cerca de 12 espécies (Sano & Almeida 1998). Em geral, florescem o ano todo,
sendo o pico de floracdo entre julho a abril e frutificam o ano todo, mas principalmente de fevereiro
a maio (Almeida et al. 1998).

A presenga de estipulas interpeciolares portadoras de coléteres € uma das caracteristicas
vegetativas mais importantes de Rubiaceae, que a distingue da maioria das outras familias de sua
ordem (Robbrecht 1988). Nesta familia, os coléteres também ocorrem em peciolos (Johansson
1987), calice (Robbrecht 1987, Dave et al. 1988), bracteas, bractéolas e corola (Thomas & Dave
1989c¢).

Coléteres sdo estruturas secretoras especializadas na produc@o de mucilagens, gomas ou
resinas (Lersten 1974b). Estas estruturas, que incluem tricomas, emergéncias ou glandulas,
vascularizadas ou ndo, estdo localizadas na superficie adaxial de diferentes 6rgdos vegetativos e/ou
reprodutivos e foram primeiramente chamadas de coléteres por Hanstein (1848). Este autor definiu
os coléteres como glandulas que secretam mucilagem ou resina, ou uma mistura de ambas, e que
comecam sua atividade secretora numa fase inicial de desenvolvimento. O termo coléter é derivado
do grego “colla” significando cola, goma, referindo-se ao exsudato pegajoso produzido por estas
estruturas (Dave et al. 1988, Thomas & Dave 1990).

A funcio principal dos coléteres relaciona-se com a prote¢do de meristemas e 6rgaos em
desenvolvimento, sendo estes lubrificados e protegidos contra dessecacdo, herbivoros e patégenos
(Thomas et al. 1989, Thomas & Dave 1989a, b, Thomas 1991). No caso das espécies com nddulos
bacterianos foliares, comuns em Rubiaceae, o exsudato liberado pelos coléteres contribui para a
entrada das bactérias no mesofilo, via estomatos (Lersten & Horner 1967).

Morfologicamente, os coléteres podem ser classificados em seis categorias: padrio,

dendroéide, escova, padrao-reduzido, alado e filiforme (Thomas 1991). De acordo com Fahn (1979),



os coléteres sdo estruturas secretoras muito dificeis de serem classificadas, pois muitas vezes podem
ser anatomicamente similares e secretar substincias diferentes. Assim, com relacdo a sua
classificacao, secrecio, fisiologia, anatomia e ultra-estrutura os coléteres possuem diversos aspectos
que ainda sdo pouco conhecidos, portanto alvos importantes para pesquisa (Klein 2004).

Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum. conhecida como “marmelinho” ou “marmelo-do-
cerrado”, é uma espécie subarbustiva de grande importancia alimenticia e medicinal no cerrado
(Guarim Neto 1985, Rodrigues & Carvalho 2001). Os frutos desta espécie sdo consumidos ao
natural ou utilizados na forma de geléias e tortas pela populacdo; suas folhas sdo consumidas por
bovinos e junto com seus ramos sdo utilizados em preparagdes medicinais, como compressa, banho
e cataplasma na cura de afec¢des da pele (Almeida er al. 1998). Verificou-se que os dpices dos
ramos reprodutivos e vegetativos dessas plantas, em épocas distintas do ano, apresentam-se
recobertos por um exsudato esbranquigcado e resinoso provavelmente produzido por coléteres. Em

literatura, ndo foram encontradas referéncias sobre coléteres para esta espécie.

Diante do exposto, os objetivos deste estudo foram:

1. Caracterizar a morfologia e a anatomia da estrutura secretora do exsudato presente em
dpices de ramos reprodutivos e vegetativos de Alibertia sessilis.

2. Identificar as principais classes de substancias presentes na secre¢ao.

3. Investigar os aspectos ultra-estruturais das células secretoras e 0s mecanisSmos

celulares da secrecao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Coléteres

Os coléteres ocorrem em numerosas familias de Angiospermas, estando presentes em
379 géneros de 60 familias de dicotiledoneas, sendo que a maior presenca foi registrada na familia
Rubiaceae, com 140 géneros, seguida por Apocynaceae, com 41 géneros (Thomas 1991). A
presenca de coléteres € uma caracteristica de Rubiaceae, estando presentes em estipulas (Thomas
1991), peciolos (Johansson 1987), cdlice (Robbrecht 1987, Dave et al. 1988), bracteas, bractéolas e
corola (Thomas & Dave 1989c). Nesta familia, os coléteres sdo encontrados quase que
exclusivamente na superficie adaxial ou margem das estipulas. A ocorréncia de coléteres em cdlice
para a familia Rubiaceae foi relatada pela primeira vez em Gardenia lucida Roxb. por Dave et al.
(1988).

O termo coléter € derivado do grego “colla” significando cola, goma, referindo-se ao
exsudato pegajoso, composto por mucilagem, goma ou resina, produzido por estas estruturas
(Lersten 1974b, Dave et al. 1988, Thomas & Dave 1990). Estas estruturas secretoras foram
primeiramente chamadas de coléteres por Hanstein (1848) que os definiu como glandulas que
secretam mucilagem ou resina, ou uma mistura de ambas, e que comecam sua atividade secretora
numa fase inicial de desenvolvimento.

Outras terminologias foram atribuidas a estas estruturas, tais como “glandulas”
(Weddell 1849, Lawson 1854, Mitra 1948, Mia 1960), “squamellae” (Arber 1931, Woodson 1935,
Ramayya & Bahadur 1968), “pélo glandular” (Cross & Johnson 1941), “pélos glandulares longos”
(Solereder 1908, Metcalfe & Chalk 1950), “glandulas estipulares” (Patel & Zaveri 1975), “tricomas
glandulares” (Williams et al. 1982) e “glandulas de resina” (Curtis & Lersten 1980, Subramanian et
al. 1989). Para Dickison (2000), o coléter ¢ um apéndice ou tricoma multicelular que produz uma
secre¢do viscosa. Em um estudo sobre o dpice caulinar de Nerium oleander L., Williams et al.
(1982) afirmaram conhecer o termo coléter, mas preferem o termo tricoma para determinar esta
estrutura. O termo coléter € o mais utilizado e também foi atribuido por Foster (1949), Esau (1965),
Lersten (1974a, b), Miller et al. (1983a), Thomas (1991), Appezzato-da-Gldria & Estelita (2000),
Rio et al. (2002) e Klein et al. (2004) a estruturas secretoras presentes em diferentes espécies.

Appezzato-da-Gléria & Estelita (2000) estudaram o desenvolvimento de coléteres em
duas espécies de Mandevilla Lindl. (Apocynaceae). As células primordiais sdo distintas das
adjacentes devido ao citoplasma relativamente denso. As células da protoderme dividem-se
anticlinalmente para a formacdo das células epidérmicas, enquanto que as da subprotoderme
dividem-se periclinalmente para a formacdo das células do eixo central. Conseqiientemente, o

primérdio torna-se alongado e cresce orientado para cima, paralelo a folha de onde se originou,



dando origem ao coléter maduro com suas células colunares e epidérmicas. Apesar da confusdo
entre as terminologias, em vista dos aspectos peculiares mostrados pelos coléteres em seu
desenvolvimento, estrutura e distribuicdo organografica, Ramayya & Bahadur (1968) e Klein et al.
(2004) estudaram a ontogenia dos coléteres presentes em Allamanda cathartica L. (Apocynaceae) e
Simira glaziovii (K. Schum.) Steyerm., S. pikia (K. Schum.) Steyerm. e S. rubra (Mart.) Steyerm.
(Rubiaceae), respectivamente, e concluiram que eles representam emergéncias.

A semelhanca estrutural entre coléteres e outras estruturas secretoras levou alguns
pesquisadores a confundi-los com nectdrios extraflorais e glandulas de resina (Arekal &
Ramakrishna 1980, Inamdar et al. 1985, Mohan & Inamdar 1986, Subramanian et al. 1989, Thomas
1991). Esta confusdo € devido a semelhanca superficial dos coléteres com os nectdrios em relagdo
ao padrao de distribuicdo, desenvolvimento inicial e estrutura, como nos nectirios extraflorais de
Pedilanthus Neck. ex Poit. (Dave & Patel 1975). Mas ha certas diferencas fundamentais entre
coléteres e nectérios, tais como:

- O exsudato do coléter € insoldvel em dgua e contém acicares, mas niao contém
aminoacidos. O néctar € solivel em dgua e contém tanto acticares como aminodcidos (Thomas
1991);

- Testes histoquimicos indicam que o lipideo € predominante no estddio secretor de
coléter e é mais caracteristico em glandulas que secretam resina ou 6leo do que em glandulas que
secretam néctar (Schnepf 1969, Rachmilevitz & Joel 1976, Inamdar et al. 1986, Arumugasamy et
al. 1989);

- A resina fica localizada nas células epidérmicas do coléter (Thomas 1991);

- A natureza resinosa do exsudato do coléter foi confirmada por Subramanian et al.
(1989) nos coléteres de Apocynaceae;

De acordo com as afirmagdes acima, parece essencial reconsiderar relatos prévios sobre
as estruturas secretoras de Calotropis R. Br., Wattakaka (Decaisne) Hassk., Holarrhena R. Br. e
Plumeria L. como sendo coléteres em vez de nectarios extraflorais, como considerou Durkee et al.
(1984) para Passiflora L.. O termo nectario deveria ser restrito as estruturas que produzem apenas
néctar (Fahn 1979). Em conclusdo, segundo Thomas (1991), parece melhor considerar os coléteres
como sendo uma forma de transicdo entre os nectarios extraflorais verdadeiros e glandulas que
secretam lipideo, com uma possivel fun¢do de impedir a predacdo de insetos.

A funcdo bioldgica da secrecdo do coléter envolve o aumento da protecdo dos tecidos
meristemdticos e de 6rgdos em desenvolvimento, ji oferecida de forma fisica pelas estipulas e
cilices, contra dessecacdo, herbivoros e patégenos (Robbrecht 1988, Thomas ef al. 1989, Thomas &
Dave 1989a, b, Thomas 1991). Diversos autores (Ramayya & Bahadur 1968, Esau 1979, Mohan &

Inamdar 1986) concordam com esta hipdtese de mecanismo de defesa para o exsudato produzido



pelos coléteres. Entretanto, diferentes espécies secretam diferentes produtos, como pode ser visto ao
se comparar os trabalhos de Curtis & Lersten (1974, 1980) e Durkee et al. (1984), nos quais a
secrecdo, nas espécies estudadas, é classificada como sendo semelhante ao latex; e os trabalhos de
Horner & Lersten (1968), Dexheimer & Guenin (1981), e Miller et al. (1983a) sustentam que os
coléteres das espécies estudadas secretam substincias mucilaginosas.

De acordo com Solereder (1908), a morfologia dos coléteres € similar em todas as
familias estudadas. Descreveu que tais estruturas possuiam um peddnculo multicelular de
comprimento variado, de onde parte um eixo central composto por células alongadas envolvidas
radialmente por células epidérmicas, sendo estas protegidas externamente por uma cuticula fina.

~ 9

Lersten (1974a, b) classificou tais coléteres no “tipo-padrdo” e reconheceu quatro tipos adicionais
em Rubiaceae com base na diversidade morfoldgica e anatdmica: padriao-reduzido, intermedidrio,
dendrdide e tipo-escova. O coléter do tipo padrdo-reduzido é alongado e estreito com células
epidérmicas quase tio delgadas quanto as células do eixo central. Os coléteres do tipo dendréide s@o
multicelulares e multisseriados e consistem de duas a quatro células espessas na regido central, de
onde partem cerca de 70 células secretoras ramificadas e alongadas. Os do tipo intermedidrio estdo
entre os tipos padrio e dendrdide. Ja os coléteres que possuem o eixo reduzido e as células
epidérmicas alongadas s@o descritos como o tipo-escova. Em adicdo a estes tipos, Robbrecht (1987)
observou os coléteres alados em Tricalysia bifida De Wild. e filiformes em 7. fenorum, sendo estes
ultimos descritos como extremamente reduzidos e consistindo somente de um eixo estreito de
células alongadas emergindo de uma base um pouco mais ampla, constituida de células
isodiamétricas. Portanto, segundo Thomas (1991), os coléteres sdo enquadrados em seis categorias:
padrdo, dendréide, escova, padrao-reduzido, alado e filiforme.

A auséncia de cuticula em coléteres dendrdides foi relatada por Horner & Lersten
(1968) e Fahn (1979), mas Herman et al. (1986) demonstraram uma cuticula muito distinta com a
aplicagdo de Sudan Black B. Nos coléteres de Psychotria bacteriophila Valeton (Rubiaceae), ao
contrdrio da maioria das plantas, falta uma cuticula nas células ramificadas secretoras; contudo, em
P. kirkii Hiern, uma cuticula estd presente na superficie das células ramificadas (Horner & Lersten
1968).

Lersten (1975) fez uma ampla pesquisa sobre coléteres em Rubiaceae e observou
diferencas considerdveis no tamanho e relacionou este fato com a distribuicdo geografica das
plantas. A grande maioria dos coléteres, acima de 2600um, ocorre em espécies de Psychotria L. na
América do Sul. Coléteres com comprimento médio (783um) também foram muito encontrados nos
neotropicos. Lersten (1974b) determinou o comprimento médio de coléteres, o qual vai diminuindo
em direcdo oeste, passando por Oceania (735um), Filipinas (553um), Indias do Leste e Australia

(480um), Asia (410pum) e Africa (334um). Miller et al. (1983) relatou que, em Psychotria L., um



coléter dendrdide desenvolvido completamente possui cerca de 180um de comprimento e 160um de
largura. Lersten (1975) pdde reconhecer coléteres de dois géneros nos quais as células epidérmicas
ndo eram alongadas, mas eram separadas umas das outras como em Scyphiphora hydrophyllacea
C.F. Gaertn. e Urophyllum corymbosum Korth.. O autor também relatou coléteres dendréides em
mais trés géneros: Alibertia concolor (Cham.) K. Schum., Calycophyllum spruceanum (Benth.)
Hook. f. ex K. Schun. e Vangueria edulis Vahl.

Jayaweera (1963a, b, 1964, 1965) e Aiello (1979) utilizaram o ndmero e o arranjo dos
coléteres como ferramenta taxondmica em seus estudos sobre Rubiaceae. Jayaweera encontrou
coléteres no célice, bem como na estipula do género Mussaenda L.. Aiello (1979) adicionou a
informacdo de que Portlandia P. Browne possui vdrias fileiras de coléteres ao longo da base da
superficie adaxial da estipula e mostrou que ndo ha diferengas em niimero ou arranjo de coléteres
entre cinco espécies. Em Cigarrilla Aiello e Siemensia Urb., os coléteres estdo arranjados em dois
grupos, cada um deles com cerca de 15 coléteres, e estdo localizados na parte mais baixa das
margens das estipulas. Em Coutaportla Urb., toda a superficie interna da estipula é coberta com
coléteres. H4 muita variagdo no nimero e arranjo dos coléteres nos cdlices: em Isidorea A. Rich. ex
DC. hd dois por sépala, enquanto que em Portlandia P. Browne héd quatro, e em Cigarrilla Aiello,
seis. Portlandia P. Browne possui um anel continuo de coléteres na base do calice. Em Coutarea
Aubl., os coléteres estdo arranjados em grupos entre as sépalas. Osa Aiello, Cubanola Aiello e
Thogsennia Aiello possuem uma quantidade abundante de coléteres e estes se estendem para a face
interna de cada sépala (Thomas 1991).

Lersten (1975) notou que um pequeno nimero de géneros t€ém perdido a habilidade de
produzir coléteres, uma tendéncia que parece principalmente ser explicada pelo aumento do hébito
herbiaceo (Rubieae) ou outras especializacdes (Psychotria maxonii Standl.). Algumas espécies dos
seguintes géneros ndo possuem coléteres: Henriquezia Spruce ex Benth. e Platycarpum Bonpl.
(Rogers, 1984), Arcytophyllum Willd. ex Schult. & Schult. f., Bouvardia Salisb., Manettia Mutis ex
L., Hydnophytum Jack, Perama Aubl., Galium L. e Asperula L. (Lersten 1975). Mas Majumdar &
Pal (1958) observaram coléteres em estipulas interpeciolares de Galium mollugo L..

Os mecanismos de secrecdo, ou seja, a forma pela qual o exsudato deixa a estrutura
secretora, sdo pouco conhecidos (Akers et al. 1978). Em geral, os coléteres comecam a secretar
antes da expansdo da folha, a qual eles estdo ligados. Neste estidgio, o coléter possui coloracio
amarelada e o exsudato é um material pegajoso, o qual recobre completamente o dpice caulinar.
Para isso, o exsudato € transportado através de numerosas vesiculas do Complexo de Golgi até a
membrana plasmatica, as quais aparentemente fundem-se a esta. Entdo, uma pequena quantidade de
material heterogéneo acumula-se em “bolsas” entre a membrana plasmadtica e a parede celular. Uma

cuticula fina protege as paredes celulares e, devido a pressdo do material heterogéneo secretado



sobre a parede celular, a cuticula se rompe e este material é, entdo, liberado para o espago
extracelular (Thomas 1991). Outros estudos sobre coléteres (Curtis & Lersten 1974, Fjell 1983,
Mohan & Inamdar 1986) também mostram esse processo de rompimento da cuticula para a
liberacdo do material secretado. Entretanto, nenhum trabalho explica a forma pela qual o exsudato
do coléter passa pela parede celular e pela cuticula, quando esta estd presente e ndo se rompe. O
trabalho de Durkee et al. (1984) com Passiflora foetida L. € um exemplo do ndo rompimento da
cuticula na glandula de resina (com estrutura similar ao coléter), no qual os autores ndo conseguiram
estabelecer uma forma de liberacdo do exsudato. Poucos estudos tentam elucidar a forma pela qual o
exsudato passa pela parede celular para chegar a cuticula (Oliveira & Pais 1990, Mahlberg & Kim
1992). Em geral, os trabalhos referem-se a esta etapa afirmando que o material secretado passa
diretamente através da parede celular. Para os coléteres que ndo possuem cuticula, ndo foi
encontrada descricdo da liberag@o da secre¢do na literatura disponivel.

Apoés cessar sua funcdo secretora, o coléter inicia o processo de senescéncia. Uma
caracteristica que marca a senescéncia é a mudanca da coloragdo do coléter, que deixa de ser
amarelada e passa a ser marrom. A necrose inicia-se no dpice do coléter pela parede; em seguida
ocorre a degeneracdo do citoplasma, a qual procede de maneira basipetalar no tecido do coléter
(Thomas & Dave 1990, Thomas 1991, Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000). Geralmente, os
cristais de oxalato de célcio surgem nas células centrais de coléteres mortos, geralmente espalhados
(Thomas 1991), mas em Mitragyna Korth., eles estdo arranjados em uma fileira vertical (trés a
quatro) e as células que possuem os cristais tém paredes celulares intensamente coradas (Thomas &
Dave 1990).

Depois da necrose, os coléteres geralmente conservam sua forma, mas em Calotropis R.
Br., eles apresentam-se ressecados a partir do dpice (Thomas 1991). Segundo Esau (1979), os
coléteres secam apds sua funcdo secretora. Ja os coléteres de Mitragyna Korth. caem do caule juntos
com a estipula, antes da abertura das folhas no né ao qual as estipulas estdo ligadas (Thomas 1991).
Miller et al. (1984) relataram que os coléteres dendrdides permanecem presentes apenas durante os
estagios iniciais do desenvolvimento floral de Psychotria L., degenerando num estdgio posterior.
Mas em Apocynaceae e Asclepiadaceae, os coléteres calicinicos sdo persistentes sobre o cdlice na
base do foliculo (Thomas 1991). Coléteres peciolares persistentes sdo encontrados com
remanescentes de peciolo no caule quando ocorre abscisdo da folha num nivel mais alto do que a
posicdo dos coléteres no peciolo (Thomas & Dave 1989a).

Nédulos bacterianos em folhas sdo pouco comuns, mas estes foram encontrados em
aproximadamente 370 espécies de cinco géneros nas familias Myrsinaceae e Rubiaceae (Lersten &
Horner 1967). De acordo com Humm (1944), “nédulos foliares sdo pequenas elevacodes tipicas

menores que 2 mm de didmetro. Eles podem estar irregularmente espalhados sobre a superficie da



folha (caracteristica de Psychotria L.), localizados somente ao longo da margem (caracteristica de
Ardisia crenata Sims - Myrsinaceae), ou dispostas em duas fileiras ao longo de cada lado da folha.”

Segundo Miller et al. (1983a), em espécies noduladas de Psychotria L., a mucilagem
produzida pelos coléteres ndo providencia somente substincias necessdrias para a nutricdo das
bactérias endofiticas, mas também & um veiculo para que estas bactérias entrem pelas folhas. Van
Hove & Kagoyre (1974) relataram que “glandulas estipulares de Rubiaceae possuem um papel vital
na simbiose com bactérias endofiticas, pois sua secre¢do provavelmente constitui o substrato de
carbono para as bactérias no broto, e estdo talvez na origem da associacdo simbidtica nestas
plantas.”

Lersten (1975) investigou a associacdo dos coléteres dendrdides ou tipo-escova com
espécies noduladas e encontrou uma correlagdo muito forte em Pavetta L. e Psychotria L., mas
fraca em Neorosea N. Hallé. A maioria das espécies noduladas apresenta coléteres dendrdides ou do
tipo-escova, mas alguns tipos padrdo e intermedidrio também ocorrem. O padrdo de ocorréncia de

infeccdo e evolucdo bacteriana de coléteres dendrdides sugere uma relagdo ao acaso.
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Capitulo 1



Coléteres dendréides em Alibertia sessilis, uma espécie ndo-nodulada de Rubiaceae'

DANIELA PACHECO BARREIRO? e SILVIA RODRIGUES MACHADO>?

RESUMO - (Coléteres dendréides em Alibertia sessilis, uma espécie ndo-nodulada de Rubiaceae). Este trabalho
descreve a distribui¢do, estrutura e histoquimica dos coléteres presentes em dpices vegetativo e reprodutivo de
Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum., uma espécie de Rubiaceae nativa do cerrado brasileiro. Amostras foram
preparadas segundo técnicas usuais em microscopia de luz e eletronica de varredura, sendo empregada técnica
especial para dissolu¢do da secre¢do na superficie dos coléteres. Histoquimica foi feita em material recém
coletado. Os coléteres sdo do tipo dendrdide e ocorrem na face adaxial das estipulas, bracteas e sépalas; consistem
de um eixo central multicelular e multisseriado, de natureza parenquimadtica, revestido por células epidérmicas
digitiformes ou pontiagudas de tamanhos irregulares, unidas entre si somente na por¢do proximal e separadas
umas das outras na por¢do distal. As células colunares sdo axialmente alongadas e possuem paredes espessas,
nicleo conspicuo, citoplasma reduzido e vactiolo desenvolvido com acimulo de lipideos e substincias fendlicas.
As células epidérmicas possuem paredes delgadas, nicleo conspicuo, citoplasma abundante e vacuoma pouco
desenvolvido. Os coléteres ndo possuem cuticula. A secrecdo € mais abundante no dpice vegetativo, impregnando
primdrdios foliares e estipulas, formando uma capa esférica dura, brilhante e hidrofébica. Em todas as amostras
analisadas, os testes histoquimicos detectaram presencga de polissacarideos, proteinas e lipideos no protoplasto de
ambas células colunares e epidérmicas; compostos fendlicos foram detectados somente nas células colunares. A
intensidade da reacdo foi varidvel entre as células epidérmicas e colunares. A natureza resinosa do exsudato foi
confirmada com o uso do solvente éter dietilico para extragdo da secrec@o da superficie dos coléteres. Nodulos
bacterianos foliares ndo foram encontrados.

Palavras-chave — Alibertia sessilis, anatomia, coléteres dendréides, histoquimica, Rubiaceae

ABSTRACT - (Dendroid colleters of Alibertia sessilis, a non-nodulate Rubiaceae species). This paper describes
distribution, structure and histochemistry of the colleters in vegetative and reproductive apices of Alibertia sessilis
(Vell.) K. Schum., a native Rubiaceae species of the brazilian cerrado. Samples were prepared according to usual
techniques in light microscopy and scanning electron microscopy, with a special technique to dissolution of
secretion in colleters surface. Histochemistry was made in fresh material. Colleters are dendroid type and occur in
the adaxial surface of stipules, bracts and sepals; they consist of multicellular and multiseriate central axis,
parenchymatic nature, covered by digitiform or sharp epidermal cells of irregular sizes, joined among themselves
only in the proximal portion and separated from each other in the distal portion. The columnar cells are axially
elongated and present thick cellular walls, prominent nucleus, reduced cytoplasm and developed vacuole with
lipidic inclusions and phenolic compounds. The epidermal cells have thin cellular walls, prominent nucleus,
abundant cytoplasm and a few developed vacuome. The colleters don’t present cuticle. The secretion is more
abundant in vegetative apex, impregnating the leaf buds and the stipules, constituting a hard spherical cap, brilliant
and hydrophobic. In all samples analyzed, histochemical assays detected polysaccharides, proteins and lipids in
the protoplast of both columnar and epidermal cells; phenolic compounds were detected in the columnar cells
only. The intensity of the reaction was variable among epidermal and columnar cells. Resinous nature of the
exudate was confirmed with the use of the diethylic ether solvent for extraction of the secretion of the colleters
surface. Foliar bacterial nodules weren’t found.

Key words — Alibertia sessilis, anatomy, dendroid colleters, histochemistry, Rubiaceae
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INTRODUCAO

Coléteres sdo estruturas glandulares encontradas na superficie adaxial de O6rgdos
reprodutivos e/ou vegetativos jovens de um grande nimero de familias (Thomas 1991). A fun¢do
principal da secrecdo produzida por coléteres relaciona-se com a protecdo de meristemas e 6rgaos
em desenvolvimento, sendo estes lubrificados e protegidos contra dessecagdo, herbivoros e
patégenos (Thomas et al. 1989, Thomas & Dave 1989a, b, Thomas 1991). O que diferencia os
coléteres das demais estruturas secretoras € a composicdo do exsudato que pode ser constituida
unicamente por mucilagem (Fahn 1979, Thomas 1991) ou uma mistura de mucilagem e substancias
lipofilicas (Fahn 1979, 1990, Kronestedt-Robards & Robards 1991).

Em Rubiaceae, os coléteres ocorrem principalmente na superficie adaxial de estipulas
(Solereder 1908, Horner & Lersten 1968, Van Hove 1972, Lersten 1974a, Thomas 1991), podendo
ser encontrados em peciolos (Johansson 1987), cdlice (Robbrecht 1987, Dave et al. 1988), bracteas,
bractéolas e corola (Thomas & Dave 1989c). Nesta familia, foram descritos seis tipos de coléteres:
padrdo, padrao-reduzido, dendréide, escova, alado e filiforme (Thomas 1991), sendo que o niimero,
a morfologia e o arranjo dessas estruturas sao elementos relevantes para determinagdes taxondmicas
e filogenéticas (Woodson & Moore 1938, Jayaweera 1963a, b, 1964, 1965, Lersten 1974a, b, 1975,
Aiello 1979, Thomas & Dave 1990). Coléter dendréide, com raras excegdes, tem sido associado a
espécies com nddulos bacterianos foliares e estd presente em varios géneros de Rubiaceae, incluindo
Alibertia A. Rich. ex DC. (Lersten 1975, Thomas 1991). No caso das espécies com nddulos
bacterianos foliares, o exsudato liberado pelos coléteres, além de constituir fonte nutritiva, contribui
para a entrada das bactérias no mesofilo, via estomatos (Lersten & Horner 1967).

Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum., conhecida como “marmelinho” ou “marmelo-do-
cerrado”, é uma espécie subarbustiva de grande importancia alimenticia e medicinal no cerrado
(Guarim Neto 1985, Rodrigues & Carvalho 2001). Os frutos desta espécie sdo consumidos ao
natural ou utilizados na forma de geléias e tortas pela populacdo; suas folhas sdo consumidas por
bovinos e junto com seus ramos sdo utilizados em preparacdes medicinais, como compressa, banho
e cataplasma, na cura de afeccOes da pele (Almeida ef al. 1998). Verificou-se que os dpices dos
ramos vegetativos e reprodutivos dessas plantas, em épocas distintas do ano, apresentam-se
recobertos por um exsudato esbranquicado e resinoso. Em literatura, ndo foram encontradas
referéncias sobre coléteres para esta espécie.

Este trabalho descreve pela primeira vez a ocorréncia de coléteres dendréides em &pices
reprodutivo e vegetativo de A. sessilis, com informacdes sobre sua morfologia, anatomia e

histoquimica.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Apices reprodutivo e vegetativo foram coletados de exemplares de A. sessilis crescendo
em fragmentos de cerrado na regido de Botucatu (S23°02°55,5” e W48°31°26,1”) e na Reserva
Particular da Fazenda Palmeira da Serra, municipio de Pratania (522°48°50,2” e W48°44°35,8”),
estado de Sao Paulo, Brasil, durante os meses de Marco/2003, Fevereiro, Marco, Abril e
Agosto/2004 e Junho/2005. Exsicatas foram depositadas no Herbdrio Irina Delanova
Gemtchujnicov da Universidade Estadual Paulista (UNESP).

Estudo anatomico

Para andlise geral da distribuicdo e estrutura dos coléteres, dpices intactos e suas partes
dissecadas sob microscdpio estereoscopico com o auxilio de estiletes foram fixadas em solucgdo de
Karnovsky (paraformaldeido 4%; glutaraldeido 1% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2; tampao
fosfato 0,2 M pH 7,2) por 24 h (Karnovsky 1965), seguido por desidratacdo em série crescente de
solugdes de dlcool e embebidas em historresina (Gerrits 1991). Seccdes (6-8 um de espessura)
foram obtidas em micrétomo rotatério semi-automadtico e coradas com Azul de Toluidina 0,05% pH
4,7 (O’Brien et al. 1964). Laminas permanentes foram montadas em resina sintética (Gerlach 1969),
observadas e documentadas em Fotomicroscépio Leica DMR.

Para detectar as principais classes de metabdlitos nas células dos coléteres, sec¢des de
material recém coletado, ndo fixado, obtidas a mao livre com auxilio de micrétomo de Ranvier
foram tratadas com: (a) Sudan IV para lipideos em geral (Pearse 1980); (b) Acido
Periédico/Reagente de Schiff (PAS) para polissacarideos neutros (Cortelazzo 1992); (c) Vermelho
de Ruténio para polissacarideos diversos (Jensen 1962); (d) Cloreto Férrico para compostos
fendlicos (Johansen 1940); (e) Solucdo de Azul Merciirio de Bromofenol para proteinas (Mazia et
al. 1953); (f) Acido Sulfiirico a 10% para cristais de oxalato de célcio (Johansen 1940). Os cortes
foram montados entre lamina e laminula utilizando-se glicerina como meio de montagem e
analisados imediatamente. Todos os testes histoquimicos foram comparados aos controles indicados
pelos respectivos autores.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Estipulas, bricteas e sépalas foram fixadas como descrito acima, pds-fixadas em
tetr6xido de 6smio 1% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,3 por 1 hora, desidratadas em série crescente
de solugdes de alcool, submetidas ao sistema de secagem em ponto critico CPD 020 (Balzer Union)

utilizando-se CO; liquido, montadas em suportes de aluminio e metalizadas com ouro. As amostras
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foram observadas e documentadas ao microscépio eletronico de varredura (MEV) Philips SEM 515,

a20kV.

Extracdo do exsudato para observa¢do ao MEV

A abundincia e a consisténcia da secrecdo dificultaram as observacdes e a obtengdo de
imagens dos coléteres ao microscopio eletronico de varredura. Assim, foram testados diferentes
solventes indicados para extragdo de secrecoes (Ramayya & Bahadur 1968, Durkee er al. 1984,
Subramanian et al. 1989, Thomas & Dave 1990). Amostras de dpices vegetativo e reprodutivo
foram coletadas e, com a ajuda de estiletes sob estereomicroscopio, foram destacadas as estipulas,
bracteas e sépalas. Em seguida, estas estruturas foram imersas em frascos de penicilina contendo os
seguintes solventes: acetona, dgua acética 1%, dgua destilada, dlcool etilico, benzeno e éter dietilico.
Os frascos permaneceram a temperatura ambiente, em tempos varidveis de 10 segundos a 10
minutos. Frascos de penicilina contendo estipulas, bricteas e sépalas imersas em 4gua destilada
foram também levados a estufa a 60°C, durante 30 minutos. A seguir, com o auxilio de um pincel de
poucas cerdas, o exsudato foi sendo cuidadosamente removido. Subseqiientemente, as amostras
foram lavadas com dgua destilada, fixadas em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24 h e

processadas segundo a técnica descrita para MEV.

RESULTADOS

Distribui¢do e Morfologia

O 4pice vegetativo, no periodo do brotamento, é protegido por estipulas verdes
intumescidas e recobertas por uma capa esférica de uma substincia abundante, esbranquicada,
hidrofébica e de aspecto perolado (figura 1). Esta substincia acumula-se gradualmente na parte
interna das estipulas e, quando extravasa para a superficie do dpice, torna-se vitrea e quebradica
(figuras 2-4). No periodo em que o dpice estd dormente, as estipulas possuem aspecto ressecado, de
coloragdo marrom escuro e ndo apresentam actimulo de secrecdo (figura 5).

O édpice reprodutivo, no inicio do seu desenvolvimento, apresenta-se recoberto por
secrecdo hialina, hidrofébica e relativamente bem menos abundante (figura 8) em compara¢do com
o 4dpice vegetativo. Em estdgios posteriores do desenvolvimento, a secrecdo € vista na superficie de
cada botdo floral da inflorescéncia, conferindo um aspecto brilhante aos botdes florais (figura 9).

Estipulas, bricteas e sépalas apresentam coléteres na superficie adaxial (figuras 6, 7, 22,
24, 26, 27). Os coléteres apresentam-se total ou parcialmente recobertos pela secrecdo (figuras 10-

12).
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Os coléteres comegam a secretar antes da expansdo dos primordios foliares e florais, aos
quais eles estdao ligados. Neste estigio, o exsudato € um material pegajoso, o qual cobre
completamente as estruturas em desenvolvimento (figura 6) e que se solidifica em contato com o ar
(figuras 1-4). Coléteres possuem coloragdo que varia de amarelo-palha a marrom ou parda (figura
7).

Os tratamentos com &lcool e benzeno, por 10 minutos, dissolveram a secrecio presente
na superficie das estipulas, bricteas e sépalas, mas ndo a extrairam da superficie dos coléteres. Com
benzeno, houve colapso generalizado das células dos coléteres (figura 13). Tratamento com éter
dietilico, por 30 segundos, dissolveu a secrecdo da superficie das estipulas e dos coléteres, sem
danos as células e permitiu a observacgdo da distribuicdo, estrutura e a classificacdo dos coléteres no
tipo dendrdide (figuras 17, 18).

Nas estipulas (figura 14), os coléteres estdo distribuidos em varias fileiras ao redor dos
primordios foliares; sdo mais abundantes na base, podendo ocorrer de modo esparso por toda a
superficie adaxial da estipula; atingem 700 pum de comprimento.

Nas bracteas (figura 15), os coléteres localizam-se desde a base até o seu terco médio e
distribuem-se em vdrias camadas ao redor dos primérdios florais. Nas sépalas (figura 16), os
coléteres estdo concentrados na base, em camada tinica. Em ambas estruturas, os coléteres atingem
comprimentos que variam de 650 a 680 pm.

Em todas as amostras analisadas, os coléteres sdo coniformes e consistem de um eixo
com indmeras células alongadas, de tamanhos varidveis, com disposi¢do antrorsa (figuras 17, 18).
As células sdo cilindricas, pontiagudas (figura 17) ou digitiformes (figura 19), ocorrendo, também,
células com abaulamentos pronunciados na sua base, regido mediana ou no dpice (figuras 20, 21). A
superficie das células € lisa ou levemente estriada, apresentando grumos ou flocos (figuras 19-21)

que correspondem a restos da secrecao.

Anatomia e histoquimica

Os coléteres sdo mais abundantes no dpice vegetativo, preenchendo toda a regido
compreendida entre a estipula e os primérdios foliares (figuras 22, 24). Consistem de um eixo
central multicelular e multisseriado, com cerca de 20-50 células parenquimadticas volumosas, em
seccdo transversal (figuras 23, 25) e 30-40 células de altura, em seccdo longitudinal (figura 23),
revestido por cerca de 90-110 células epidérmicas dispostas em camada tnica (figura 25); essas
células possuem tamanhos irregulares, unidas entre si apenas em sua por¢do proximal e separadas
umas das outras em sua por¢do distal (figuras 23, 25, 28, 29). O nimero de células epidérmicas é
visivelmente maior nos coléteres do dpice reprodutivo (figuras 28-29), enquanto que a secre¢do

parece ser mais abundante no dpice vegetativo (figuras 1-4).
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As células do eixo central sdo axialmente alongadas e possuem parede pectoceluldsica
espessa, nicleo volumoso e conspicuo, citoplasma reduzido e vactiolos desenvolvidos. As células
epidérmicas apresentam paredes delgadas, niicleo volumoso e conspicuo e citoplasma abundante
(figuras 23, 28, 29). Em todas as amostras analisadas, verificou-se que os coléteres ndo apresentam
cuticula.

Compostos fendlicos foram observados unicamente nas células colunares (figura 30),
enquanto lipideos (figura 31), polissacarideos (figura 32) e proteinas (figura 33) foram detectados
em todas as células dos coléteres; contudo a intensidade da reagc@o apresentou variagcdes entre as
células epidérmicas e colunares dos coléteres de estipulas, bracteas e sépalas.

Cristais de oxalato de célcio do tipo drusa foram freqiientemente observados nas células
colunares, sendo sua freqiiéncia maior nos coléteres estipulares (figura 33).

Em A. sessilis ndo foram observados nddulos bacterianos nas folhas.

DISCUSSAO

A. sessilis apresenta coléteres na superficie adaxial de estipulas, bricteas e sépalas,
conforme observado em outras espécies de Rubiaceae (Robbrecht 1978, 1983, Dave et al. 1988).
Nessas trés estruturas, os coléteres se caracterizam por apresentar um eixo central multicelular
alongado, de natureza parenquimdtica, revestido por inimeras células epidérmicas que sdo
parcialmente ou totalmente separadas umas das outras, deixando os coléteres com aspecto
ramificado, enquadrando-se no tipo dendréide, conforme descri¢do de Lersten (1974a, b).

Os coléteres dendrdides em A. sessilis possuem cerca de 700 um e, portanto, sdo
considerados de tamanho médio, segundo classificacdo proposta por Lersten (1975). Lersten
(1974b) realizou um vasto estudo sobre coléteres em Rubiaceae de diferentes procedéncias e
observou diferencas considerdveis com relacdo ao tamanho dessas estruturas que provavelmente
estariam associadas com a distribui¢do geogréfica das plantas. Coléteres de tamanho médio (783
um) foram encontrados nos neotrépicos, sendo que em espécies de Psychotria da América do Sul a
maioria massiva de coléteres possui tamanho igual ou superior a 2600 um. Este autor relatou que o
tamanho médio diminui em dire¢do oeste a partir da Oceania (735 um), Filipinas (553 um), Indias
do Leste e Australia (480 um), Asia (410 um) e Africa (334 um), sendo este dltimo com tamanho
cerca de 40% do encontrado nas Américas Central e do Sul.

Os coléteres comecam a secretar precocemente, antes mesmo da expansiao dos
primérdios foliares e florais. A solidificagdo da secrecdo, inicialmente pegajosa, quando em contato
com o ar, indica sua natureza resinosa (Langenheim 2003). A mudanga da coloragdo dos coléteres

dendréides de amarelo-palha para marrom ou parda, conforme observado em A. sessilis, foi

16



igualmente relatada para diferentes espécies e estd relacionada com a parada da atividade secretora e
inicio do processo de senescéncia dos mesmos (Thomas & Dave 1990, Thomas 1991, Appezzato-
da-Gloéria & Estelita 2000).

Os testes histoquimicos usados neste trabalho permitiram verificar que os coléteres de
estipulas, bracteas e sépalas possuem polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e lipideos. A
presenca dessas substincias, isoladamente ou em misturas complexas, foi igualmente detectada em
coléteres de diferentes taxa (Horner & Lersten 1968, Thomas & Dave 1989b, Thomas et al. 1989,
Thomas & Dave 1990, Appezzato-da-Gléria & Estelita 2000, Klein et al. 2004). Segundo Thomas
(1991), os lipideos s@o os metabdlitos predominantes nas células epidérmicas dos coléteres no
estdgio pré-secretor. Secrecdo resinosa e acumulo de lipideo foram observados em células
epidérmicas dos coléteres de Gardenia gummifera (Mangalan et al. 1990).

O exsudato presente na superficie dos coléteres de dpices vegetativo e reprodutivo de A.
sessilis foi extraido unicamente com éter dietilico, o que, segundo alguns autores, indica a natureza
resinosa da secrecdo (Subramanian et al. 1989). Embora a producio de resina em coléteres tenha
sido referida para certos géneros de Rubiaceae (Solereder 1908, Fahn 1979, Langenheim 2003),
nossos dados ndo permitem concluir sobre a composi¢do quimica do exsudato.

Segundo Langenheim (2003), resinas na superficie de estipulas (que protegem os
primérdios foliares), folhas jovens, caules jovens e/ou célice floral, em geral sdo constituidas por
uma mistura complexa de terpenos e flavondides lipofilicos que se solidificam a temperatura
ambiente. Segundo o autor, essas substincias sdo comuns em plantas crescendo em ambientes
diversos; em regides 4ridas e semi-dridas, t€m sido associadas com protecdo dos tecidos em
desenvolvimento contra dessecacdo e predacdo; em ambientes tropicais umidos, a resina protege
contra a grande diversidade de insetos fit6fagos, mamiferos e microorganismos patogé€nicos que sao
abundantes nesses ambientes. Krause (1909, apud Langenheim 2003) observou que nas espécies de
Gardenia habitando ambientes dridos a resina produzida por coléteres estipulares diminuia a
transpiracio, enquanto espécies de ambientes imidos ndo apresentavam coléteres. Resinas contendo
terpenos volateis ou compostos fendlicos também podem atrair parasitdides ou predadores dos
herbivoros que atacam a planta, promovendo uma defesa indireta (Langenheim 2003). De modo
similar ao observado em A. sessilis, em algumas espécies de Dalechampia as resinas sdo a prova
d’dgua e produzidas regular e previsivelmente; no caso das resinas florais, tais substincias
constituem um recurso particularmente valioso para as abelhas fémeas que as utilizam na constru¢ao
do ninho. Ainda com relacdo a essas plantas, as resinas contém terpenos voléteis que atraem abelhas
que utilizam tais substiancias como precursoras para feromonios sexuais (Armbruster 1993).

No presente trabalho, a falta de observacdes das plantas no campo e o desconhecimento

da composi¢do quimica exata da resina ndo permitem tirar conclusdes sobre o papel da secrecdo
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produzida pelos coléteres dendrdides nas interacdes planta-ambiente. Contudo, com base em
literatura, é possivel fazer algumas suposicdes. A producao de exsudato hidrofébico nos coléteres de
A. sessilis durante todo o periodo de crescimento vegetativo e de formacdo dos 6rgdos florais é
particularmente significante nas condi¢cdes do cerrado e, provavelmente, desempenha papel
importante na protecdo do tecido meristemdtico em desenvolvimento contra dessecagdo, herbivoros,
patdgenos e insetos (Dell 1977, Thomas et al. 1989, Thomas & Dave 1990, Farrell et al. 1991,
Thomas 1991, Zalucki et al. 2001; Cruz et al. 2002). Segundo Franco (2002), o cerrado caracteriza-
se por apresentar clima sazonal com uma estacdo seca bem definida, com altas temperaturas e
elevada intensidade luminosa, sendo que as plantas apresentam diferentes mecanismos de adaptacdo
as condi¢des climaticas deste ecossistema.

Embora neste trabalho a produg¢do de exsudato ndo tenha sido quantificada, as
diferencas visuais observadas na quantidade de material nos dpices vegetativo e reprodutivo podem
estar relacionadas as condicdes climdticas do cerrado nas épocas de brotamento e floracdo, pois,
segundo Langenheim (1994), fatores abiéticos como intensidade luminosa e condi¢des de umidade
podem afetar a quantidade total de resina produzida pelas estruturas secretoras externas.

Em espécies de rubidceas noduladas, a secre¢cdo mucilaginosa pode servir como via para
as bactérias penetrarem as folhas ainda muito jovens (Lersten & Horner 1967, Miller et al. 1983),
além de desempenhar papel vital na nutricdo dessas bactérias simbidticas (Van Hove & Kagoyre
1974, Lersten 1975, Miller et al. 1983). Em A. sessilis, a auséncia de nddulos bacterianos poderia
estar associada com a natureza da secrecdo, a qual forma uma capa rigida e hidrofébica em torno do
dpice vegetativo.

Pesquisas adicionais enfocando o desenvolvimento de exemplares de A. sessilis em
diferentes fisionomias do cerrado, juntamente com andlises da composi¢do quimica das substancias
produzidas pelos coléteres, poderdo esclarecer o papel das secrecdes exdgenas na mediacdo de

interacoes.
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Figuras 1-9. Apices vegetativos e reprodutivos de Alibertia sessilis. 1. Apice de ramo vegetativo
mostrando estipulas recobertas por secre¢io resinosa. 2. Apice vegetativo com uma estipula
removida (*) mostrando actimulos de secrecdo pegajosa. 3. Apice vegetativo mostrando secre¢do
abundante. 4. Apice vegetativo cortado longitudinalmente mostrando estipula, secre¢io perolada e
primérdios foliares. 5. Apice vegetativo em dorméncia com estipulas ressecadas, sem actimulo de
secrecdo. 6. Secgdo transversal de dpice vegetativo mostrando a disposi¢do dos coléteres na
superficie adaxial da estipula e primérdios foliares imersos na secre¢do (*). 7. Estipula removida
mostrando coléteres (setas) em fileiras na superficie adaxial. 8. Inflorescéncia em inicio de
desenvolvimento com secre¢do de aspecto vitreo. 9. Secrecao na superficie de botdes florais. Barras
=3cm(1,5),3,3cm (2,4),2cm (3), 250 um (6), 7 cm (7), 2,5 cm (8), 1,2 cm (9). (br = bracteas;
co = coléteres; et = estipulas; pf = primdrdios foliares; se = secrecdo).
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Figuras 10-16. Apices vegetativos e reprodutivos de Alibertia sessilis (MEV). 10. Estipula com
secrecdo, dificultando a observagdo dos coléteres. 11 e 12. Coléteres parcial ou totalmente cobertos
por secregdo (setas). 13. Células colapsadas devido ao tratamento com benzeno. 14. Coléteres em
fileiras na base da superficie adaxial de estipula, sendo que alguns se localizam de maneira esparsa
(setas). 15. Coléteres dispostos em fileiras (setas) na superficie adaxial de bractea. 16. Coléteres
localizados na base de sépala, na superficie adaxial. Barras = 135 um (10), 24 um (11), 35 um (12),
10 pm (13), 195 pum (14), 210 pm (15), 105 pm (16). (br = brécteas; co = coléteres; et = estipulas;
se = secrecdo; sp = sépala).
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Figuras 17-21. Coléteres dendrdides de Alibertia sessilis (MEV). 17. Estipula tratada com éter
dietilico evidenciando os coléteres. 18. Coléteres dendrdides em bricteas tratadas com éter dietilico.
19. Detalhe mostrando células epidérmicas cilindricas digitiformes. 20 e 21. Células epidérmicas
com abaulamentos pronunciados, mostrando grumos de secre¢do em sua superficie. Barras = 60 pm
17), 40 pym (18), 10 um (19), 5 pum (20, 21). (ce = células epidérmicas; co = coléteres; et =
estipulas).
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Figuras 22-25. Coléteres dendréides estipulares de Alibertia sessilis (Microscopia de Luz). 22.
Seccdo longitudinal do dpice vegetativo mostrando a disposi¢do dos coléteres (*) na superficie
adaxial das estipulas. 23. Detalhe evidenciando a estrutura dos coléteres estipulares com células
colunares e epidérmicas. 24. Sec¢@o transversal de dpice vegetativo mostrando a disposicio e
estrutura dos coléteres (*). 25. Detalhe evidenciando coléteres com numerosas células colunares e
células epidérmicas dispostas em camada unica. Barras = 110 pm (22), 25 um (23), 85 um (24), 20
pum (25). (cc = células colunares; ce = células epidérmicas; et = estipulas).
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Figuras 26-29. Coléteres dendrdides presentes em bricteas e sépalas de Alibertia sessilis
(Microscopia de Luz). 26. Seccdo longitudinal mediana de inflorescéncia em inicio do
desenvolvimento evidenciando a disposicdo dos coléteres (setas) nas bricteas e nas sépalas. 27.
Seccdo longitudinal de um botao floral mostrando a disposi¢do dos coléteres (seta) nas sépalas. 28 e
29. Coléteres dendrdides de sépalas mostrando células colunares e epidérmicas. Notar a presenca de
cristal de oxalato de célcio (%) em célula colunar. Barras = 200 um (26), 100 um (27), 20 um (28,
29). (br = bracteas; cc = células colunares; ce = células epidérmicas; pe = pétalas; sp = sépalas).
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Figuras 30-33. Coléteres dendrdides estipulares de Alibertia sessilis (Microscopia de Luz). 30.
Colorag@o com Azul de Toluidina, evidenciando células colunares com conteido denso (pontas de
seta) corado de verde, indicando a presenca de compostos fendlicos. 31. Teste com Sudan IV
revelando a presenca de lipideos (pontas de seta). 32. Teste com PAS indicando a presenca de
polissacarideos. 33. Teste com Azul Mercirio de Bromofenol mostrando a presenca proteinas
visiveis como granulos. Notar a presencga de cristais de oxalato de cdlcio do tipo drusa (pontas de
seta) nas células colunares. Barras = 20 um (30, 32), 35 um (31), 30 um (33). (cc = células
colunares; ce = células epidérmicas; et = estipula).
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Capitulo 2



Ultra-estrutura e secrecao de coléteres dendroéides em Alibertia sessilis, uma espécie de

Rubiaceae nio-nodulada®

DANIELA PACHECO BARREIRO? e SILVIA RODRIGUES MACHADO?*?

RESUMO - (Ultra-estrutura e secrecdo de coléteres dendréides em Alibertia sessilis, uma espécie de Rubiaceae
ndo-nodulada). Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum. é espécie subarbustiva de Rubiaceae comum em cerrados.
Apresenta coléteres dendrdides em estipulas, bracteas e sépalas cuja secreg¢do hidrofébica recobre totalmente o
dpice de ramos vegetativo e reprodutivo. O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos ultra-estruturais e o
modo de secre¢do desses coléteres. Amostras foram preparadas segundo técnicas convencionais em microscopia
eletronica de varredura e transmissdo, além do uso da técnica do ZIO. Os coléteres sdo formados por um eixo
central multicelular e multisseriado revestido por numerosas células epidérmicas pontiagudas ou digitiformes. Os
coléteres ndo possuem cuticula. As células colunares possuem paredes espessas com plasmodesmos, nicleo
volumoso, citoplasma abundante com corpos protéicos e vactiolos com depésitos de material lipidico ou fenélico.
As células epidérmicas, no estdgio de secrecdo intensa, caracterizam-se por apresentar nicleo conspicuo,
citoplasma denso e abundante, mitocondrias volumosas, ribossomos livres, dictiossomos com muitas cisternas e
vesiculas adjacentes, reticulo endoplasmatico liso abundante, gotas de 6leo dispersas e plastideos polimérficos.
Nos coléteres de bricteas e sépalas, os dictiossomos sdo pouco evidentes e os plastideos sdo envolvidos pelo
reticulo endoplasmadtico liso. Em todos os coléteres, o mecanismo de secre¢do é granuldcrino. A secrecio
acumula-se inicialmente nos vactolos e depois no espago periplasmatico, sendo liberada para a superficie através
da parede celular. Nos coléteres estipulares, a secre¢@o € vista como corpos lamelares elétron-densos; nos coléteres
de bricteas e sépalas, a secrecdo € elétron-lucente e de aspecto homogéneo. O ZIO marcou os dictiossomos e suas
vesiculas, o reticulo endoplasmatico liso, a membrana e as inclusdes dos vacuolos.
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ABSTRACT - (Ultrastructure and secretion of dendroid colleters in Alibertia sessilis, a non-nodulate Rubiaceae
species). Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum. is subshrub Rubiaceae species, common in brazilian cerrado. It
presents dendroid colleters in stipules, bracts and sepals, whose hydrophobic secretion recovers the vegetative and
reproductive apices. The objective of this work was to study the ultrastructural aspects of A. sessilis and the
secretion way. Samples were prepared according to conventional techniques in scanning and transmission electron
microscopy, beyond the ZIO technique. The colleters are formed by multicellular and multiseriate central axis
recovered by numerous sharp or digitiform epidermal cells. The colleters do not present cuticle. The columnar
cells have thick-walled with plasmodesmata, prominent nucleus and abundant cytoplasm with proteic bodies and
vacuoles with deposits of lipidic or phenolic material. The epidermal cells, in the stage of intense secretion, are
characterized by conspicuous nucleus, dense and abundant cytoplasm, voluminous mitochondria, free ribosomes,
dictyosomes with a lot of cisterns and adjacent vesicles, abundant smooth endoplasmic reticulum, dispersed oil
drops and polymorphic plastids. In the colleters of bracts and sepals, the dictyosomes are few evident and the
plastids are surrounded by smooth endoplasmic reticulum. In all the colleters, the mode of secretion is granulocrin.
Secretion accumulates initially inside vacuoles and after inside periplasmic space, being released through cell
wall. In the stipular colleters, the secretion is seen like electron-dense lamellar bodies; in the colleters of bracts and
sepals, the secretion is electron-lucent and homogenous in aspect. The ZIO marked dictyosomes and their vesicles,
smooth endoplasmic reticulum, the membrane and vacuoles inclusions.
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INTRODUCAO

Coléteres, estruturas multicelulares secretoras de mucilagem ou resina, sio comuns na
superficie adaxial de 6rgdos foliares em desenvolvimento em diferentes géneros de Rubiaceae
(Lersten 1974a, b, Mangalan et al. 1990). Com base nas caracteristicas das células epidérmicas,
foram descritos seis tipos de coléteres nesta familia: padrdo, padrdo-reduzido, tipo-escova,
dendrdide, alado e filiforme (Lersten 1974a, b; Thomas 1991). Coléteres dendrdides tém sido
freqiientemente associados com a presengca de nddulos bacterianos nas folhas e, neste caso, a
secrecdo mucilaginosa fornece nutrientes as bactérias simbidticas (Horner & Lersten 1968, Lersten

1975), além de possibilitar a entrada das bactérias nas folhas via estobmatos (Miller ez al. 1983).

Apesar da ampla ocorréncia de coléteres em Rubiaceae, poucos sdo os estudos
detalhados sobre os aspectos ultra-estruturais das células secretoras e o modo de secrec¢do (Lersten
& Horner 1967, Horner & Lersten 1968, Dexheimer & Guenin 1981, Miller et al. 1983, Thomas &
Dave 1989, Mangalan et al. 1990, Klein ef al. 2004). Com relagdo aos coléteres dendrdides de
Rubiaceae, as informacgdes sdo restritas a poucas espécies, especialmente Psychotria bacteriophila,
um arbusto tropical cujos coléteres mantém uma relacdo simbidtica com bactérias (Lersten &
Horner 1967, Horner & Lersten 1968, Lersten 1974a, Lersten 1975).

Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum., conhecida como “marmelinho”, “marmelada-preta”
ou “marmelo-do-cerrado”, é uma espécie subarbustiva de Rubiaceae, ndo-nodulada e constitui um
importante componente da flora do cerrado brasileiro (Sano & Almeida 1998). Seus frutos possuem
polpa de sabor agridoce e sdo consumidos ao natural ou na forma de geléia pela populacio (Almeida
et al. 1998). Possui propriedades medicinais, sendo suas folhas e ramos utilizados na cura contra
afeccoes da pele através do preparo de cataplasma, compressa ou banho (Rodrigues & Carvalho
2001). Uma caracteristica desta espécie é a presenga de coléteres dendrdides na superficie adaxial
de estipulas, bricteas e sépalas. Essas estruturas produzem uma substincia resinosa que recobre
totalmente os dpices de ramos vegetativo e reprodutivo formando uma capa hidrofébica sobre as
estruturas em desenvolvimento (Barreiro & Machado resultados ndo publicados).

Neste trabalho sao descritos a ultra-estrutura ¢ o modo de secrecdo de coléteres

dendroéides de A. sessilis.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal



Estipulas, bracteas e sépalas foram obtidas de exemplares adultos de A. sessilis nativos
de fragmentos de cerrado na regido de Botucatu (523°02°55,5” e W48°31°26,1”) e na Reserva
Particular da Fazenda Palmeira da Serra, cidade de Pratania (S22°48°50,2” e W48°44°35,8”), estado
de Sado Paulo, durante os meses de Mar¢o/2003, Fevereiro, Marco, Abril e Agosto/2004 e
Junho/2005. Exsicatas foram depositadas no Herbario Irina Delanova de Gemtchujnicov da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), estado de Sao Paulo, Brasil.

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Para o estudo das caracteristicas celulares gerais dos coléteres, as amostras foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (paraformaldeido 4%; glutaraldeido 1% em tampao fosfato 0,1 M
pH 7,2; tampao fosfato 0,2 M pH 7,2) por 24 h em temperatura ambiente (Karnovsky 1965); p6s-
fixadas em tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampdo por 1 h. A seguir, as amostras foram
desidratadas em série crescente de solucdes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%; 1 h cada). O material
foi infiltrado e embebido em resina Araldite® e polimerizadas em estufa a 60°C. Sec¢des semifinas
(0,5 pm) foram obtidas em micrétomo Leica RM 2165 e coradas com solugdo aquosa de azul de
toluidina a 0,05%. Secgdes ultrafinas (50nm) foram obtidas em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT,
contrastadas com acetato de uranila 2% (Watson 1958) por 15 min e citrato de chumbo (Reynolds

1963) por 15 min e observadas ao microscépio eletronico de transmiss@o Philips CM 100, a 60 kV.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Estipulas, bricteas e sépalas foram fixadas como descrito acima, desidratadas em série
crescente de solucdes de dlcool, submetidas ao sistema de secagem em ponto critico CPD 020
(Balzer Union) utilizando-se CO, liquido, montadas em suportes de aluminio e metalizadas com
ouro. As amostras foram observadas e documentadas ao microscépio eletrénico de varredura

(MEV) Philips SEM 515, a 20 kV.

Técnica do Z1O

Para melhor visualizacdo do sistema de endomembranas, especialmente dictiossomos,
foi utilizada a técnica do ZIO descrita por Reinecke & Walther (1978) e adaptada por Machado &
Gregério (2001). Para isso, amostras foram fixadas por 24 h em solucdo Karnovsky
(paraformaldeido 4%; glutaraldeido 1% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2; tampao fosfato 0,2 M pH
7,2) (Karnovsky 1965) e incubadas for 22 h a 10°C em uma solugdo contendo Zn, I, tampao TRIS-
aminometano e OsO4. A seguir, as amostras foram desidratadas e embebidas em resina Araldite®

como descrito acima. Seccdes ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila 2% (Watson
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1958) e citrato de chumbo (Reynolds 1963) e observadas ao microscopio eletrdnico de transmissdo

(MET) Philips CM 100, a 60 kV.

RESULTADOS

Os coléteres, em todas as amostras analisadas, consistem de um eixo central alongado
multicelular e multisseriado, com nimero varidvel de células parenquiméticas, revestido por
numerosas células epidérmicas unidas entre si apenas na por¢do proximal e separadas umas das
outras na sua por¢do distal (figura 1). As células epidérmicas sdo cilindricas, digitiformes ou

pontiagudas, podendo ocorrer células com extremidade bulbosa (figura 2).

Ultra-estrutura e secre¢do dos coléteres estipulares

As células do eixo sdo axialmente alongadas (figura 3) e apresentam paredes de
espessura varidvel com numerosos plasmodesmos, os quais conectam essas células entre si e com a
base das células epidérmicas; o nidcleo é volumoso e de contorno irregular; o citoplasma é
abundante onde se observam mitocdndrias, corpos protéicos com densidade varidvel e plastideos
com graos de amido proeminentes (figuras 3, 4); os vactiolos contém depdsitos de material lipidico
(figuras 4, 5) ou compostos fendlicos (figura 6).

Com base nas caracteristicas das células epidérmicas digitiformes, foram definidos
quatro estagios de secrecdo.

Estdgio 1. As células neste estdgio caracterizam-se por apresentar nicleo conspicuo com
cromatina ndo condensada geralmente localizado no pélo distal da célula; citoplasma denso e
abundante; mitocondrias globulares; dictiossomos localizados nas adjacéncias da parede celular;
ribossomos livres e plastideos; os vactiolos sdo ausentes ou pequenos e elétron-lucentes ou com
inclusdes membrandceas (figuras 5, 7). As células epidérmicas, em sua regido proximal, apresentam
paredes delgadas com plasmodesmos e lamela mediana fortemente elétron-densa (figura 6); na
regido distal, as paredes sdo mais delgadas e sinuosas; cuticula ndo foi observada (figura 5). Os
plastideos sdo de dois tipos e apresentam certa polarizacdo: plastideos com graos de amido situam-
se preferencialmente no pdlo proximal da célula (figuras 5, 6), enquanto que plastideos com
inclusdes osmiofilicas de densidade varidvel sdo observados no pdlo distal da célula (figura 5).

Estagio 2. Neste estdgio, as células caracterizam-se pela presenca de plastideos
polimdrficos com estroma finamente granular e inclusdes lipofilicas globulares; reticulo
endoplasmético rugoso e vaciolos com conteddo elétron-denso (figura 8); os dictiossomos
apresentam cisternas mais desenvolvidas e inumeras vesiculas adjacentes; as mitocOndrias

globulares sdo volumosas e com cristas desenvolvidas (figuras 9, 10); gotas osmiofilicas sdo
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observadas dispersas no citoplasma (figuras 8-11) ou no interior de vactolos (figura 8); corpos
multivesiculares sdo observados no interior de vaciolos (figuras 9, 11) ou fundindo-se com a
membrana plasmética (figura 12); em alguns vacuiolos, nota-se fusdo entre as vesiculas, originando
corpos membranidceos multilamelares (figura 13). A lamela mediana apresenta-se intumescida e
fortemente elétron-densa, onde se nota o aparecimento de pequenas lacunas (figura 12). No pdlo
proximal da célula, as paredes anticlinais mostram plasmodesmos (figura 9).

Estagio 3. As células neste estdgio mostram niicleo proeminente de contorno irregular,
citoplasma abundante e vacuolos com inclusdes membrandceas elétron-densas (figura 14). A
membrana plasmatica se apresenta sinuosa; em toda a extensio da célula observa-se a formagdo de
um espaco entre a membrana plasmatica e a parede celular, constituindo o espaco periplasmatico
com pequenos acimulos de material granular elétron-denso (figuras 14, 15). No citoplasma, nota-se
o aparecimento de polirribossomos e reticulo endoplasmatico liso em abundancia; parece ocorrer
um aumento na populacdo de dictiossomos, 0s quais sdo compostos de muitas cisternas com
vesiculas em suas extremidades e estdo espalhados por todo o citoplasma (figura 16). Vesiculas
aparecem espalhadas por todo o citoplasma, sendo mais freqiientes na regido periférica do
citoplasma; vactolos com indmeras vesiculas elétron-lucentes agrupadas no seu interior sio
freqiientes (figura 17); vacutolos com figuras-de-mielina (figura 18) e depdsitos de material
osmiofilico (figura 19) sdo observados com maior freqiiéncia em relagdo ao estagio anterior.

Estagio 4. Este estigio é caracterizado pelo grande desenvolvimento do reticulo
endoplasmadtico liso, visto como uma rede de cisternas ramificadas, algumas delas localmente
dilatadas; nota-se também um maior desenvolvimento das cristas mitocondriais, sendo observadas
mitocOndrias com uma constricdo central, sugerindo sua divisdo; vactiolos contendo uma matriz
finamente granular, provavelmente de natureza hidrofilica, onde estdo imersos acimulos de material
lamelar fortemente elétron-denso, vistos como figuras-de-mielina, sdo comuns neste estigio;
imagens sugestivas de fusdo de vacuiolos sdo freqiientes. Na porcao proximal das células, a lamela
mediana foi parcial ou totalmente degradada dando origem a espagos intercelulares (figura 21).
Imagens sugestivas de fusdo dos vactiolos a membrana plasmadtica, com liberagdo do contetido no
espaco periplasmatico (figuras 22, 23) sdo comuns neste estigio. No espaco periplasmatico, notam-
se grandes massas de material multilamelar elétron-denso (figuras 20, 22, 23). As paredes celulares
mostram uma diminui¢do na sua densidade e espessura, passando a apresentar um aspecto laxo e
sinais de desintegracdo (figura 24). A secrecdo € liberada através da parede, sendo visivel na forma
de grumos de material elétron-denso na superficie das células (figura 25).

Células epidérmicas com extremidade bulbosa apresentam parede espessa, citoplasma
reduzido a uma fina camada parietal e um grande vacuiolo central preenchido com lipideos (figura

26). Nao foi possivel verificar se este material foi liberado para a superficie da célula.
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Ultra-estrutura de coléteres em bracteas e sépalas

As células colunares e epidérmicas dos coléteres de bricteas e sépalas, de um modo
geral, apresentam caracteristicas ultra-estruturais similares as observadas nos coléteres estipulares.

As células colunares possuem paredes pectoceluldsicas espessas, citoplasma abundante
(figura 27) com corpos protéicos dispersos (figura 28) e vactiolos preenchidos com material lipidico
(figura 29).

As células epidérmicas, no inicio do estdgio secretor, apresentam paredes
pectoceluldsicas delgadas e integras; nicleo conspicuo e citoplasma abundante e denso, onde se
nota reticulo endoplasmdtico liso muito desenvolvido; numerosas mitocondrias e plastideos
esféricos com grdos de amido diminutos ou ausentes. Os dictiossomos sdo pouco visiveis e 0s
vacuolos sdo ausentes (figura 30). No pico de secre¢@o, ocorrem plastideos globulares com estroma
elétron-denso finamente granular, muitos deles circundados pelo reticulo endoplasmatico; nota-se,
neste estdgio, a presenca de espacgo periplasmético desenvolvido com aciimulo de secrecdo elétron-
lucente de aspecto homogéneo (figura 31). A secrecdo € liberada através da parede celular que sofre

parcial (figura 32) ou total degradacio (figura 33).

Citoquimica ultra-estrutural

O método do ZIO mostrou claramente a morfologia e a distribuicdo de dictiossomos,
vesiculas e reticulo endoplasmatico liso (REL) nas células colunares e epidérmicas dos coléteres de
estipulas, bracteas e sépalas. Os resultados aqui apresentados referem-se unicamente aos coléteres
estipulares.

Os dictiossomos foram totalmente impregnados com o metal e depdsitos elétron-densos
dos produtos da reagc@o foram vistos no limen das cisternas, nas vesiculas das extremidades de tais
cisternas e nas vesiculas adjacentes aos dictiossomos (figuras 34, 35). Agrupamentos de vesiculas
com diferentes tamanhos intensamente impregnadas pelo ZIO foram observados na regido periférica
do citoplasma (figura 36). O REL e as vesiculas adjacentes foram fortemente impregnados pela
mistura do ZIO (figuras 34, 37, 40), enquanto que o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) nio foi
impregnado pelo metal (figura 36). A membrana de alguns vaciolos foi fortemente impregnada pelo
metal, sendo observados depdsitos de material denso nas adjacéncias da membrana vacuolar e no
interior dos vacuolos (figura 38). Em alguns vactolos, a membrana vacuolar ndo foi impregnada,

porém o ZIO marcou fortemente as membranas por ele incorporadas (figura 39).
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DISCUSSAO

Alibertia sessilis apresenta coléteres na face adaxial das estipulas, bricteas e sépalas.
Nessas trés estruturas, os coléteres sdo do tipo dendréide que, segundo Lersten (1974a, b),
caracterizam-se por possuir um eixo central multicelular e multisseriado de natureza
parenquimdtica, vascularizado ou ndo, revestido por células epidérmicas alongadas dispostas
radialmente ao eixo.

Ultra-estruturalmente, as células epidérmicas dos coléteres estipulares e daqueles
presentes em bricteas e sépalas de A. sessilis, no estigio de intensa secre¢do, mostraram algumas
peculiaridades indicativas de diferencas na composi¢do quimica da secrecao.

Nos coléteres estipulares, as células caracterizam-se pela presenca de numerosos
dictiossomos hiperativos com muitas vesiculas adjacentes, reticulo endoplasmatico liso (REL)
bastante desenvolvido, mitocdndrias com cristas desenvolvidas e plastideos polimorficos com
inclusdes lipofilicas. Tais caracteristicas t€m sido descritas em diferentes glindulas secretoras de
substancias mistas, incluindo polissacarideos e lipideos (Horner & Lersten 1968, Werker & Fahn
1981, Dexheimer & Guenin 1981, Miller er al. 1983, Durkee et al. 1984, Mohan & Inamdar 1986,
Klein et al. 2004). Os numerosos dictiossomos podem estar relacionados com producdo dos
componentes hidrofilicos da secrecdao, bem como podem estar envolvidos na glicolizacdo de
componentes toxicos da secrecdo, especialmente de alguns 6leos essenciais (Figueiredo & Pais,
1992); as vesiculas oriundas dos dictiossomos estdo relacionadas com o transporte da secrecdo
(Fahn 1988). A presenca de REL em abundancia € relacionada com a secrecdo de lipideos (Fahn
1988, Alberts et al. 1994). A presenca de plastideos polimdrficos, as vezes com configuragdo
amebdide, juntamente com REL proliferado nas células dos coléteres de A. sessilis, indica a
producdo de secregdes lipofilicas, especialmente terpenos e resinas (Fahn 1990, Langenheim 2003;
Machado et al. 2005).

As caracteristicas das células epidérmicas dos coléteres de bricteas e sépalas de A.
sessilis especialmente a aparente auséncia de dictiossomos, reticulo endoplasmatico liso muito
desenvolvido e a presenca de plastideos circundados por cisternas do reticulo endoplasmético sdo
comumente relatadas em glandulas secretoras de lipideos, principalmente terpenos e resinas (Turner
& Croteau 2004).

Com base nas caracteristicas ultra-estruturais pode-se sugerir que a secre¢ido produzida
pelos coléteres dendréides estipulares de A. sessilis possui natureza mista (hidrofilica e lipofilica),
enquanto que a produzida pelos coléteres de bricteas e sépalas é essencialmente lipofilica. De fato,
o aspecto da secre¢do acumulada no espago periplasmatico difere entre os coléteres de bracteas e

sépalas e aqueles das estipulas. Nas células epidérmicas dos coléteres estipulares, os depdsitos
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apresentam aspecto lamelar fortemente elétron-denso, enquanto nas bricteas e sépalas a secrecdo
acumulada € elétron-lucente e de aspecto homogéneo. Contudo, a falta de andlises quimicas ndo nos
permite concluir se existem diferencas quanto a natureza do exsudato produzido pelos coléteres nas
diferentes estruturas estudadas.

Anélises histoquimicas realizadas por Barreiro & Machado (resultados ndo publicados)
detectaram a presenca de polissacarideos, lipideos e proteinas no protoplasto das células
epidérmicas de coléteres dendrdides presentes nas estipulas, bracteas e sépalas de A. sessilis, sendo
a intensidade das reacdes diferentes em cada estrutura. Polissacarideos e substincias lipofilicas
foram igualmente detectados em coléteres de espécies de Mandevilla (Appezzato-da-Gléria &
Estelita 2000). Secrecdo resinosa foi relatada em coléteres de diferentes espécies, incluindo
Gardenia gummifera (Mangalan et al. 1990) e Allamanda cathartica (Ramayya & Bahadur 1968).
Subramanian et al. (1989) confirmaram a natureza resinosa do exsudato dos coléteres de
Apocynaceae com base na sua solubilidade em solventes organicos quentes, na autofluorescéncia do
exsudato em microscopia de epifluorescéncia sob ocorréncia de raios UV e sua reag¢do positiva com
fluorocromos lipofilicos. Proteinas foram detectadas no exsudato viscoso de coléteres de trés
espécies de Simira e, segundo os autores, provavelmente estdo relacionadas com defesa contra
microorganismos (Klein et al. 2004). Embora histoquimicamente tenham sido detectados proteinas,
lipideos e polissacarideos no protoplasto de células epidérmicas e colunares em A. sessilis, nossos
dados ndo permitem concluir sobre a presenca dessas substincias no exsudato produzido pelos
coléteres.

Poucos estudos relataram as mudancgas ultra-estruturais que ocorrem nos coléteres
durante a secrec@o (Klein et al. 2004). Neste trabalho, as andlises ultra-estruturais indicaram que os
graos de amido presentes nos plastideos sdo metabolizados logo no inicio do processo secretor.
Deplecdo de amido dos plastideos tem sido usualmente associada com fonte de energia para os
processos metabdlicos em estruturas glandulares e, provavelmente, fornecem substrato para a
sintese dos precursores dos componentes hidrofilicos da secrecdo (Durkee et al. 1984; Monteiro et
al. 1999). A formacdo de um espaco periplasmatico amplo, onde se observam actimulos da secrecao
nos coléteres de A. sessilis, ¢ uma caracteristica que tem sido descrita em diferentes glandulas,
incluindo coléteres (Akers et al. 1978, Miller et al. 1983, Thomas 1991, Klein et al. 2004). A
proliferacdo de cisternas do reticulo endoplasmdtico em coléteres dendrdides de A. sessilis
coincidindo com o pico de atividade secretora é uma caracteristica comumente reportada para
diferentes glandulas lipofilicas, especialmente terpenos (Turner ef al. 1999, Turner & Croteau 2004,
Machado et al. 2005). Proliferacdo de REL e dictiossomos nos coléteres estipulares de A. sessilis
indica que ambas organelas sdo as principais envolvidas no processo de secrecdo, tal como

observado em coléteres de Plumeria, por Mohan & Inamdar (1986). A fusdo de vesiculas,
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originadas tanto dos dictiossomos como do reticulo endoplasmdtico, com a membrana plasmética e
posterior liberacdo do conteido no espaco periplasmdtico, no pico da secrecdo, é um processo
comum a coléteres (Horner & Lersten 1968, Dexheimer & Guenin 1981, Miller et al. 1983, Thomas
1991, Klein et al. 2004). Neste trabalho, os resultados obtidos com a aplicacdo da técnica do ZIO
confirmaram a origem das vesiculas e a participacdo dessas organelas no processo secretor dos
coléteres dendrdides. As caracteristicas descritas sdo tipicas do mecanismo granuldcrino de
secre¢do, o qual exige energia respiratdria para o carreamento das vesiculas portadoras de material e
sua fusdo a membrana plasmaética (Schnepf 1963). Assim, a observacido de numerosas mitocondrias
com cristas bastante desenvolvidas no pico da atividade secretora estd de acordo com 0 mecanismo
de secrecdo apresentado por essas células. A dissolucdo da lamela mediana na por¢do proximal das
paredes celulares, a subseqiiente formacao de espacgo e a liberagdo da secrecdo para esta regido s@o
modificacdes exibidas pelas células epidérmicas nos coléteres dendrdides de A. sessilis. Eventos
similares aos observados neste trabalho, porém com a dissolu¢do da lamela mediana das paredes
radiais das células epiteliais e a formacdo de extensos canais dentro dos coléteres, foram descritos
em coléteres de diferentes taxa incluindo Plumeria (Mohan & Inamdar 1986), Azadirachta (Inamdar
et al. 1986) e Mandevilla (Appezato-da-Gléria & Estelita 2000).

A auséncia de cuticula nos coléteres de A. sessilis confirma observagdes relatadas para
coléteres de padrodes distintos em diferentes espécies de Rubiaceae (Horner & Lersten 1968, Thomas
1991, Klein et al. 2004). Este estudo mostrou claramente que a parede periclinal externa das células
epidérmicas estd diretamente envolvida no processo de liberacdo da secre¢do para o exterior,
confirmando observagdes de outros autores em coléteres que ndo possuem cuticula (Horner &
Lersten 1968, Miller et al. 1983, Klein et al. 2004).

As caracteristicas ultra-estruturais das células colunares, incluindo nticleo proeminente,
citoplasma abundante, vacuiolos repletos de substincias lipidicas e extensiva comunicagdo
simplastica via plasmodesmos, entre si e com as células epidérmicas, indicam que de alguma forma,
o eixo central dos coléteres dendrdides participa da secre¢do. Esta evidéncia merece destaque, visto
que a maioria dos trabalhos consultados faz referéncia unicamente ao papel das células epidérmicas
No processo secretor.

A técnica do ZIO impregnou as membranas dos dictiossomos, reticulo endoplasmatico
liso, vesiculas e membrana vacuolar de células epidérmicas e colunares dos coléteres de A. sessilis.
Reacdo similar também foi observada por Machado & Gregdrio (2001) em nectérios extraflorais de
Citharexylum mirianthum (Verbenaceae). Os resultados da técnica do ZIO confirmaram que as
células colunares dos coléteres dendréides de A. sessilis estdo envolvidas no processo de secrecio.
Embora a base quimica para a reacdo do ZIO ainda ndo seja elucidada, nossos resultados

confirmaram que esta técnica facilita a observacdo do sistema de endomembranas, especialmente a
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morfologia e a distribuicdo dos dictiossomos, REL e membrana vacuolar. Tem sido sugerido que
com a mistura do ZIO, ou o Zn** liga-se aos sitios de Ca** para remové-lo nas membranas, ou o
6smio é reduzido para a formacdo de um depdsito elétron-opaco de osmato de zinco (Gilloteaux &
Naud 1979). Osborne & Thornhill (1974) postularam que a reacdo do ZIO resulta numa deposi¢do
de 6smio metdlico ou possivelmente numa oxidacdo mais baixa do que o tetréxido nos possiveis
sitios, provavelmente dependendo de algum tipo de reagdo de redugdo. Outros autores sugeriram
que, depois que os tecidos sdo fixados com o ZIO, ou este reage com lipoproteinas, ou
simplesmente com um componente lipidico (Niebauer et al. 1969). De acordo com Maillet (1963), a
mistura do ZIO age na separacdo de porcdes de lipideo a partir de complexos de lipoproteinas e
expde novos grupos de lipideo que estariam disponiveis para aumentar a deposi¢do do metal.

As propriedades da secrecdo dos coléteres como uma barreira fisico-quimica defensiva
tém sido sugerida para vérias espécies (Ramayya & Bahadur 1968, Williams et al. 1982, Thomas &
Dave 1990, Thomas 1991, Klein et al. 2004). Entre os possiveis papéis atribuidos & secrecdo dos
coléteres, destacam-se a protecdo das estruturas jovens contra a dessecacdo (Robbrecht 1988,
Thomas & Dave 1989, 1990) e defesa contra predagdo por insetos fitéfagos e invasdo de patégenos
(Farrel et al. 1991, Zalucki et al. 2001, Cruz et al. 2002). As resinas, uma mistura complexa
constituida por terpendides volateis e ndo-volateis e compostos fendlicos, sdo substincias
potencialmente relevantes em interacdes ecoldgicas bidticas e abidticas (Langenheim 2003).

A ocorréncia de coléteres dendréides, de um modo geral, tem sido associada com a
presenca de nddulos bacterianos foliares. Segundo Lersten (1974a, b, 1975), o alongamento e a
separacao das células epidérmicas associados a presenca de bactérias imersas na secre¢do produzida
pelos coléteres dendrdides sugerem a ocorréncia de simbiose bacteriana, sendo tal associacdo uma
caracteristica em espécies noduladas de Rubiaceae. Segundo este autor, a partir do momento em que
as bactérias passam a viver sobre o 4pice caulinar, a secrecdo produzida pelos coléteres fornece
substancias nutritivas aos simbiontes antes de estes invadirem as folhas em desenvolvimento. Além
disso, o fluido mucilaginoso auxilia a entrada das bactérias via estdbmatos, as quais instalam-se na
camara subestomadtica e ddo inicio ao desenvolvimento do nédulo. No presente trabalho, a auséncia
de nédulos bacterianos nas folhas, bem como de bactérias na secrecdo produzida pelos coléteres
dendréides, ndo corrobora com a hipdtese de tais coléteres estarem correlacionados com simbiose
bacteriana. Contudo, nossas observacdes concordam com Van Hove & Kagoyre (1974), que
concluiram que a estrutura dendréide ndo é um pré-requisito para a realizacdo de simbiose, pelo
menos em algumas espécies de Rubiaceae, com base na ocorréncia de coléteres de tipo compacto
em espécies noduladas de Psychotria e a presenca de glandulas compacta e dendréide em

Tricalysia, uma espécie nao- nodulada.
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Trabalhos mais detalhados envolvendo observacdes de campo e andlises quimicas sdo
necessdrios para avaliar o papel bioldgico dos coléteres dendrdides de A. sessilis. Sao também
necessdrios estudos a fim de estabelecer se as células bulbosas, as quais apresentam caracteristicas

peculiares, participam efetivamente da producio e liberacao de secrecio.
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Figuras 1-7. Coléteres dendrdides em estipulas de Alibertia sessilis. 1. Secc@o longitudinal do
coléter ao microscopio de luz mostrando eixo central formado por células colunares revestido por
células epidérmicas. 2. Coléter observado ao MEV mostrando células epidérmicas cilindricas
digitiformes ou pontiagudas. No detalhe, célula epidérmica com extremidade bulbosa. 3-7. MET. 3.
Aspecto geral mostrando células colunares axialmente alongadas com paredes relativamente
espessas, nicleo volumoso de contorno irregular, citoplasma abundante e vactiolos com contetddo
lipidico ou compostos fendlicos. Notar que as células epidérmicas apresentam paredes mais
delgadas e citoplasma mais denso que as colunares. 4. Detalhe das células colunares mostrando
nicleo, plastideos com graos de amido, corpos protéicos no citoplasma e vactolo preenchido com
lipideo. 5-7. Aspectos de células epidérmicas no estdgio secretor 1. 5. Sec¢@o longitudinal de uma
célula epidérmica mostrando parede celular pectoceluldsica delgada, nicleo conspicuo e citoplasma
denso e abundante com plastideos portadores de graos de amido no pélo proximal e plastideos com
inclusdes osmiofilicas no pdlo distal. 6. Parte de duas células epidérmicas, em sua regido proximal,
mostrando parede celular elétron-densa, dictiossomo no citoplasma periférico e plastideos com
graos de amido diminutos. 7. Parte de célula epidérmica na regido distal, mostrando mitocondrias
globulares, dictiossomos e vactiiolo com material membrandceo. Barras = 20 um (1), 40 um (2), 3
um (3), 1 um (4, 5), 0,2 um (6), 0,3 um (7). (cc = células colunares; ce = células epidérmicas; cf =
compostos fendlicos; d = dictiossomo; m = mitocdndria; n = nicleo; ol = dleo; p = plastideo; pc =
parede celular; pr = proteina; v = vactiolo).
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Figuras 8-13. Células epidérmicas de coléteres dendrdides em estipulas de Alibertia sessilis no
estdgio 2 (MET). 8. Regido distal da célula mostrando plastideo polimérfico com estroma finamente
granular e inclusdes lipofilicas, reticulo endoplasmético rugoso, dictiossomo e vactiolo com material
osmiofilico. 9. Regido proximal da célula mostrando plasmodesmos (seta) nas paredes anticlinais,
mitocdndrias com cristas desenvolvidas, dictiossomo com vesiculas adjacentes e vaciolos com
inclusdes membranosas. Corpos multivesiculares ocorrem dentro de vaciolos ou entre a membrana
plasmdtica e a parede celular. 10. Citoplasma abundante com polirribossomos, dictiossomos
hiperativos e mitocondrias globulares. 11. Regido distal de célula mostrando parte do niticleo,
polirribossomos, mitocondria proeminente e vactiolos com corpos multivesiculares. 12. Parte de
duas células, em sua regido proximal, mostrando lamela mediana elétron-densa espessada com
pequenas lacunas (setas) e fusdo de corpos multivesiculares a membrana plasmatica. 13. Plastideo
amebdide e vactiolo com material membrandceo lamelar (ml). Barras = 0,2 um (8, 10, 11, 12), 0,3
um (9, 13). (d = dictiossomo; Im = lamela mediana; m = mitocondria; ml = material membranaceo
lamelar; mv = corpos multivesiculares; n = nicleo; p = plastideo; rer = reticulo endoplasmatico
rugoso; v = vacuolo).
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Figuras 14-19. Células epidérmicas de coléteres dendrdides em estipulas de Alibertia sessilis no
estdgio 3 (MET). 14. Aspecto geral de uma célula, seccionada transversalmente em sua regido
distal, mostrando nicleo proeminente, citoplasma abundante e pequenos vactiolos com contetido
lamelar. 15. Detalhe de parte de duas células mostrando membrana plasmdtica sinuosa e inicio de
formacdo do espaco periplasmatico. 16. Citoplasma apresentando proliferacdo de reticulo
endoplasmadtico liso, ribossomos, mitocOndrias e aumento na populacdo de dictiossomos e suas
vesiculas. 17. Detalhe de vaciolo preenchido com vesiculas elétron-lucentes. 18. Vactolo
preenchido com material lamelar (*) elétron-denso. 19. Vactolos contendo material membranéceo
lamelar e inclusées osmiofilicas. Barras = 0,6 um (14), 0,2 um (15, 16, 18, 19), 0,1 um (17). (d =
dictiossomo; ep = espago periplasmdtico; m = mitocdndria; ml = material membrandceo lamelar; mp
= membrana plasmadtica; n = ndcleo; rel = reticulo endoplasmatico liso; v = vactolo).
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Figuras 20-22. Células epidérmicas de coléteres dendrdides em estipulas de Alibertia sessilis no
estagio 4 (MET). 20. Aspecto geral de célula, seccionada transversalmente em sua regido distal,
mostrando abundancia de reticulo endoplasmatico liso, dictiossomos hiperativos e mitocOndrias
com cristas desenvolvidas; material multilamelar elétron-denso pode ser observado no interior de
vacuolos e no espago periplasmatico (seta). Observar mitocondria com constri¢do central (*). 21.
Limite entre quatro células epidérmicas, mostrando a dissolucdo da lamela mediana, dando origem a
um amplo espaco intercelular. 22. Parte de trés células mostrando diferentes graus de
desenvolvimento do espaco periplasmatico. Material membrandceo multilamelar pode ser observado
no citoplasma periférico, nas adjacéncias da membrana plasmdtica (setas) ou ja incorporado no
espaco periplasmatico. Barras = 0,6 um (20), 0,3 pm (21, 22). (d = dictiossomo; Im = lamela
mediana; m = mitocondria; ml = material membranaceo multilamelar; v = vaciolo).
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Figuras 23-26. Células epidérmicas de coléteres dendréides em estipulas de Alibertia sessilis no
estagio 4 (MET). 23. Actimulos de material multilamelar elétron-denso no espago periplasmadtico.
No citoplasma, observar a presencga de reticulo endoplasmadtico liso e dictiossomos com vesiculas
adjacentes. A seta indica a membrana plasmatica sinuosa. 24. Parede celular com aspecto laxo, em
processo de desintegracdo. 25. Detalhe mostrando material lamelar no espago periplasmatico e
secrecdo (*) na superficie da célula em forma de grumos elétron-densos. 26. Extremidade de célula
epidérmica bulbosa mostrando parede celular espessa, citoplasma reduzido e vaciolo central
desenvolvido e preenchido com substéncia lipidica. Barras = 0,2 pm (23, 24, 25), 0,6 um (26). (d =
dictiossomo; ml = material multilamelar; ol = 6leo; pc = parede celular; v = vactiolo).
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Figuras 27-33. Coléteres dendréides em bricteas de Alibertia sessilis (MET). 27-30. Inicio de
secrecdo. 27. Seccdo longitudinal mostrando um aspecto geral do coléter. Notar a diferenca na
densidade citoplasmadtica entre as células colunares e epidérmicas. 28. Detalhe do citoplasma de
célula colunar mostrando corpos protéicos elétron-densos. 29. Célula colunar mostrando citoplasma
abundante e vactolos preenchidos com substincia lipidica. 30. Célula epidérmica, em seccdo
longitudinal, em estdgio inicial de secrecio mostrando paredes pectoceluldsicas delgadas, nicleo
conspicuo com formato irregular, citoplasma denso e abundante com reticulo endoplasmiético liso
desenvolvido, mitocdndrias globulares em abundéncia e plastideos com graos de amido diminutos
ou ausentes. Notar auséncia de espagco periplasmdtico. 31 -33. Pico de secrecdo. 31. Célula
epidérmica em seccdo transversal, no estidgio de secre¢do intensa, mostrando reticulo
endoplasmatico liso extensivo e plastideos com reticulo periplastidial (setas). Notar espaco
periplasmatico amplo, em toda a extensdo da célula, com actimulo de secre¢do (*). 32. Detalhe de
célula epidérmica mostrando espaco periplasmatico com secre¢do (*) e parede celular mostrando
sinais de desintegracdo. 33. Célula epidérmica com parede desintegrada. Barras = 7,5 um (27), 1,5
um (28), 1 um (29), 0,7 um (30), 0,6 um (31), 0,2 um (32), 0,3 um (33). (cc = células colunares; ce
= células epidérmicas; m = mitocondria; n = nucleo; ol = éleo; p = plastideo; pc = parede celular; pr
= proteina).
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Figuras 34-40. Coléteres dendrdides estipulares de Alibertia sessilis tratados com ZIO. 34.
Dictiossomo proeminente, reticulo endoplasmatico liso e vesiculas impregnados com ZIO. Notar
que as organelas circundam os vacuolos. 35. Dictiossomo proeminente e vesiculas preenchidas com
conteido denso. 36. Agrupamento de vesiculas localizadas na periferia do citoplasma préximas a
parede celular com conteido denso fortemente impregnado com o metal. Notar que o reticulo
endoplasmadtico rugoso nao foi impregnado pelo ZIO. 37. Reticulo endoplasmadtico liso e vesiculas
impregnados pela reacdo com o ZIO. 38. Membrana vacuolar marcada com o ZIO, aparentemente
incorporando material denso ao vactolo. 39. Material membrandceo multilamelar, no interior de
vactolos impregnado pelo ZIO. 40. Reticulo endoplasmético liso liberando vesiculas com contetido
fortemente impregnado pelo metal, circundando vactolo preenchido com substancia lipidica. Barras
=0,2 um (34, 37), 0,1 um (35, 36, 40), 0,4 um (38), 0,3 um (39). (d = dictiossomo; ol = dleo; pc =
parede celular; rel = reticulo endoplasmatico liso; rer = reticulo endoplasmatico rugoso; v =
vacuolo; ve = vesiculas).
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CONSIDERA COES FINAIS

Este trabalho trouxe novas informacdes sobre coléteres em Rubiaceae, complementando
as poucas informagdes existentes em literatura, principalmente quanto aos aspectos ultra-estruturais
e mecanismo de secrecao.

Constatou-se que embora os coléteres presentes nos dpices vegetativo e reprodutivo de
Alibertia sessilis possuam o mesmo padrio morfolégico — dendrdide, o estudo ultra-estrutural
revelou que possuem caracteristicas celulares distintas que sugerem diferencas na composi¢do
quimica da secrecdo. Andlises quimicas sdo necessdrias para determinar o papel biolégico da
secrecdo nas interagdes desta planta com o ambiente bidtico e abidtico.

Embora faltem dados experimentais, pode-se sugerir que diferencas na composi¢do da
secrecdo contribuam com a protecdo das estruturas vegetativas e reprodutivas nas diferentes épocas
do ano. A secrecdo mista (polissacarideos e lipideos) produzida pelos coléteres estipulares pode
estar relacionada com as condic¢des climdticas no periodo do brotamento, que nesta espécie se da
entre os meses de abril a junho, periodo este que se caracteriza por temperatura e umidade relativa
do ar mais baixas. Neste caso, a secre¢cdo mantém as estruturas jovens hidratadas, além de proteger
os primordios foliares contra predagdo. O inicio do desenvolvimento dos dpices reprodutivos inicia-
se no més de outubro, época em que as temperaturas e a umidade relativa do ar sdo mais elevadas.
Assim, supde-se que a secrecdo predominantemente lipofilica produzida pelos coléteres presentes
nos Orgaos reprodutivos proteja as estruturas florais em desenvolvimento contra a dessecacdo e
predacio.

Um outro aspecto importante deste trabalho foi constatar que as células do eixo central
dos coléteres dendrdides possuem caracteristicas indicativas de secrecdo, sendo este aspecto
geralmente negligenciado na maioria dos trabalhos consultados.

Finalmente, este trabalho mostrou que a ocorréncia de coléteres dendrdides em

Rubiaceae ndo € necessariamente associada com simbiose bacteriana.
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