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PALERMO, F. H. ASPECTOS SUBCELULARES E INFLUENCIA DE FATORES
EXOGENOS NOS ESPACOS SECRETORES DE RESINA DE Protium heptaphyllum
(AUBL.) MARCHAND. 2018. 53p. DISSERTACAO (MESTRADO) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Resumo - Espécies de Burseraceae sdo conhecidas pela producéo de resina utilizada na producéo
de incensos, repelentes, impermeabilizantes, medicamentos e cosméticos, além de conferir as
plantas protecdo contra herbivoros e patdgenos. Protium heptaphyllum € uma espécie arbdrea
produtora de resina aromatica com comprovada acdo medicinal no tratamento de doencas
respiratérias e do trato digestivo, dentre outras. Apresenta grande plasticidade quanto aos
ambientes de ocorréncia, estando presente em ecossistemas com caracteristicas contrastantes em
diferentes regides do Brasil. Espacos secretores de resina ocorrem associados ao floema de raiz,
caule e folhas, podendo formar uma rede anastomosada no caule. Esse trabalho teve como
objetivo analisar o0s aspectos subcelulares envolvidos na origem, desenvolvimento e
funcionamento dos espacos secretores de resina em P. heptaphyllum, além de avaliar a influéncia
do etileno no desenvolvimento do sistema secretor. Amostras de caule jovem foram processadas
para anélise convencional e citoquimica em microscopia eletronica de transmissdo. Plantas jovens
foram mantidas em casa de vegetacdo e submetidas a diferentes concentracdes de Ethephon: 6g L
1 (T1), 12g L™ (T2), 18g L™ (T3) e 24g L™ (T4); amostras de suas folhas e caule foram
processadas segundo técnicas usuais em anatomia vegetal. Os canais secretores se originam por
esquizogénese e se desenvolvem por esquizolisogénese. As células epiteliais apresentam
populacdo de organelas consistente com secrecdo de lipidios, polissacarideos e proteinas. Canais
maduros podem se alongar, ramificar e fundir por processo que envolve separagdo e morte de
células. Pectinase e celulase foram detectadas e estdo associadas ao processo de expansdo do
sistema secretor e liberagdo da secrecdo. Folhas de plantas tratadas com Ethephon mostraram
aumento na area do lume dos ES, o que pode estar relacionado a agéo do etileno em processos de
degradacéo da parede celular. No caule primério, plantas do T2 e T3 apresentaram diminui¢do na
area do lume em comparacdo com o grupo controle e T1. No caule em crescimento secundario,
plantas do T4 apresentaram maior densidade de ES; entretanto, nessa regido caulinar, plantas do
T2 e T4 apresentaram ES com menor area do lume. A resposta diferencial do sistema secretor em
0rgdos em estrutura priméria e secundéaria pode estar relacionada a atuacdo distinta do hormdnio
nos diferentes meristemas. Nossos resultados podem fornecer subsidios para o estabelecimento de

técnicas mais sustentaveis e eficientes de extracdo de resina dessa espécie.

Palavras-chave: breu-branco, canais secretores, desenvolvimento, etileno, resina, ultraestrutura



PALERMO, F. H. SUBCELLULAR FEATURES AND INFLUENCE OF EXOGENOUS
FACTORS ON THE RESIN SECRETORY SPACES IN Protium heptaphyllum (AUBL.)
MARCHAND. 2018. 53p. MSc DISSERTATION — BIOCIENCE INSTITUTE, UNESP —
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Abstract - Burseraceae species are known for resin production used in the yield of incense,
repellent, waterproofing, drugs and cosmetics, and also protect plants against herbivores and
pathogens. Protium heptaphyllum is a tree producer of aromatic resin with medicinal action in
respiratory and digestive diseases, among others. It occurs in many environments, being present in
ecosystems with contrasting characteristics in different regions of Brazil. Resin secretory spaces
(SS) occur associated with phloem in root, stem and leaves, and form an anastomosed network in
the stem. We aimed to analyze the subcellular aspects involved in the origin, development and
functioning of the resin secretory spaces in P. heptaphyllum, besides to evaluate the influence of
ethylene on the development of the secretory system. Young stem samples were processed for
conventional analysis and cytochemistry in transmission electron microscopy. Young plants were
kept in greenhouse and treated with different concentrations of Ethephon: 6g L™ (T1), 12g L™
(T2), 18g L™ (T3) e 24g L™* (T4); leaf and stem samples were processed according to usual
techniques in plant anatomy. Secretory canals in the phloem originated by schizogenesis and
developed by schyzolysigenesis. Epithelial cells presented organelles consistent with lipid,
polysaccharides and proteins secretion. Mature canals can elongate, ramify and fuse, resulting in a
complex structure. Pectinase and cellulase were detected and are associated with expansion and
processes of secretion release of the secretory system. Leaves from plants treated with Ethephon
showed wider SS; this can be associated with the ethylene action in degradation processes of cell
walls. In the primary stem, plants under T2 and T3 presented narrower lumen area in comparison
to control group and T1. In secondary stem, plants under T4 exhibited higher density of SS;
however, in this stem region, plants under T2 and T4 showed SS with narrower lumen. The
differential answering of the secretory system between organs under primary and secondary
growth can be associated with the distinctive action of ethylene on the different meristems. Our
results can provide subsidies to the establishment of more sustainable and efficient techniques of

resin extraction in this species.

Keywords: breu-branco, secretory canals, development, ethylene, resin, ultrastructure



Introducéo geral

Espacos secretores (canais e cavidades) sdo estruturas secretoras internas constituidas
por um epitélio de células secretoras especializadas que delimitam um espaco intercelular
(lume), onde a secre¢do produzida se acumula (Fahn 1979). A diferenciagéo entre cavidades e
canais secretores é baseada em seus aspectos morfoldgicos em secgdes longitudinais, sendo
que cavidades secretoras apresentam lume esférico ou ovdide, enquanto que os canais
secretores mostram-se alongados e com lume estreito em plano longitudinal (Fahn 1979).

Cavidades e canais secretores podem se originar por: a) lisogénese, processo que
envolve a desintegracao (lise) de células para a formacdo do lume; b) esquizogénese, no qual
o afastamento das células epiteliais pela dissolucdo da lamela média resulta na formacéo do
lume; e c) esquizolisogénese, processo que envolve uma combinagdo entre afastamento e
morte celular (Fahn 1979; Evert 2013).

As substancias produzidas pelos espagos secretores podem apresentar natureza
quimica diversa, podendo conter 6leos essenciais, resinas, mucilagem, proteinas, compostos
fenolicos, alcaloides, flavonoides, dentre outras (Metcalfe & Chalk 1950; Fahn 1979; Castro
& Machado 2006; Donato & Morretes 2007; Rodrigues & Fett-Neto 2009; Rocha et al. 2011;
Rodrigues et al. 2011a). Dentre essas substancias, merecem destaque os terpenos, substancias
com reconhecida importancia ecoldgica e econémica, representados pelos 6leos-essenciais e
pelas resinas (Langenheim 2003). Os Gleos essenciais sdo terpenos volateis de baixo peso
molecular, enquanto que as resinas sdo formadas por uma mistura de terpenos volateis e nao-
volateis (Langenheim 2003). Entre os principais produtores de resina estdo familias
pertencentes as gimnospermas, as monocotiledéneas e as eudicotileddneas, dentre elas
Burseraceae (Langenheim 2003).

As caracteristicas ultraestruturais das células epiteliais de canais e cavidades
secretores variam conforme a composicdo da secre¢do produzida (Fahn 1979; Evert 2006).
Dictiossomos ativos na producdo de vesiculas caracterizam o citoplasma de células produtoras
de material hidrofilico (Fahn 2000; Rodrigues et al. 2011b). Em células ativas na secrecao de
substancias lipofilicas, a presenca de reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido,
plastidios desprovidos de tilacdides e abundancia de gotas de 6leo no citoplasma sé&o
caracteristicas tipicamente observadas (Fahn 1979; Paiva & Machado 2007; Rodrigues et al.
2011a). Em células produtoras de proteinas, o citoplasma é caracterizado pela abundancia de

ribossomos e pela proliferacdo do reticulo endoplasmatico rugoso (Evert 2013).



A liberacédo da secrecdo das células epiteliais para o lume pode ocorrer por mecanismo
hol6crino ou merdcrino (écrino e granuldcrino). A presenca de vesiculas proximas a
membrana plasmética pode indicar secrecdo granuldcrina, onde as vesiculas produzidas por
dictiossomos e reticulo endoplasmatico se fundem a membrana plasmatica, liberando seu
conteddo por exocitose. J& na secrecdo écrina as substancias atravessam diretamente a
membrana plasmatica, por mecanismos de transporte ativo ou passivo. Na secre¢do holécrina,
0 contetdo produzido é liberado pela dissolucdo ou lise das células epiteliais (Fahn 1979;
Evert 2013).

Apesar da presenca dos espagos secretores representar um carater constitutivo em
muitos grupos de plantas, fatores externos podem influenciar no desenvolvimento de canais e
cavidades, assim como na quantidade e composi¢cdo quimica da secre¢do produzida
(Langenheim 2003; Rodrigues et al. 2014). Intensidade luminosa, temperatura, altitude,
disponibilidade de &gua e nutrientes, ataque de herbivoros e patdgenos, ferimentos dentre
outros fatores, podem induzir mudancas nos aspectos morfolégicos, subcelulares e funcionais
do sistema secretor de espécies pertencentes a diversas familias (Fahn & Benayoun 1976;
Nair et al. 1980, 1985; Lin et al. 2001; Sheue et al. 2003; Moreira et al. 2008; Rodrigues et
al. 2014).

De forma geral, o estresse provocado por fatores bidticos ou abidticos é capaz de
promover a liberacdo de grandes quantidades de hormoénios no corpo vegetal, dentre eles o
etileno (Taiz & Zeiger 2009). O etileno € um horménio gasoso que regula muitos processos
durante o crescimento e desenvolvimento vegetal (Trobacher 2009) e € um importante
mediador das respostas das plantas ao estresse provocado por fatores bidticos e abidticos
(Wang & Ecker 2002). Trabalhos mostram que a aplicagdo de Ethephon em sua forma
sintética pode induzir a formacdo de espacos secretores em espécies vegetais (Nair et al.
1985), além de induzir o aumento do didametro dos espacos secretores (Tomas et al. 1993) e
aumentar de forma significativa a quantidade da producéo da secrec¢do produzida (Bhatt 1989;
Scarazatti 2011; Zufiiga 2013).

Espécies de Burseraceae sdo caracterizadas pela presenca constitutiva de canais
secretores de resina associados ao floema (Metcalfe & Chalk 1950). A resina produzida por
espécies de Burseraceae é fortemente aromatica (Langenheim 2003) e apresenta importancia
ecologica conferindo as plantas protecdo contra ataques de herbivoros e patégenos (Bowers et
al. 2001). Além disso, apresenta grande importancia econémica, sendo amplamente utilizada
na producdo de farmacos, cosméticos (Souza et al. 2016) e incensos, dentre outros (Tolera

2013). Ainda, merece ser mencionado o valor historico da secrecdo produzida por espécies da
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familia. Registros de seu uso datam desde a época do Egito faradnico (3000 a.C), onde se
utilizava 6leo de mirra (Commiphora myrrha) para o embalsamento dos mortos (Langenheim
2003). Outros povos também se utilizavam desta matéria prima, como 0s Sumérios,
Babildnios e Assirios, indicando um amplo comércio na regido do sudeste da Arabia (Groom
1981; Langenheim 2003). O incenso e mirra, muito utilizados em ceriménias religiosas e
citados em passagens biblicas sdo extraidos, respectivamente, de espécies pertencentes aos
géneros Boswellia e Commiphora (Tolera 2013). Na regido das Américas, 0 uso da resina de
copal (Protium copal) pela civilizacdo Maia, data de 600 d.C., sendo muito utilizado também
em suas cerimonias religiosas (Tripplett 1999; Langenheim 2003).

Apesar da importancia de Burseraceae na producao de resina com alto valor ecologico,
econdmico e histdrico, os estudos morfoldgicos sobre o sistema secretor em membros da
familia sdo escassos e restritos a um pequeno numero de espécies, principalmente no que se
refere aos aspectos subcelulares envolvidos no desenvolvimento e funcionamento dos canais
secretores. Em Commiphora mukul, Setial et al. (1977) observaram que 0s canais secretores
no floema caulinar se desenvolvem por esquizogenia e suas células apresentam maquinaria
para intensa sintese lipidica e proteica. Nessa mesma espécie, Nair et al. (1981) mostraram
que precursores da resina sdo produzidos no citoplasma das células epiteliais e que a secrecao
atravessa a parede celular para se depositar no lume do canal.

Bhatt (1987) por meio de microscopia eletronica de transmissdo analisou 0 processo
de origem e desenvolvimento dos canais secretores no caule de Commiphora wightti e notou
que o inicio de um espaco secretor é sinalizado pela formacdo de um espaco esquizdgeno
entre um grupo de células procambiais. Em embriGes somaticos dessa mesma espécie
produzidos in vitro, Kumar et al. (2004) observaram que canais secretores de resina estdo
presentes desde a fase de torpedo e que grande quantidade de resina é produzida em culturas
de tecido. Shah et al. (1980) registraram a alta atividade enzimatica das células epiteliais dos
canais de Commiphora mukul e Boswellia serrata o que foi atribuido aos processos de
degradacdo e conversdo de substancias durante a diferenciacdo dos canais e sintese da
secrecéo.

Tolera et al. (2013) encontraram canais secretores de resina no lenho e na casca do
caule de Boswellia papirifera; os autores observaram que o sistema secretor forma uma rede
tridimensional na por¢do mais interna da casca, enquanto que no lenho ocorrem canais apenas
no sentido axial; segundo os autores, a distribuicdo e arquitetura dos canais de resina pode ter
implicacdes para o estabelecimento de técnicas de extracdo mais sustentaveis da secre¢do. Em

2016, Souza et al. descreveram a presenca de canais secretores associados ao floema de
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quatro especies de Protium e observaram variagdes na composicdo dos 6leos essenciais entre
elas.

No Brasil, 0 género Protium Burm. f € 0 mais comum dentre as Burseraceae, havendo
registros de 35 espécies (Rankin-de-Mérona et al. 1992; Daly & Fine 2011). Estudos tém
investigado a composicdo quimica da secrecdo produzida por espécies deste género (Bandeira
2002; Rudiger et al. 2007; Marques 2010, Lima et al. 2016) e tém demonstrado a importancia
farmacéutica e bioldgica de seus produtos (Otuki 2005; Souza et al. 2016).

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand, é uma espécie arbdrea conhecida como
breu-branco ou almecega. Apresenta ampla distribuicdo no Brasil ocorrendo nas regides norte,
nordeste, centro-oeste e sudeste do pais (Bandeira et al. 2002; Cité et al. 2006; Daly & Fine
2011). A resina que exsuda de seu tronco e folhas, além de servir como fonte de recursos para
a indastria farmacéutica, ¢ fonte de matéria-prima utilizada na fabricacdo de cosméticos,
produtos de higiene, repelentes, vernizes, incensos e velas (Siani et al. 1999; Revilla 2001;
Bandeira et al. 2001; Oliveira et al. 2005; Amaral et al. 2006; Pontes et al. 2007; Marques et
al. 2010). Estudo recente relata a ocorréncia de espacos secretores de resina associados ao
floema de raiz e caule em estrutura primaria e secundaria e folhas de individuos de P.
heptaphyllum (Rodrigues 2017). No caule, Rodrigues (2017) observou que 0s canais
secretores sofrem processo de expansdo e anastomose mesmo em o6rgdos ja diferenciados.
Entretanto, estudos ultraestruturais detalhados envolvendo técnicas especificas que permitam
0 entendimento do processo de expansdo e fusdo glandular ndo foram encontrados para
espécies da familia. Tampouco, foram encontradas informacBes sobre os aspectos
ultraestruturais envolvidos na origem e funcionamento (sintese, acimulo e liberacdo da
secrecdo) do sistema secretor em P. heptaphyllum.

O sistema secretor de P. heptaphyllum parece apresentar plasticidade de
desenvolvimento no que se refere ao nimero e tamanho dos espagos secretores em resposta a
fatores exdgenos. Rodrigues (2017) mostrou que individuos adultos de P. heptaphyllum
vivendo em ambiente naturalmente alagdvel pelo pulso das marés em area de restinga
apresentaram espacos secretores mais numerosos e com lume mais amplo em folhas e caule
em estrutura primaria, além de espagos secretores com &rea do lume duas vezes maior em
caule em estrutura secundaria, em compara¢do com individuos ocorrentes em areas nao-
alagaveis.

Este trabalho teve como objetivo analisar os aspectos subcelulares envolvidos na

origem, desenvolvimento e funcionamento dos espagos secretores de resina em P.



heptaphyllum, alem de avaliar a influéncia do etileno no desenvolvimento do sistema secretor

dessa espécie.
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THE TRIDIMENSIONAL BRANCHED AND ANASTOMOSED SECRETORY
SYSTEM IN Protium heptaphyllum (AUBL.) Marchand. (BURSERACEAE) UNDER A
DEVELOPMENTAL VIEW

Abstract

Protium heptaphyllum is a Burseraceae species known by the production of aromatic resin
with medicinal, economic and ecological value. Information on the origin, development,
architecture and functional features of the secretory system are crucial to understand the resin
production and can contribute to a more sustainable tapping regime. We investigated the
structure of the secretory system in P. heptaphyllum stem under a developmental point of
view with emphasis on the subcellular features. Samples of young stem were analyzed under
light and transmission electron microscopy by conventional and cytochemical methods.
Secretory canals, originated from procambium, occurred immersed in the primary phloem.
Mature canals have a secretory epithelium and a wide lumen where the exudate is
accumulated. A sheath of parenchyma cells with meristematic features surrounds the
epithelium. The canals originate by schizogenesis and develop by schyzolysigenesis. Canals
active in secretion occurred since the shoot apex. Secreting epithelial cells have subcellular
apparatus consistent with oleoresin, polysaccharides and enzymes secretion. Pectinase and
cellulase were cytochemically detected in developing canals and are involved in cell wall
changes associated to canal growth and release of exudate. In P. heptaphyllum, the secretory
system has a complex structure resultant from longitudinal growth, lateral ramification and
fusion of adjacent canals, in addition to intrusive growth of both epithelial and sheath cells.
Our findings can contribute to the establishment of more efficient and sustainable techniques

for resin extraction in this species.

Keywords: cytochemistry; development; histology; secretory canal; secretion; ultrastructure
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Introduction

Among the substances produced by plants, resin is considered the most versatile
material since the Stone Age, going through the pre-industrial era and reaching the present
day (Langenheim 2003). Species of Burseraceae are known for the production of resin and
essential oils used in religious ceremonies, medicine and the production of cosmetics (Souza
et al. 2016). The pharmacological properties of their secretions have been proven in the
treatment against inflammations, pains, liver diseases and malaria (Sussunaga 1996; Siani et
al. 1999).

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand., popularly known as breu-branco (Lorenzi
2002), is a tree representative of Burseraceae widely distributed in different ecosystems in
Brazil (Matos 1997; Cit6 et al. 2006; Daly & Fine 2011). The high diversity of terpenes in the
aromatic resin of this species provides an effective defense against herbivores and pathogens
(Bowers et al. 2001). The exudate from P. heptaphyllum stem is source of raw material to
produce medicaments, cosmetics, hygiene products, perfumery, repellents, varnishes, incense,
stains and candles (Revilla 2001). The chemical composition and the medicinal properties of
the aromatic resin produced by this species has been exhaustively studied (Lima et al. 2016
and references therein) and its cytotoxicity in breast cancer cells, antimicrobial activity, and
its antimutagenicity in vivo have been proved (Lima et al. 2016).

In P. heptaphyllum, secretory canals occur in the primary and secondary phloem
(Rodrigues 2017) and are filled with a viscous and transparent material where phenolic
compounds, alkaloids, essential oils, resin, and mucopolysaccharides were histochemically
identified (Souza et al. 2016). According to Rodrigues (2017), these canals can ramify and
fuse originating a tridimensional anastomosed secretory system. However, Rodrigues (2017)
emphasizes that ultrastructural studies are necessary to understand the cellular processes
involved in the origin and development of the secretory canals and their functioning in P.
heptaphyllum.

In this study, we investigated the structure of the secretory system in P.
heptaphyllum young stem under a developmental point of view with emphasis on the

subcellular features.
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Materials and methods
Study site and plant material

This study was performed in a seasonal forest located in Botucatu city (22°88'010"S;
48°49'143"W), S&o Paulo State, Brazil. Samples of shoot apex were collected from three adult
trees of P. heptaphyllum with about 7m height with a straight stem and diameter at breast
height between 20 and 25 cm. Samples of stem in primary growth were obtained from 0.5cm
below the apex.

Vouchers were deposited in the Herbarium “Irina Delanova de Gemtchujnicov”
(BOTU) of the Department of Botany, Institute of Biosciences of Botucatu (IBB), S&o Paulo
State University (UNESP).

Histology

For histological characterization and ontogenetic analysis, materials were fixed in
FAA 50 (formalin/acetic acid/alcohol 50%) for 48 hours (Johansen 1940). Samples were
dehydrated in ethanol series and embedded in methacrylate resin (Gerrits 1991). Serial cross
and longitudinal sections (5um) were obtained using a rotary microtome and stained with
Toluidine blue pH 4.7 (O’Brien et al. 1964). Permanent slides were mounted with Entellan®

and analyzed under an Olympus BX41 microscope coupled with a digital camera.

Transmission electron microscopy (TEM)

To conventional analyses, portions of stems were fixed in 2.5% glutaraldehyde in
0.1M phosphate buffer (pH 7.3) for 24h; pos-fixed with 1% osmium tetroxide in the same
buffer for 1h, dehydrated through acetone series and embedded in Araldite resin (Machado
and Rodrigues 2004). Ultra-thin sections were post-stained with uranyl acetate and lead citrate
(Reynolds 1963). The material was examined with Fei Tecnai transmission electron
microscope at 80kV.

For ultracytochemical detection of pectinase, samples were incubated in 0.1 M sodium
acetate buffer solution (pH 5.0) containing 0.5% pectin for 20 minutes at room temperature.
For ultracytochemical detection of cellulase, the material was incubated in 0.05 M citrate
buffer (pH 4.8) containing 0.02% carboxymethylcellulose (CMC) for 10 minutes also at room
temperature. Both treatments were transferred to Benedict reagent solution at 80°C for 10
minutes and then washed in 0.1M phosphate buffer. Then the samples were processed

according to conventional protocol described above. The control samples were processed
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without incubation in pectin and CMC (Bal 1974; Allen & Nessler 1984; Marinho & Teixeira
2016).

Results
Structure and subcellular features of mature canals

Mature secretory canals were constituted by a uniseriate epithelium surrounding a
wide lumen (Fig. 1a) where the secretion accumulates. A discontinuous sheath constituted by
one or more layers of tangentially elongated parenchyma cells with meristematic potential
surrounded the canals (Fig. 1a).

Secretory canals are active in secretion since their early developmental stages and
present lumen filled with exudate heterogenous in aspect (Fig. 1b). Epithelial cells had dense
cytoplasm, evident nucleus and small vacuoles (Fig. 1c). The inner tangential cell wall, facing
the lumen, is dense and become loose in appearance (Fig. 1c, d). Anticlinal (Fig. 1b) and outer
tangential (Fig. 1c) walls have plasmodesmata interconnecting the epithelial cells between
themselves and with the sheath cells. The plasmalemma of the epithelial cells is sinuous,
mainly in the cell face tangent to the lumen (Fig. 1c, d).

The cytoplasm of the epithelial cells is abundant with numerous polysomes,
mitochondria (Fig. 1c-f), plastids (Fig. 1d, f), dictyosomes (Fig. 1e; 2a), smooth (Fig. 2a) and
rough endoplasmic reticulum (Fig. 2b), and oil droplets spread in the cytoplasm (Fig. 1d-f;
2b). Plastids are rounded to ovoid in shape, devoid of thylakoids and have electron-dense
stroma and osmiophilic inclusions (Fig. 1 f). The smooth endoplasmic reticulum presents
dilated cisterns, mainly in the ends of their profiles (Fig. 2a). Myelin-like structures were
observed in the peripheral cytoplasm (Fig. 1e). Numerous vesicles were observed in epithelial
cells, especially close to the plasma membrane (Fig. 2c, d, €). Cluster of electron-dense bodies
were observed in the cytoplasm, mainly in the cell face adjacent to the lumen (Fig. 2c), in the
periplasmic space (Fig. 2d), inside vacuole (Fig. 2c, e) and vesicles (Fig. 2c-e), and immersed
in the cell wall facing the lumen (Fig. 1c, d, f; 2c-e). Images suggest that these substances
cross the plasma membrane and accumulate in the cell wall tangent to the lumen (Fig. 1c, d, f;
2c-e). Subsequently, this material is released into the lumen by a peeling process of cell wall
(Fig. 2e).

Sheath cells have more developed vacuome and reduced cytoplasm (Fig 3a). Their
plastids present globular starch grains (Fig. 3a; insert). Mitochondria, dyctiosomes, rough
endoplasmic reticulum and oil droplets were observed in the cytoplasm (Fig. 3b). The sheath

cells are tangentially elongated and acquire tapered ends that penetrate between the radial
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walls of the neighboring sheath cells, in a way that resembles apical intrusive growth (Fig.
3a).

Origin and development of the secretory canals

Secretory canals at different stages of development were observed side by side in the
shoot apex and subjacent regions (Fig. 3c).

The secretory canals are formed from procambial cells in the shoot apex. Precursor
cells of the secretory canals are pyramidal in shape (Fig. 3d) and divides in several planes
forming a cluster with four to eight cells (Fig. 3e). The derivative cells (Fig. 3e) had irregular
contour, thin walls, voluminous nucleus with nucleolus, abundant cytoplasm rich in
mitochondria and plastids, and small vacuoles (Fig. 3e). The middle lamella among the
clustered derivative cells becomes swollen (Fig. 3e) and a small triangular intercellular space
appears originating the lumen (Fig. 3f). This initial lumen expands by the progressive
dissolution of the middle lamella of the surrounding cells (Fig. 3g, h).

Mature secretory canals continue developing by elongation at their ends (Fig. 4a). The
elongating canals are characterized by the irregular contour and diameter of the lumen (Fig.
4b). In longitudinal section, epithelial cells are tangentially elongated and exhibit tapered ends
that penetrate between the radial walls of the neighboring epithelial cells (Fig. 4c), in a way
that resembles apical intrusive growth. In the both ends of an elongating canal, some
epithelial cells exhibit swollen middle lamella with dissolution signals; this process
culminates with the cell release into the lumen (Fig. 4d). Simultaneous, other epithelial cells
in the canals ends exhibit signs of lyses such as irregular walls with loose appearance, reduced
nucleus with irregular contour and dense lumps of chromatin (Fig. 4e), numerous vacuoles
with membranous debris (Fig. 4f), large oils droplets (Fig. 4e, f) and mitochondria irregular in
outline exhibiting electron lucent areas and disrupted cristae (Fig. 4e, f). The cell wall tangent
to the lumen exhibits continuous peeling and discontinues areas forming hollows (Fig. 4e).
Ultracytochemical tests revealed the presence of cellulase (Fig. 4g) and pectinase (Fig. 4h) in
these cells walls. This process culminate with rupture of the epithelial cells and the release of
their content to the lumen (Fig. 4b, d)

In the ends of the elongating secretory canals, the sheath cells divide periclinally and
maintain their intrusive growth potential (Fig. 5a). Sheath cells can substitute the ruptured
epithelial cells, becoming part of the secretory epithelium.

Secretory canals can ramify among the neighboring cells. Serial sections showed small

cells arranged in longitudinal rows, adjacent to enlarging secretory canals (Fig. 5b). These
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small cells, which are immersed in parenchyma tissue, exhibited meristematic features such
as, thin and irregular walls, voluminous nucleus and dense and abundant cytoplasm (Fig. 5b,
). The middle lamellae among these cells show dissolution signals (Fig. 5¢). As the middle
lamellae dissolves, these cells become part of the secretory epithelium, giving rise to a branch
of the canals (Fig. 5d, e). The presence of pectinase was ultracytochemically detected in the
middle lamellae region of these cells.

Some secretory canals were observed very close to each other, sharing a same
parenchyma sheath (Fig. 5f) or with secretory epithelium in direct contact (Fig. 59). The
middle lamellae among these parenchyma cells dissolve allowing the junction of adjacent
canals, in a similar way to observed in ramification canals. In the regions of contact between
neighboring canals, epithelial cells exhibit signals of lyses and dissolution of the middle
lamellae (Fig. 5h). This process culminates with the total fusion of adjacent canals (Fig. i).

Pectinase and cellulase were ultracytochemically marked in the cell walls in these regions.

Discussion

Looking at the young stem in P. heptaphyllum using light and electron microscopy
methods, we got insights on the origin and development of the secretory canals, ramification
of canals by incorporation of neighboring cells and fusion between canals, in addition to
evidence of intrusive growth. These findings lead us to understand the complexity of the
tridimensional secretory system in this Burseraceae species.

Our observations showed that secretory canals are immersed in the primary phloem
tissue in the stem of P. heptaphyllum. Secretory canals differentiate precociously in the shoot
apex, and become active in secretion early while the surrounding tissues are still
differentiating (Rodrigues 2017). Such precocious differentiation seems to be a common trait
to secretory spaces in different plant species (Rodrigues et al. 2011a; Machado et al. 2017).

The subcellular apparatus of the epithelium of mature secretory canals in P,
heptaphyllum is consistent with the production of polysaccharides and proteins, in addition to
the lipophilic compounds, corroborating previous histochemical data (Souza et al. 2016;
Rodrigues 2017). The occurrence of dictyosomes and abundant vesicles in these cells indicate
the production of hydrophilic substances, as polysaccharides (Fahn 1979; Evert 2013). The
abundance of oil drops in the cytoplasm, presence of plastids without thylakoids and smooth
endoplasmic reticulum with dilated cisterns are consistent to the synthesis of lipophilic

substances (Fahn 1979; Evert 2013), and are commonly reported in cells secreting

17



monoterpenes (Cheniclet & Carde 1985; Turner et al. 1999; Rodrigues et al. 2011a; Machado
et al. 2017).

In the epithelial cells, the occurrence of myelin-like figures in the epithelial cells of P.
heptaphyllum can be associated to the process of incorporation of terpenes and their
precursors to the hydrophilic content of the vacuoles as reported to species belonging to other
plant groups (Raatikainen et al. 1992; Rodrigues 2011a). The placement of the myelin-like
figures (multilamellar bodies) in the peripheral cytoplasm of epithelial cells, in the interface
with plasmalemma, suggests their role in the secretion of lipids and other molecules to outside
the protoplast, as described to animal cells (Paquet et al. 2013). The origin of myelin-like
figures in these cells is obscure and can be associated to authophagic process and
degeneration of mitochondria and plastids, among others (van Doorn & Papini 2016).

The abundance of polysomes and profiles of rough endoplasmic reticulum in the
epithelial cells of P. heptaphyllum are consistent to the synthesis of lytic enzymes required to
the growth of the secretory canals (Marinho & Teixeira 2016) and the cell wall changes
involved in the exudate release (Machado & Carmello-Guerreiro 2001; Rodrigues et al.
2011b; Machado et al. 2017).

Regarding the exudate release toward the lumen, our images suggest the occurrence of
different mechanisms in P. heptaphyllum. The observation of oil drops and osmiophilic
bodies in the cytoplasm of the epithelial cells, mainly in the cell side facing the lumen, in the
periplasmic space and immersed in the cell wall matrix suggest lipid compounds can cross the
cell wall and reaches the lumen (Nair et al. 1981). These features are typical of ecrine process
of secretion release (Evert 2013; Rodrigues & Machado 2012) which is favored by the loose
arrangement of the cellulose microfibrills of the cell wall facing the lumen. In addition, the
abundance of vesicles in the outer cytoplasm and the irregular contour of the plasmalemma of
the epithelial cells indicate that a fraction of the secretion, mainly the hydrophilic compounds,
can be released toward the lumen by granulocrine mechanism (Fahn 1979; Evert 2013). In P.
heptaphyllum, is evident that the release of the secretion to the lumen is associated to the
peeling of the outer layers of the tangential wall of the epithelial cells facing the lumen
(Rodrigues et al. 2011a; Machado et al. 2017). Still, in this species, the epithelial cells in the
ends of the growing secretory canals can be broken and their protoplast content is released to
the lumen, characterizing a holocrine mechanism of secretion (Machado & Carmello-
Guerreiro 2001).

Secretory canals in P. heptaphyllum were originated from the procambium in shoot

apex. The lumen is initiated by the separation of the cluster cells by the dissolution of the
18



middle lamellae, characterizing a schizogenous process (Fahn 1979; Evert 2013). However,
canals with well-established lumen continue developing. Such growth of the secretory canals
occurs by a combination between cell separation and rupture, characterizing a
schizolysigenous process of growth (Fahn 1979; Evert 2013; Rodrigues et al. 2011b).

In this paper, the occurrence of cell wall peelling, vacuoles with membranous debris,
nucleus with irregular contour and dense lumps of chromatin, mitochondria with cristolysis
signals in epithelial cells are apoptotic signals consistent with programmed cell death (PCD)
(Danon et al. 2000; Brighigna et al. 2006) during the growth of the secretory canals. In fact,
the occurrence of PCD has been demonstrated during the development of the oil secretory
spaces (Rodrigues et al. 2011a; Liu et al. 2012). Vacuoles containing membranous inclusions,
probably sequestered portions of cytoplasm, can be interpreted as autophagic structures
(autophagosomes) and indicates the occurrence of macroauthophagic process (Papini et al.
2014) during the development of the secretory system in P. heptaphyllum.

The occurrence of an anastomosed secretory network has already been reported in
other Burseraceae species (Mc Nair 1918; Tolera et al. 2013). By comparing different
developmental stages of stem in light and electron microscopy, we were able to access and
understand the complexity of the resin secretory system in P. heptaphyllum. In this species,
the secretory system has a complex structure resulting from longitudinal growth, lateral
ramification and fusion of adjacent canals, in addition to intrusive growth of both epithelial
and sheath cells. Occurrence of intrusive growth of secretory cells has been described to
secretory cavities of Metrodorea nigra (Machado et al. 2017) and in laticifers of
Tabernaemontana catharinensis (Canaveze & Machado 2015). Epithelial and sheath cells
with tapered ends penetrating the swollen middle lamella among adjacent cells is consistent
with intrusive growth (Siedlecka et al. 2008; Machado et al. 2017) that was here confirmed
by serial anatomical section analysis. This observation is of particular importance if we
consider the spatial adjustment of the secretory canals occurred during their longitudinal
growth, lateral ramification and fusion. In addition, the maintenance of the secretory active in
the mature canals through the stem development is ensured by the replacement of the
damaged epithelial cells by the parenchyma sheath that surrounds the secretory epithelium, as
reported for different plant species (Bosabalidis and Tsekos 1982a, b; Rodrigues et al. 2011a,
2011b; Machado et al. 2017).

The observation of rows of cells with meristematic features immersed in the
parenchyma tissue adjacent to mature canals is a novelty in the development of the secretory

canals in Burseraceae. This characteristic suggests the existence of an induction action of
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secretory canals on the neighboring cells as discussed for laticifers (Milanez 1977; Canaveze
& Machado 2015); however, the action-inducting mechanism and the inductive properties of
secretory cells are still poorly investigated. Anastomosis of secretory, as here observed in P.
heptaphyllum, implies in a direct communication between two adjacent canals (Bosshard &
Hug 1980) with biological and yield implications. In biological terms, this anastomosed
secretory system could facilitate the transport of resin to long distances and toward different
directions ensuring a more effective protection against herbivores (Tolera et al. 2013).
Considering the importance of P. heptaphyllum in the production of resin with economic
value, our findings can contribute to the establishment of more efficient and sustainable

techniques for resin extraction.
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Figures and legends

Fig. 1 Electronmicrographies (TEM) of secretory canals in Protium heptaphyllum. a Mature
canal with wide lumen (LU) and secretory epithelium (EP) surrounded by a parenchyma
sheath (SH). b Secretory canal in early developmental stage with lumen (LU) filled with
exudate heterogenous in aspect. Observe plasmodesmata (PD) connecting epithelial cells
(EP). c Epithelial cell with dense cytoplasm, voluminous nucleus (NU) and small vacuole
(VA). Plasmodesmata (PD) connect the epithelial and sheath cells. LU: lumen; MI:
mitochondria. d Part of an epithelial cell showing mitochondria (MI), rough endoplasmic
reticulum (RER), plastids (PL), oil drops (OL) and secretory vesicles (VE) filled with dense
material. Note dense material adhered to the surface of the tangential wall facing the lumen
(LU). LU: lumen. NU: nucleus; VA: vacuole. e Myelin-like figures (MF), mitochondria (M),
dictyossomes (DI) with numerous adjacent vesicles (VE) and oil drops (OL) in epithelial
cells. f Epithelial cell with modified plastids (PL) with dense globules. MI: mitochondria; OL:

oil drops. Scale bars: a (10nm); b (2nm); c-e, f (1nm).
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Fig. 2 Electronmicrographies (TEM) of secretory canals in Protium heptaphyllum. a Part of
an epithelial cell with smooth endoplasmic reticulum (SER) with dilated cisterns and
hyperactive dictyosomes (DI). Note vesicles (VE) in the peripheral cytoplasm. b Extensive
rough endoplasmic reticulum (RER) and oil drops (OL) in epithelial cell. VA: vacuole. ¢
Cluster of electron-dense bodies in the cytoplasm and vacuole of epithelial cell. LU: lumen.
VA: vacuole. VE: vesicles. d Electron-dense material accumulated in the periplasmic space
(PS) of epithelial cell. LU: lumen. VA: vacuole. VE: vesicles. e Peeling of the tangential cell
wall facing the lumen (LU). Scale bars: a, b, d (500nm); c, e (1nm).
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Fig. 3 Light (c, f-h) and electronmicrographies (a, b, d, e) of secretory canals in Protium
heptaphyllum stem. a Sheath cells (SH) with developed vacuoles (VA) and reduced cytoplasm
with amyloplasts (AP). Note tapered ends of the sheath cells encircled. The insert details an
amyloplast. EP: epithelial cell. b Detail of sheath cell showing mitochondria (MI),
dictyosomes (DI), rough endoplasmic reticulum (RER) and oil drops (OL). VA: vacuole. EP:
epithelium. ¢ Longitudinal section through the shoot apex showing secretory canals (arrows)
at different developmental stages. d Precursor pyramidal cells of the a secretory canal. NU:
nucleus. PL: plastids. e Cluster of derivative cells. Note the swollen middle lamella among
them. MI: mitochondria. NU: nucleus. f-g. Clustered derivative cells arranged around a small
triangular intercellular space. h Epithelial cells (EP) arranged around a central lumen (LU).
Scale bars: a (500nm); b (2nm); ¢ (150um); f-h (10um); d (2nm); e (1nm)
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Fig. 4 Developmental aspects of the secretory canals in Protium heptaphyllum primary stem .
a Light microscopy. b-h TEM. a Mature canal with with irregular lumen (LU) width and
elongating ends. b Elongating canal with irregular lumen (LU) and ruptured cell in the end.
EP: epithelium. SH: sheath cell. ¢ Epithelial cells (EP) with tapered ends between the radial
walls of the neighboring epithelial cells. SH: sheath cell. LU: lumen. d End of an elongating
canal with epithelial cells (EP) exhibiting swollen middle lamella with dissolution signals and
broken cells. LU: lumen. e Epithelial cell showing irregular walls with loose appearance and
discontinues areas forming hollows. Note reduced nucleus (NU), vacuoles (VA),
mitochondria (MI) with disrupted cristae, plastids (PL) and oil (OL) drop. LU: lumen. f
Epithelial cell with nucleus (NU) with irregular contour, mitochondria (MI) with lysis signals
of matrix and vacuoles (VA) with membranous debris. PL: plastid. g-h Ultracytochemical
tests for enzymes in the cell walls. g Cellulase. h Pectinase. Scale bars: a (150 um); g, h
(500nm); b (10nm); d (5nm); c, e (2nm); T (1nm)
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Fig. 5 Aspects of fusion and ramification of secretory canals in Protium heptaphyllum
primary stem. a, c. TEM. b, d-i Light microscopy. a Part of a secretory canal showing
epithelial (EP) and sheath cells (SH) dividing periclinally. LU: lumen. b Longitudinal rows of
small cells (encircled) adjacent to an enlarging canal. ¢ Small rowed cells adjacent to the
secretory epithelium (EP) showing irregular walls, swollen middle lamellae and dene and
abundant cytoplasm. d Secretory canal with evident lateral ramification. e Fused secretory
canals. f-i Cross sections showing fusion of adjacent canals. Note dissolution of the secretory
epithelium in the contact region between canals. Scale bars: a,c (2nm); b (10um); d, e (100
um); f-i (25pm)
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Influéncia do etileno no desenvolvimento dos espacos secretores de resina em Protium

heptaphyllum (Aubl.) Marchand. (Burseraceae)

Resumo

A presenca de espacos secretores (ES) de resina associados ao floema é um carater
constitutivo em espécies de Burseraceae. Fatores exdgenos podem causar alteracbes na
quantidade e na composicdo da resina produzida em espécies da familia; entretanto, nenhuma
informacdo foi encontrada quanto a influéncia desses fatores no desenvolvimento do sistema
secretor. Protium heptaphyllum é conhecida pela producédo de resina aroméatica com grande
potencial econémico. Nessa espécie, espagos secretores de resina ocorrem associados ao
floema. Nosso objetivo foi analisar a influéncia da simulagdo do estresse provocado pela
aplicacdo exdgena do Ethephon no desenvolvimento do sistema secretor de P. heptaphyllum.
Plantas jovens foram submetidas & diferentes concentracdes de Ethephon: 6g L™ (T1), 12g L™
(T2), 18g L™ (T3) e 24g L™ (T4). Amostras de folha e caule foram processadas segundo
técnicas usuais em anatomia vegetal. Folhas de plantas tratadas com Ethephon mostraram
aumento na area do lume dos ES, o que pode estar relacionado a acdo do etileno em processos
de degradacdo da parede celular. No caule primario, plantas do T2 e T3 apresentaram
diminuicdo na area do lume em comparacdo com o grupo controle e T1. No caule em
crescimento secundario, plantas do T4 apresentaram maior densidade de ES; entretanto, nessa
regido caulinar, plantas do T2 e T4 apresentaram ES com menor area do lume. Os resultados
apontam para uma resposta diferencial do sistema secretor em 6rgaos em estrutura primaria e
secundaria, 0 que pode estar relacionado a atuacdo distinta do horménio nos diferentes
meristemas. Nossos dados colaboram para o entendimento das respostas do sistema secretor
de resina em espécies vegetais a fatores associados ao estresse e podem fornecer subsidios

para a exploracdo sustentavel da resina de P. heptaphyllum.

Palavras-chave: Breu-branco, densidade, Ethephon, lume, sistema secretor

34



Introducéo

A presenga de estruturas secretoras no corpo vegetal, independentemente da
ocorréncia de injdrias, representa um aspecto constitutivo, considerado um dos mais
importantes mecanismos de defesa das plantas contra a herbivoria (Langenheim 2003).
Entretanto, fatores ambientais bidticos e abioticos podem influenciar na formacao,
distribuicdo e nos aspectos morfoldgicos das estruturas secretoras (Russin et al. 1988; Lin et
al. 2001; Eyles et al. 2004; Rosner & Hanrup 2004; Moreira et al. 2008; Rodrigues et al.
2014; Tozin et al. 2017), induzindo mudancas qualitativas e quantitativas na secrecao
produzida (Langenheim & Stubblebine 1983; Langenheim 2003; Tozin et al. 2015, 2017).

A plasticidade fenotipica dos vegetais em resposta a fatores ambientais tem sido
demonstrada nos niveis fisiologicos, morfoldgicos e anatdmicos em seus 6rgdos vegetativos e
reprodutivos. De forma geral, alteracbes nas condicdes ambientais 6timas para o
desenvolvimento das plantas podem induzir o organismo vegetal a um estado de estresse
(Dickison 2000), promovendo um desequilibrio nas taxas fisiolégicas e levando a producédo
de hormonios como o etileno (Taiz & Zeiger 2006).

O etileno é um hormonio gasoso importante na mediacdo das respostas das plantas ao
estresse provocado por fatores bioticos e abidticos (Wang & Ecker 2002), regulando diversos
processos durante o crescimento e desenvolvimento vegetal (Trobacher 2009). Trabalhos tém
demonstrado que o aumento da concentracdo de etileno no corpo vegetal pode alterar o
desenvolvimento do sistema secretor, levando a formacdo de maior nimero de espacos
secretores em gimnospermas e angiospermas (Greenwood & Morey 1979; Nair et al. 1980;
Fahn 1988; Tomas et al. 1993, Hudgins & Franceschi 2004), além de induzir o aumento do
diametro glandular (Tomas et al. 1993) e aumentar de forma significativa a quantidade da
producdo da secrecdo produzida (Bhatt 1989; Scarazatti 2011; Zufiiga 2013). Nesse sentido,
Tomas et al. (1993) observaram que, apds tratamentos com Ethephon, substancia que libera
etileno lentamente por meio de hidrolise, os frutos de Citrus paradisi Macfad. apresentavam
cavidades secretoras de 6leo com maior diametro e células epiteliais mais volumosas, além de
terem sido detectadas alteragcOes na composicao da secregdo produzida.

Espécies de Burseraceae sdo conhecidas pela presenca de espacos secretores de resina
associados ao floema de folhas, caule e raiz (Metcalfe & Chalk 1950; Tolera et al. 2013;
Rodrigues 2017; Palermo et al. 2017a). Estudos tém demonstrado que a aplicacdo de
Ethephon leva ao aumento da quantidade de resina produzida em Commiphora wighttii (Bhatt

et al. 1989) e Protium hebetatum (Scarazatti 2011), entretanto, ndo foram encontradas
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informacdes sobre alteracdes no desenvolvimento do sistema secretor provocadas por essa
substancia em espécies da familia.

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand., popularmente conhecida como almécega ou
breu-branco (Lorenzi 2002), é uma das espécies de Burseraceae mais comuns no Brasil.
Ocorre em diferentes formagdes vegetacionais como restingas, florestas riparias, matas de
terra firme e solo alagado, cerrado, floresta pluvial e estacional (Santos et al. 2015; Rodrigues
2017), desde a regido norte até o sudeste do pais (Daly & Fine 2011; Bandeira et al. 2002;
Cito et al. 2006), fazendo com que seja amplamente utilizada em projetos de restauracao de
areas degradadas, principalmente préximos a corpos d’agua (Lorenzi 2002).

A resina produzida por P. heptaphyllum é fortemente aromética e intensamente
explorada pelas industrias de cosméticos e medicamentos (Bandeira et al. 2002; Oliveira et al.
2005; Pontes et al. 2007; Amaral et al. 2006), além de garantir a protecdo da planta contra
ataques de herbivoros e patgenos, desde as fases iniciais do desenvolvimento vegetal até a
fase adulta (Bowers et al. 2001; Sussunaga 1996; Harbone 1993). Trabalhos recentes tém
demonstrado a plasticidade fenotipica do sistema secretor de P. heptaphyllum. Rodrigues
(2017) observou que individuos adultos submetidos ao alagamento ciclico provocado pela
maré, em ambiente de restinga, apresentavam espacgos secretores mais numerosos e com lume
mais amplo, em comparacdo com individuos em terra firme na mesma regido, o que foi
associado a maior producédo de etileno em plantas no ambiente alagado. Entretanto, estudos
experimentais sobre as respostas do sistema secretor dessa espécie ao estresse provocado por
fatores exdgenos estdo faltando.

Este trabalho teve como objetivo analisar a influéncia da simulacdo do estresse
provocado pela aplicacdo exdgena do Ethephon no desenvolvimento do sistema secretor de P.

heptaphyllum.

Material e Métodos
Aplicacdo de Ethephon em plantas jovens

Plantas jovens (6 meses) foram cultivadas em casa de vegetacdo sob sombrite 50%
em vasos com capacidade de 12 L. Para a neutralizagdo da acidez do solo foi feita mistura de
cal virgem e terra (11g/vaso), um més antes da transferéncia das mudas para os vasos. Apos 0
periodo de aclimatagdo de um més, quando o eixo aéreo das plantas apresentava cerca de 15
cm de comprimento, foi realizada aplicacdo de solucdo de Ethephon sobre a gema apical

caulinar dos individuos.
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Para o preparo desta solucdo, foi utilizado o produto comercial Ethrel® (acido 2-
cloretil-fosfonico - 240 g L™ - 24% (m/v), produzido pela Bayer), além de Natur’l 6leo®
(espalhante adesivo, fabricado pela Stoller do Brasil, composto de 93% de 6leo vegetal),
4cido fosforico (Produto comercial P-51%, produzido pela Stoller do Brasil) e 4gua destilada.
A solugdo de Ethephon foi diluida em solugdo de Natur’l 6leo a 0,25% e o pH da calda foi
acidificado para 4,5, utilizando &cido fosforico.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, compostos por 5
tratamentos (TO, T1, T2, T3, T4), com 7 repeticbes cada, totalizando 35 individuos. As
concentracdes de Ethephon utilizadas foram: TO (controle — agua destilada ¢ Natur’l 6leo); T1
(Ethephon 6g L™); T2 (Ethephon 12g L™); T3 (Ethephon 18g L™); e T4 (Ethephon 24g L™). O
apice caulinar das plantas foi pulverizado com a solucao por meio de pulverizador manual de
CO, pressurizado, com 0,3 kgf cm™, com bicos conicos. As aplicacdes nos diferentes grupos
de tratamento foram feitas em locais espacados para evitar a deriva (adaptado de Bhatt et al.
1989; Ella et al. 2003).

De cada planta, as primeiras folhas formadas depois da aplicacdo dos tratamentos
foram coletadas apds sua completa expansdo. Da mesma forma, foram coletadas porcdes de
caule jovem (localizadas a 0,5cm abaixo do apice) formadas apds a aplicacdo dos tratamentos,
além de amostras de caule em crescimento secundario localizadas a 7 cm abaixo do &pice.

Essa coleta foi realizada cerca de dois meses ap0s a aplicacdo dos tratamentos.

Microscopia de luz (ML)

Amostras da regido mediana do limbo foliolar (obtida a partir do foliolo apical), caule
jovem e caule em estrutura secundaria foram fixadas em FAA 50 (Johansen 1940),
desidratadas em série etilica e embebidas em resina metacrilato (Gerrits 1991). Seccdes
transversais (5 um) foram obtidas com auxilio de um micrdétomo rotativo semiautomatico e
coradas com Azul de Toluidina 0,05% pH 4,7 (O’Brien et al. 1964). Laminas permanentes
foram montadas com laminulas utilizando-se resina sintética Entelan® como meio de
montagem.

O laminario foi analisado ao microscopio de luz Olympus BX 41 e os resultados

relevantes documentados atraves do sistema de camera digital acoplada.

Analises morfometricas
Anélises quantitativas foram realizadas ao microscopio de luz com auxilio do software

Olympus Cell B — Imaging Software for Life Science Microscopy. A densidade e a area do
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lume dos espacos secretores foram mensuradas em uma area de 1mm? em seccdes transversais
de caule em estrutura primaria e secundaria. Em folhas, foram analisados todos os espagos
secretores presentes na nervura principal e aqueles localizados nas nervuras imersas no

mesofilo (localizadas entre a nervura principal e o bordo do lado direito do foliolo).

Anélises estatisticas

Para a verificagdo da homogeneidade das variancias dos tratamentos utilizou-se o
Teste Levene. Ao atender as pressuposicOes estatisticas, os dados morfométricos obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade, com ajuda do programa estatistico SAS 9.2 (SAS Institute
Inc., Cary, NC).

Resultados
Efeito da aplicacdo de Ethephon no desenvolvimento das plantas

As plantas submetidas aos diferentes tratamentos mostraram comportamentos distintos
de acordo com a concentragcdo de Ethephon recebida. Plantas dos tratamentos TO (Fig. 1a) e
T1 (Fig. 1b) ndo mostraram alteragcbes morfoldgicas ou sinais de injdrias nas gemas apicais.
Dos individuos submetidos ao T2, quatro deles mostraram sinais de ressecamento nas gemas
apicais caulinares, resultando na morte deste tecido; contudo houve rebrota a partir de gemas
laterais. Com relacdo aos T3 e T4, apds a aplicacdo do regulador vegetal, houve o
ressecamento e morte das gemas apicais caulinares de todos os individuos (Fig. 1c); além
disso, alguns sofreram abscisdo foliar completa (Fig. 1d). As rebrotas comecaram ap6s 15

dias da aplicacdo dos tratamentos a partir de gemas caulinares laterais (Fig. 1d insert, €).

Efeito da aplicacdo de Ethephon nos espacos secretores no limbo foliolar

Espacos secretores foram observados associados ao floema das nervuras imersas no
mesofilo do limbo foliolar (Fig. 2a) e da nervura principal (Fig. 2b) em todos os tratamentos.
Essas glandulas apresentaram-se constituidas por epitélio secretor unisseriado e lume (Fig. 2B
insert) em todos os tratamentos.

A densidade dos espacos secretores no limbo foliolar variou entre os tratamentos
(P=0.0236) (Tab. 1). Plantas tratadas com maiores concentracGes de Ethephon (T2, T3, T4)
mostraram menor densidade de espacos secretores que plantas que receberam menor
concentragdo do regulador (T1). Entretanto, ndo houve variacdo na densidade de espacos

secretores entre o tratamento controle e as plantas dos demais tratamentos (Tab. 1).
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A éarea do lume dos espacos secretores no limbo foliar variou de forma significativa
entre plantas mantidas como controle e plantas tratadas com Ethephon (P=0.0241) (Tab. 1).
Plantas tratadas com Ethephon apresentaram maior area do lume dos espagos secretores, em
comparacdo com os individuos do tratamento controle (TO), independentemente da

concentracdo hormonal recebida (Tab. 1).

Efeito da aplicacdo de Ethephon nos espacos secretores no caule

Espacos secretores foram observados associados ao floema no caule em estrutura
primaria (Fig. 2c) e secundéria (Fig. 2d) de P. heptaphyllum.

A densidade de espagos secretores variou de forma significativa entre os tratamentos
no caule secundario (P=0,0001). Plantas mantidas sob maior concentracdo de regulador
vegetal (T4) apresentaram a maior densidade de espacos secretores. No entanto, ndo houve
resposta significativa quanto a densidade de espagos secretores no caule em estrutura primaria
(P=0,1019). (Tab. 1). Com relacdo a area do lume, foram encontradas alteracdes
significativas para caule em estrutura primaria e secundaria (P=0,032; P=0,0118,
respectivamente) (Tab. 1). Quanto ao caule em crescimento primario, plantas sob os
tratamentos T2 e T3 mostraram 0s menores valores para area do lume de espagos secretores,
em comparagdo com plantas do TO e T1 (Tab. 1). No caule em estrutura secundaria, plantas
mantidas sob os tratamentos T2 e T4 apresentaram 0s menores valores para area do lume dos

espacos secretores (Tab. 1).

Discussao

Neste estudo, a administracdo do Ethephon induziu respostas distintas no
desenvolvimento do sistema secretor em folhas e caule em estrutura primaria e secundaria de
P. heptaphyllum. O Ethephon é uma substancia sintética que, em contato com os tecidos
vegetais, estimula a liberacdo do etileno (Zufiiga 2013), um hormoénio com efeito
morfogenético (Trobacher 2009) importante na mediacdo das respostas das plantas ao estresse
(Wang & Ecker 2002). Uma vez presente nos tecidos vegetais, 0 etileno se liga a receptores
de membrana, ativando proteinas de sinalizagdo que dardo inicio a transcri¢do de genes (Liu
2016) envolvidos em diversos processos do metabolismo primario e secundario e respostas
celulares a estimulos e estresse (Nie et al. 2016).

No caule em crescimento secundario, maior densidade de espagos secretores foi
registrada em plantas mantidas sob a maior concentracdo de Ethephon administrada nesse

trabalho (24g L™). A inducéio da formacdo de espacos secretores no caule em estrutura
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secundaria pelo tratamento com Ethephon é reportada em trabalhos com diversas outras
espécies de plantas (Greenwood & Morey 1979; Gedalovish & Fahn 1985; Hudgins &
Franceschi 2004). O etileno é um hormonio vegetal de grande importancia na regulacéo da
atividade cambial, controlando a divisdo celular e a diferenciacdo dos tecidos nesta regido
(Taiz & Zeiger 2017). O aumento na densidade de espacos secretores observados no floema
secundario de P. heptaphyllum sob alta concentracdo de Ethephon pode estar relacionado ao
fato de que o etileno é capaz de promover uma reprogramacdo das células cambiais que
normalmente dariam origem a células condutoras dos tecidos vasculares (Franceschi et al.
2000), induzindo a formacdo de células epiteliais (Lachaud et al. 1999; Savidge 2001,
Hudgins & Franceschi 2004).

Com relacdo a densidade de espacos secretores em folhas e caule em estrutura
priméria, a aplicacdo dos diferentes tratamentos ndo promoveu alteracdes significativas em
compara¢do com grupo controle. Isso pode indicar que células do procambio e cambio
possam responder de maneira diferente a presenca de etileno no corpo vegetal, sendo as
células procambiais menos sensiveis ao hormonio. Nesse contexto, deve-se considerar que as
respostas hormonais diferem entre os tecidos, o que implica no fato de que nem todos os tipos
celulares sdo igualmente importantes para a geracdo de respostas (Vandenbussche et al.
2012). De acordo com Dugardeyn et al. (2008), todos os Orgdos vegetais sdo capazes de
sintetizar etileno, embora a taxa producdo esteja relacionada ao tipo de tecido e seu estagio de
desenvolvimento. Nesse sentido, maiores concentracdes do horménio ocorrem em porcdes
mais velhas, em crescimento secundario, no corpo da planta, sendo que altas concentracfes de
etileno sdo comumente encontradas na regido cambial (Taiz & Zeiger 2017). Assim,
sugerimos que devido as menores taxas de etileno no apice caulinar, as células dessa regido
sejam menos sensiveis a esse horménio. Estudos mais aprofundados devem ser conduzidos
para verificar essa hipdtese, em especial estudos envolvendo os receptores de membranas para
o etileno nos meristemas primarios e laterais.

No que se refere a area do lume dos espagos secretores, folhas e caule de P.
heptaphyllum também responderam de formas distintas aos tratamentos com Ethephon.
Folhas de plantas que receberam a aplicagédo de Ethephon apresentaram espacos secretores
com maior didmetro do lume, em comparacdo com as plantas do grupo controle,
independentemente da concentracdo do horménio utilizada. Esse fato pode ser associado ao
efeito do etileno na sintese de enzimas digestivas envolvidas na dissolu¢do de componentes
parietais (Pech et al. 1998; Fagan et al. 2015) que promovem a dissolugdo da lamela média e

o0 afastamento das células, levando ao aumento de espagos intercelulares (Fagan et al. 2015).
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Contrariamente ao observado nas folhas, para o caule, houve uma tendéncia a
diminuicdo do lume dos espacos secretores com a aplicagdo do Ethephon. Esse resultado pode
estar relacionado ao fato de que horménios podem promover respostas diferenciais em tecidos
de mesma natureza ocorrentes em diferentes 6rgaos (Vandenbussche et al. 2012). Entretanto,
em P. heptaphyllum, a ampliacdo do sistema secretor parece ser um fendmeno natural e
independente da ocorréncia de estresse (Rodrigues 2017; Palermo et al. 2017b). No caule em
estrutura primaria e secundéria dessa espécie, mais do que a ampliagdo no sentido da largura
dos canais, tem sido registrada a ocorréncia de alongamento pelas extremidades, ramificacdo
e fusdo de canais por um processo complexo que envolve separacdo de células, morte celular
e crescimento intrusivo (Rodrigues 2017; Palermo et al. 2017b). Assim, supomos que, no
caule, o aumento na concentracdo de etileno possa favorecer os processos esquizolisigenos
envolvidos na expansdo do sistema secretor, estimulando a sintese de enzimas para a
dissolucdo da lamela média, e atuando no processo de morte celular programada, envolvido
no alongamento, ramificacdo e fusdo de canais mais que no aumento de sua circunferéncia.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar se os tratamentos utilizados
nesse trabalho podem estimular ainda mais a ocorréncia de crescimento pelas extremidades,
fusdo e ramificacdo de canais secretores em P. heptaphyllum pelo favorecimento dos
processos envolvidos no estabelecimento dessa complexa rede secretora.

O aumento do lume e densidade dos espacos secretores por acdo da aplicacdo de
Ethephon pode significar incremento no acimulo da secrecdo produzida. De fato, diversos
estudos tém relacionado a aplicacdo de reguladores vegetais com o aumento na producédo de
resinas, 6leos e gomas em diversas espécies (Gadalovich & Fahn 1985; Bhatt & Ram 1990;
Ella 2003; Kanzaria 2015; Garde-Cerdan 2016). Em Acacia senegal, maior producgédo de
exsudato foi registrada em individuos que foram tratados com maior concentracdo de
Ethephon (Bhatt & Ram 1990). Quanto as espécies de Burseraceae, em Protium hebetatum, a
producdo de resina aumentou de 5 a 6 vezes apds aplicacdo deste regulador vegetal no caule
secundario (Scarazatti 2011). Maiores concentracdes de Ethephon também foram
responsaveis pelo incremento na producdo de resina no caule secundario de Commiphora
wightt, sendo registrado aumento de 22 vezes na quantidade de secrecdo produzida como
resultado da aplicagdo do regulador (Bhatt et al. 1989). Essas respostas podem ser
ocasionadas pelo aumento do lume ou maior densidade de espagos secretores induzidos pelo
etileno, assim como aqui observado para o caule secundario de P. heptaphyllum.

Nesse estudo observamos que altas concentragcbes de Ethephon produziram efeitos

danosos aos apices caulinares de P. heptaphyllum. Plantas submetidas aos tratamentos T3 e
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T4 apresentaram danos morfoldgicos severos que culminaram com o ressecamento e morte de
suas gemas apicais, além da abscisdo foliar em vérios individuos. Esses tratamentos ndo
estimularam a formac&o de espagos secretores adicionais no caule em crescimento primario e
folhas de P. heptaphyllum; no entanto, essa resposta foi diferente para as amostras de caule
secundario, principalmente quando se compara o grupo controle (TO) com plantas submetidas
a maior concentragdo de Ethephon (T4) onde a densidade de espagos secretores foi
significativamente maior. Embora nosso estudo tenha sido realizado com plantas jovens de P.
heptaphyllum, esperamos resposta similar do sistema secretor em plantas adultas, devido a
constancia das caracteristicas funcionais do cambio ao longo do desenvolvimento do caule
(Evert 2006).

Considerando que a extracdo do dleo-resina de P. heptaphyllym para fins medicinais e
comerciais se da a partir da casca (Scarazatti 2011), mais especificamente dos espacos
secretores presentes no floema secundario, sugerimos que concentracfes mais altas do
regulador vegetal poderiam produzir resultados mais interessantes em termos de
produtividade da secre¢éo. Entretanto, pesquisas adicionais sobre alteragcdes na produtividade
da secrecdo em plantas de P. heptaphyllum sob administracdo de Ethephon devem ser
realizadas. Para diversas espécies de interesse comercial, estudos vém sendo desenvolvidos no
intuito de encontrar a concentracdo adequada de Ethephon que estimule a producgédo da
secrecdo, sem causar danos aos individuos. Por exemplo, em Anacardium occidentale, que
pertence a Anarcadiaceae, grupo irmado de Burseraceae, as concentra¢des mais indicadas de
Ethephon sdo 12 a 48g L™ para incremento na extragdo de goma (Lima et al. 2001).

Nossos resultados preenchem uma lacuna existente nas informacdes sobre a influéncia
de fatores exdgenos no desenvolvimento do sistema secretor de resina em espécies nativas e
fornecem dados para o entendimento da tolerancia das plantas ao estresse, além de fornecer

subsidios para a exploracdo sustentavel da resina em P. heptaphyllum.
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Tabela 1. Dados médios + desvio padrdo da densidade e area do lumen de espacos secretores no limbo foliolar, caule em estrutura priméria e caule em

estrutura secundaria de plantas jovens de Protium heptaphyllum (n=7) tratadas com diferentes concentracdes de Ethephon

Tratamento E:::sggzaggolﬁ‘)e Densidade (Imm? Area do lamen (pm?)
Limbo Caule Caule Limbo Caule Caule
Foliolar primario secundario Foliolar primario secundario

TO 0 41.69+4,04ab  41.94265a 31.27+1,91 be 354.93+ 46,67 b 212.37£43,22a  1238.00+71,44 a

T1 6 46.60+6,37a 38.37+£0,82a 27.14+132 ¢ 515.534£58,92 a 212.67£16,86 a  1229.30+79,29 a

T2 12 34.96+2,07 b 43.06x0,9 a 32.46+2,04 b 502.89+37,85 a 134.49+13,99 b 932.50+88,44 b

T3 18 31.43+1,09b 44.83+1,16a 27.74+1,87 bc 528.29+45,30 a 136.00+£13,09b  1205.50+91,94 a

T4 24 32.49+3,02b  40.14+2,70 a 40.13x1,6 a 582.09+60,45 a 174.94+18,41ab  942.50+98,38 b
Pr>F 0,0236 0,1019 <0.0001 0,0241 0,032 0,0118
CV. (%) 25,28 10,92 13,66 24,94 33,64 19,08

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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Figuras e legendas

Fig 1. Aspectos morfolégicos do eixo aéreo de plantas jovens de Protium heptaphyllum sob
diferentes concentracdes de Ethephon. (a, b) Producéo de novas folhas a partir da gema apical
caulinar. (a) TO (controle). (b) T1 (6g L™) (c) Morte da gema apical em individuo do T3 (18 g
L™). (d) Abscisao foliar completa em individuo do T3. No detalhe, as setas indicam rebrota a

parti de gemas laterais. (e) Rebrotas na por¢édo basal do caule em individuos do T4.
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Fig 2. Secgdes transversais de folhas e caule de Protium heptaphyllum. (a) Espaco secretor
(ES) associado ao floema em nervura de segunda ordem imersa no mesofilo foliolar. (b)
Nervura principal do limbo foliolar apresentando espacgos secretores (ES) no floema. O
detalhe mostra espaco secretor com epitélio (EP) constituido por células secretoras e lume
(LU). (c) Caule em crescimento primario mostrando espacos secretores (ES) no floema
primario. e secundario. (d) Caule em crescimento secundario com espacos secretores (ES) no

floema secundario. Barras: 150um (b); 100um (a, d); 50um (c)
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Consideracoes finais

Este trabalho foi dedicado ao entendimento dos processos celulares envolvidos no
desenvolvimento dos espacos secretores de resina em P. heptaphyllum, além de contribuir
para o conhecimento da influéncia de fatores exdgenos no desenvolvimento do sistema
secretor de resina em espécies nativas.

A utilizacdo de técnicas convencionais e citoquimicas para deteccdo de enzimas
(celulase e pectina) ao microscopio eletrénico de transmissdo produziram informagdes
importantes sobre as alteraces celulares nos espacos secretores dessa espécie que levam ao
alongamento, ramificacdo e fusdo de canais, mesmo em 06rgdos maduros. As informacGes
obtidas possibilitaram a complementagdo dos dados sobre a formacdo dessa complexa rede
secretora tridimensional anastomosada responsavel pela producdo de resina com alto valor
ecologico e econdmico. Conhecer a estrutura do sistema secretor de resina em P.
heptaphyllum e os aspectos celulares envolvidos em seu desenvolvimento pode ter
implicacdes sobre a forma de extracdo do exsudato e gerar subsidios para o entendimento dos
mecanismos de defesa da planta contra herbivoros.

Nossos resultados mostram que o estresse provocado pelo etileno liberado pela
aplicacdo do Ethephon é capaz de induzir alteracfes estruturais no sistema secretor de P.
heptaphyllum. A aplicagcdo de Ethephon em plantas jovens produziu respostas diferenciais no
sistema secretor em Orgdos com estrutura priméria e secundaria, indicando que 6rgdos em
diferentes estagios de desenvolvimento podem responder de formas distintas a situacfes de
estresse. Esses dados sdo inéditos e abrem novas perspectivas para o estudo da influéncia de
fatores exdgenos no desenvolvimento e funcionamento de glandulas presentes em érgdos em
crescimento primario e secundario. Pesquisas adicionais merecem também ser realizadas para
verificar possiveis alteracfes subcelulares no sistema secretor e na quantidade e composicédo
da secrec¢do produzida por plantas sob diferentes concentracdes de Ethephon.

Por fim, os dados obtidos com o desenvolvimento desse trabalho preenchem uma
importante lacuna sobre os processos celulares envolvidos no estabelecimento da complexa
rede secretora em P. heptaphyllum, além de subsidiar o estabelecimento de técnicas mais
sustentaveis de extracdo da resina e o entendimento da tolerancia das plantas ao estresse,

ressaltando a necessidade de preservacao dos ambientes em que ocorrem.
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