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TOZIN, L. R. S. Morfologia, funcionamento e influência de fatores exógenos no 

sistema secretor de óleo em espécies vegetais com ênfase no papel do citoesqueleto 

no processo de secreção. 2018. 133p. TESE (DOUTORADO) – INSTITUTO DE 

BIOCIÊNCIAS, UNESP – UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU. 

Resumo – A morfologia, histoquímica e ultraestrutura dos tricomas glandulares têm 

sido estudadas em muitas espécies vegetais. Entretanto, alguns aspectos têm sido pouco 

abordados, como o envolvimento do citoesqueleto na morfologia e funcionamento 

glandular. Estudo recente demonstrou a relação entre a predominância de filamentos de 

actina e microtúbulos em células secretoras e a composição da secreção em tricomas 

glandulares. Além disso, pesquisas têm comprovado o envolvimento dos elementos do 

citoesqueleto na origem e manutenção dos tricomas tectores em plantas, sem 

informações para os tricomas glandulares. Sabe-se que o funcionamento do 

citoesqueleto está relacionado com a disponibilidade do cálcio, sendo que baixas 

concentrações desse íon podem prejudicar processos modulados por microtúbulos e 

actina. Apesar da presença de tricomas glandulares representar um caráter constitutivo 

em diversas espécies vegetais, fatores exógenos podem influenciar o desenvolvimento e 

o funcionamento glandular. Estudos têm mostrado que o ataque de herbívoros induz a 

formação de tricomas glandulares, levando a produção de substâncias com potencial 

repelente ou inseticida. Os objetivos desse trabalho foram investigar o papel do 

citoesqueleto na morfogênese e funcionamento de tricomas glandulares e no transporte 

lipídico em células secretoras de óleo, além de investigar a influência da herbivoria no 

desenvolvimento e funcionamento de tricomas glandulares. Foram estudadas duas 

espécies de Lamiaceae (Hyptis villosa e Ocimum gratissimum) e a espécie modelo 

Nicotiana benthamiana. Experimentos com drogas inibidoras da polimerização do 

citoesqueleto e doses decrescentes de cálcio foram realizados com O. gratissimum e H. 

villosa. Plantas de N. benthamiana foram infiltradas com Agrobacterium modificado 
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para marcação de gotas de óleo, plastídios, retículo endoplasmático, actina e 

microtúbulos. Além disso, indivíduos de O. gratissimum foram submetidos ao ataque de 

formigas cortadeiras. Análises estruturais foram realizadas aos microscópios de luz 

(campo claro e confocal) e eletrônico (varredura e transmissão). Além disso, foram 

realizadas análises de composição química de voláteis e de trocas gasosas. Três 

morfotipos de tricomas glandulares foram identificados em O. gratissimum; 

microtúbulos foram intensamente marcados em células secretoras de lipídios, enquanto 

filamentos de actina foram fortemente marcados em células secretoras de compostos 

hidrofílicos. As drogas desestabilizantes do citoesqueleto e baixos níveis de Ca
+2

 não 

afetaram a morfologia externa dos tricomas; entretanto, acarretaram danos estruturais 

nas paredes e no protoplasto das células secretoras em O. gratissimum e H. villosa. A 

composição química dos voláteis não foi alterada pelos diferentes níveis de Ca
+2

. Em N. 

benthamiana foi observado que as gotas de óleo se movimentam no citoplasma pelo 

retículo endoplasmático ancorado aos filamentos de actina, sugerindo um mecanismo de 

diferente do descrito em células animais. A herbivoria promoveu respostas diferenciais 

de cada morfotipo glandular em O. gratissimum sugerindo a ocorrência de uma 

compartimentalização de funções entre os tricomas; além disso, foram detectadas 

alterações na composição dos componentes voláteis produzidos. Esse trabalho envolveu 

diferentes abordagens, várias delas inéditas, para o estudo do sistema secretor de óleo 

em plantas. Diferentes aspectos sobre o sistema secretor de óleo em espécies vegetais 

foram elucidados, gerando novas perspectivas para estudos mais aprofundados. 

Palavras-chave: actina, herbivoria, Lamiaceae, microtúbulos, Nicotiana benthamiana, 

óleo essencial, tricomas, ultraestrutura. 
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TOZIN, L. R. S. Morphology, functioning and influence of exogenous factors in the 

oil secretory system in plant species with emphasis on the role of the cytoskeleton 

in the secretory process. 2018. 133p. Ph.D. THESIS – INSTITUTE OF 

BIOSCIENCES, UNESP – UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU. 

Abstract – The morphology, histochemistry and ultrastructure of glandular trichomes 

have been studied in many plant species. However, some aspects have been poorly 

approached, such as the involvement of the cytoskeleton on the gland morphology and 

functioning. Recent study demonstrated a relation between the predominance of actin 

filaments and microtubules in secretory cells and the secretion composition in glandular 

trichomes. In addition, researches have proven the involvement of the cytoskeletal 

elements in the origin and maintenance of non-glandular trichomes in plants, with no 

information for glandular trichomes. It is known that the cytoskeleton functioning is 

related with calcium availability and that low concentration of this ion can harm process 

modulated by actin filaments and microtubules. Despite the presence of glandular 

trichomes is a constitutive character in several plant species, exogenous factors can 

influence their development and functioning. Studies have showed that herbivore 

attacks induce the glandular trichomes formation, leading to the production of 

substances with repellent and insecticide potential. This work aimed to investigate the 

role of cytoskeleton in the glandular trichome morphogenesis and functioning, and in 

the lipid transport in oil secretory cells, in addition to investigate the influence of 

herbivory in the glandular trichomes formation and functioning. We studied two 

Lamiaceae species (Hyptis villosa and Ocimum gratissimum) and the model species 

Nicotiana benthamiana. Experiments with inhibitors of cytoskeletal element 

polymerization and decreasing calcium levels were performed with H. villosa and O. 

gratissimum. N. benthamiana plants were infiltrated with modified Agrobacterium for 

labeling lipid drops, plastids, endoplasmic reticulum, actin filaments and microtubules. 
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In addition, individuals of O. gratissimum were submitted to leaf-cutter ants attack. 

Structural analysis were performed using light (bright field and confocal) and electronic 

(scanning and transmission) microscopes. In addition, we performed analysis of the the 

chemical composition of the volatile components and of gas-exchanges. Three 

morphotypes of glandular trichomes were identified in O. gratissimum; microtubules 

were intensely labeled in secretory cells of lipophilic compounds, while actin filaments 

were strongly labeled in secretory cells of hydrophilic substances. The inhibitors of 

cytoskeletal elements polymerization and low levels of calcium did not affect the 

external morphology of the trichomes; however, lead to structural damages in the cell 

wall and protoplast of secretory cells of O. gratissimum and H. villosa. The chemical 

composition of volatile components was not affected by low levels of Ca
+2

. In N. 

benthamiana we observed that lipid drops move in the cytoplasm by the endoplasmic 

reticulum anchored on the actin filaments; this suggests a different mechanism 

described for animal cells. The herbivory promoted differential answers in each 

glandular trichome morphotype in O. gratissimum; this suggests the occurrence of a 

compartmentalization of functions among the trichomes; in addition, we detected 

alterations in the chemical composition of the volatile components produced by attacked 

plants. This work involved different approaches, several of them innovative, for the 

study of the oil secretory system in plants. Different aspects about the oil secretory 

system in plants were elucidated, opening new avenues for further studies. 

Keywords: actin, essential oil, herbivory, Lamiaceae, microtubules, Nicotiana 

benthamiana, trichomes, ultrastructure. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Tricomas glandulares são apêndices epidérmicos uni ou multicelulares 

especializados na secreção de substâncias de natureza química diversa, que pode ser 

lipofílica, hidrofílica ou mista. Tais substâncias apresentam grande importância na 

interação da planta com o ambiente (Fahn 1979; Werker 2000; Evert 2006), podendo 

atuar na atração de polinizadores e agentes dispersores de frutos e sementes (Harbone 

1993; Langenheim 2003; Castro & Machado 2006), além de conferir proteção contra 

ataques de herbívoros e patógenos, altas temperaturas e intensidade luminosa (Harbone 

1993; Langenheim 2003; Valkama et al. 2003).  

Os tricomas glandulares apresentam morfologia bastante variada, sendo comum 

a ocorrência de diferentes morfotipos glandulares em um mesmo órgão de uma mesma 

planta (Serrato-Valenti et al. 1997; Ascensão & Pais 1998; Tozin et al. 2015a; Silva et 

al. 2016). Nesse sentido, estudos recentes têm demonstrado que tricomas glandulares 

presentes num mesmo órgão podem produzir substâncias de natureza química diferente, 

propondo uma correlação entre o morfotipo glandular e a composição da secreção 

produzida (Tozin et al. 2015a; Silva et al. 2016).  

Análises ultraestruturais mostram que os aspectos celulares dos tricomas 

glandulares estão associados com a composição da secreção produzida, sendo que a 

diversidade de organelas nas células secretoras varia de acordo com a natureza química 

da secreção (Werker 2000; Tozin et al. 2015a; Silva et al. 2016). Assim, em tricomas 

produtores de substâncias predominantemente lipofílicas, a característica ultraestrutural 

mais comum das células secretoras é a proliferação do retículo endoplasmático liso 

(Werker 2000; Silva et al. 2016), além da ocorrência de plastídios polimórficos 

desprovidos de tilacóides (Werker 2000; Evert 2006; Tozin et al. 2015a). 

Diferentemente, a principal característica das células secretoras de substâncias 
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hidrofílicas é a abundância de dictiossomos hiperativos na produção de vesículas (Fahn 

1979; Evert 2006; Tozin et al. 2015a).  

Apesar de reconhecida a origem protodérmica dos tricomas glandulares, estudos 

sobre o processo de formação dessas glândulas em nível celular são bastante escassos, 

principalmente no que se refere ao papel do citoesqueleto nos processos ontogenéticos. 

Trabalhos têm demonstrando o papel do citoesqueleto na formação e manutenção de 

tricomas tectores em Arabidopsis (Szymanski et al 1999; Kost et al. 1999; Mathur et al. 

1999), mas não em tricomas glandulares. Os microtúbulos exercem papel fundamental 

na formação do pedúnculo e na iniciação de ramificações dos tricomas tectores, 

determinando sua morfologia básica, enquanto que os filamentos de actina atuam 

principalmente nas fases finais do desenvolvimento destes tricomas atuando no 

alongamento de suas ramificações e na manutenção de sua forma madura (Kost et al. 

1999; Mathur et al. 1999). Estudos demonstram ainda que problemas na polimerização 

dos filamentos de actina podem impedir a formação de tricomas tectores em 

Arabidopsis (Szymanski et al. 1999). Quanto ao papel do citoesqueleto na origem e 

funcionamento de tricomas glandulares, estudos não foram encontrados.  

No que se refere à atuação do citoesqueleto nos processos subcelulares da 

secreção em células vegetais, sabe-se que a manutenção de vacúolos e o movimento e 

ancoragem de vesículas e organelas no citoplasma são realizadas pelos filamentos de 

actina (Evert 2006 e literatura citada). Quanto aos microtúbulos, desde o século 

passado, estudos têm apontado seu envolvimento na movimentação intracelular das 

gotas de óleo em células animais (Welte et al. 1998; Targett-Adams et al. 2003; Zehmer 

et al. 2009). Mais recentemente, em trabalho envolvendo a marcação diferencial dos 

elementos do citoesqueleto por técnicas de imunofluorescência em tricomas glandulares 

de uma espécie de Lamiaceae, Tozin & Rodrigues (2017) mostraram intensa marcação 
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de microtúbulos em células secretoras de substâncias lipídicas, enquanto que filamentos 

de actina foram intensamente corados em células produtoras de secreção 

predominantemente hidrofílica, e ambos os elementos foram marcados em células 

secretoras se substâncias mista. Esses resultados são inéditos para células secretoras em 

plantas e reforçam a necessidade de estudos mais profundos para o melhor 

entendimento do envolvimento do citoesqueleto no processo secretor em células 

vegetais.  

O funcionamento do citoesqueleto está intimamente relacionado com a 

disponibilidade de alguns minerais, principalmente o cálcio (Hepler 2005). A interação 

entre elementos do citoesqueleto e o cálcio tem sido demonstrada em estudos 

envolvendo células motoras (Yao et al. 2008; Chen et al. 2013), sendo conhecido seu 

papel como mediador na polimerização dos filamentos de actina (Hwang & Lee 2001; 

Chen et al. 2013). Assim, a deficiência de cálcio pode acarretar diversos problemas nos 

processos modulados pelo citoesqueleto (Hepler 2005), como se supõem ser o caso dos 

processos de desenvolvimento e funcionamento dos tricomas glandulares. 

Além da disponibilidade de nutrientes importantes para o desenvolvimento 

vegetal, como o cálcio, outros fatores exógenos como intensidade luminosa, 

temperatura, injúrias mecânicas, dentre outros, podem influenciar a formação e 

funcionamento das estruturas secretoras nas plantas (Langenheim 2003; Rosner & 

Hanrup 2004; Moreira et al. 2008). Dentre estes fatores, o efeito da herbivoria no 

desenvolvimento e funcionamento do sistema secretor é um dos mais conhecidos (Dalin 

et al. 2008). Em diversas espécies de plantas, o ataque de herbívoros resulta na 

produção de maior densidade de tricomas glandulares (Baur et al. 1991; Dalin et al. 

2008), o que tem sido associado a produção de substâncias com potencial repelente que 

levam a um incremento na proteção dos órgãos formados após ataque de herbívoros 
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(Dalin et al. 2008). Nesse sentido tem sido registrado que diversas espécies vegetais 

produzem substâncias induzidas especificamente pelo ataque de herbívoros – herbivore-

induced plant volatiles (HIPVs) (Dicke et al. 2003; Unsicker et al. 2009; Tozin et al. 

2015b). 

 Apesar da conhecida plasticidade dos tricomas glandulares no que se refere à 

densidade e funcionamento (Dalin et al. 2008; Tozin et al. 2015b, 2017), a presença 

dessas glândulas em órgãos aéreos vegetativos e/ou reprodutivos é um aspecto 

constitutivo comum a numerosas famílias de eudicotiledôneas, dentre elas Lamiaceae 

(Metcalfe & Chalk 1950). Espécies pertencentes à Lamiaceae possuem tricomas 

glandulares com morfologia diversificada como os principais sítios de secreção de 

metabólitos secundários que conferem a essas plantas propriedades aromática e 

medicinal (Fahn 1979; Ascensão et al. 1995).  

Estudos sobre a morfologia de tricomas em espécies de Lamiaceae são 

abundantes, havendo informações sobre espécies pertencentes a diferentes gêneros 

(Werker et al. 1993; Ascensão et al. 1995, 1998; Serrato-Valenti et al. 1997; Ascensão 

& Pais 1998; Turner et al. 2000; Kaya et al. 2007; Milaneze-Gutierre et al. 2007; Huang 

et al. 2010; Rodrigues et al. 2013). De forma geral, apesar da abundância de estudos 

sobre a morfologia de tricomas em Lamiaceae, pesquisas envolvendo espécies nativas 

são escassas. Da mesma forma, trabalhos envolvendo os aspectos celulares da secreção 

em tricomas glandulares de Lamiaceae são restritos a poucas espécies (Ascensão et al. 

1995; Ascensão & Pais 1998; Huang et al. 2010; Tozin & Rodrigues 2017). 

Neste trabalho, estudamos as espécies Hyptis villosa Pohl ex Benth. e Ocimum 

gratissimum L. pertencentes a Lamiaceae. O gênero Hyptis é constituído por cerca de 

400 espécies distribuídas do Sul dos Estados Unidos até a Argentina. No Brasil, possui 

cerca de 200 espécies, sendo pelo menos 146 endêmicas (Falcão & Menezes 2003; 
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Harley et al. 2013). Espécies deste gênero são amplamente utilizadas pela indústria 

farmacêutica e na medicina popular em diversos países devido as atividades 

antimicrobiana, antifúngica, anti-inflamatória e inseticida da secreção produzida por 

seus tricomas (Falcão & Menezes 2003). Além disso, estudos mostram que as 

substâncias extraídas de espécies de Hyptis apresentam potencial para a diminuição da 

carga viral do HIV (Falcão & Menezes 2003). No Cerrado paulista, Hyptis villosa, 

conhecida popularmente como hortelã-do-cerrado, é bastante comum (Durigan et al. 

2004). Estudos demonstram que o óleo essencial produzido por esta espécie é rico em 

espatulenol, epi-α-cadinol e biciclogermacreno (Silva et al. 2013). Os tricomas 

glandulares de H. villosa, principais sítios produtores de tais substâncias bioativas, 

foram descritos por Tozin & Rodrigues (2017). Estes autores descreveram quatro 

morfotipos de tricomas glandulares, facilmente distinguíveis. O gênero Ocimum 

corresponde a um grupo de espécies com ampla importância econômica devido à 

produção de óleos essenciais largamente explorados por indústrias farmacêuticas e 

alimentícias. As espécies pertencentes a este gênero são amplamente distribuídas na 

África, América e Ásia (Orafidiya et al. 2004; Tchoumbougnang et al. 2006). Ocimum 

gratissimum, popularmente conhecida como alfavaca ou alfavaca-cravo, possui óleo 

essencial rico em eugenol (Silva et al. 1999; Fernandes et al. 2013) e 1-8 cineol (Silva et 

al. 1999). A espécie tem sido bastante utilizada como condimento e na medicina popular 

para o tratamento de diversas doenças (Albuquerque et al. 2007; Di Stasi et al. 2002) 

como reumatismo, paralisias e transtornos mentais (Effraim et al. 2001). Além disso, 

diversos trabalhos têm demonstrado as propriedades bactericida (Matasyoh et al. 2007) 

e fungicida (Faria et al. 2006) de seus extratos. Entretanto, estudos sobre as 

características morfológicas das glândulas produtoras dos compostos bioativos nessa 

espécie não foram encontrados.  
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Além das duas espécies de Lamiaceae mencionadas acima, nesse trabalho 

empregamos a espécie modelo Nicotiana benthamiana Domin (Solanaceae) para 

estudos com abordagens moleculares. Nicotiana benthamiana, conhecida popularmente 

como tabaco, tem sido amplamente utilizada na literatura para estudos em associação 

com Agrobacterium, a fim de se promover a marcação de estruturas específicas com 

proteínas fluorescentes – GFP, RFP, YFP (Wahlroos et al. 2003; Sohn et al. 2014; Petre 

et al. 2017). A espécie produz grande quantidade de óleo, e, portanto, mostrou-se um 

importante modelo para o estudo do sistema secretor. 

Os objetivos desse trabalho foram investigar o papel do citoesqueleto na 

morfogênese e funcionamento de tricomas glandulares e no transporte lipídico em 

células secretoras de óleo, além de investigar a influência da herbivoria no 

desenvolvimento e funcionamento de tricomas glandulares. Para isso, a) descrevemos a 

morfologia, histoquímica e aspectos subcelulares dos tricomas glandulares de O. 

gratissimum, com ênfase na distribuição dos elementos do citoesqueleto; b) 

investigamos o efeito do cálcio e de drogas desestabilizantes do citoesqueleto nos 

aspectos morfogenéticos, subcelulares e funcionais dos tricomas glandulares de H. 

villosa e O. gratissimum; c) investigamos a dinâmica do transporte intracelular de gotas 

de óleo utilizando a espécie modelo Nicotiana benthamiana (tabaco); e d) avaliamos a 

influência da herbivoria por formigas cortadeiras na densidade glandular e na 

composição química dos voláteis em O. gratissimum. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Esse trabalho vem preencher importantes lacunas existentes na literatura no que 

se refere à morfologia e funcionamento do sistema secretor de óleo em plantas, 

enfatizando o papel do citoesqueleto no processo secretor, além de trazer informações 

sobre a influência de fatores exógenos no desenvolvimento e funcionamento glandular.  

Ocimum gratissimum possui três morfotipos de tricomas glandulares produtores 

de substâncias de natureza química diversa. A distribuição dos elementos dos 

filamentos de actina e dos microtúbulos nas células dos tricomas glandulares foi 

associada com os compostos produzidos por cada célula. Estes dados corroboram 

resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa em estudo inédito realizado em tricomas 

glandulares e resultados conhecidos para células animais.  

Ficou comprovado que o citoesqueleto exerce papel fundamental na morfologia 

e funcionamento dos tricomas glandulares. A utilização de drogas desestabilizadoras do 

citoesqueleto e de baixa disponibilidade de cálcio, numa abordagem inédita para 

estruturas secretoras em plantas, produziu alterações subcelulares importantes nas 

células glandulares de H. villosa e O. gratissimum. Cabe salientar que O. gratissimum 

mostrou-se um bom modelo para esses estudos por apresentar efetiva propagação 

vegetativa por meio de estacas, com 100% de enraizamento, além de moderada 

densidade de tricomas glandulares de três morfotipos facilmente reconhecíveis. Já H. 

villosa possui grande densidade de tricomas glandulares, o que dificulta o estudo de 

cada morfotipo glandular de forma individualizada; além disso, enfrentamos sérios 

problemas em seu enraizamento por meio de estacas, tendo obtido taxa de sucesso de 

apenas 6%. 

Os dados apresentados no terceiro capítulo são frutos de estágio sanduíche 

realizado no Laboratory of Plant Development and Interactions, Department of 
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Molecular and Cellular Biology, University of Guelph, Canadá, sob orientação do Prof. 

Dr. Jaideep Mathur. Utilizando Nicotiana benthamiana como modelo, pudemos mostrar 

a dinâmica intracelular do transporte das gotas de óleo em células vegetais. 

Interessantemente, nossos dados mostraram o grande envolvimento dos filamentos de 

actina (ancorando porções do retículo endoplasmático) no movimento das gotas de óleo 

no protoplasto, contrariamente ao observado em células animais onde os microtúbulos 

são considerados os elementos de maior envolvimento no transporte lipídico. Assim, 

fica evidente que a dinâmica intracelular do transporte de óleo em células animais e 

vegetais pode ocorrer por diferentes mecanismos. 

Embora o efeito da herbivoria na densidade de tricomas glandulares e na 

quantidade e composição da secreção seja conhecido, esse trabalho é inédito por 

considerar o efeito da herbivoria por formigas cortadeiras em cada morfotipo de tricoma 

glandular. Nossos resultados mostraram que cada morfotipo glandular em O. 

gratissimum responde de forma distinta ao estímulo levando a ideia de uma 

compartimentalização de funções no sistema de defesa das plantas. A alteração na 

composição química das substâncias voláteis registradas aqui por efeito da herbivoria 

merece atenção, principalmente pelo fato de se tratar de uma espécie amplamente 

utilizada como alimentícia.  

As diferentes abordagens empregadas nesse estudo, várias delas inéditas para 

estudos com estruturas secretoras em plantas, permitiram que diferentes aspectos sobre 

a estrutura e funcionamento do sistema secretor de óleo em espécies vegetais fossem 

elucidados, gerando novas perspectivas para outras pesquisas em abordagens mais 

aprofundadas. 
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