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Resumo - Alseis pickelli é uma espécie pertencente a familia Rubiaceae e possui estipulas nos seus
apices caulinares. Na superficie adaxial dessas estruturas sdo notadas estruturas secretoras
denominadas coléteres. Neste trabalho foram investigados a ultraestrutura e histoquimica dos
coléteres de A. pickelli. Apices caulinares foram coletados na Estacio Ecoldgica de Guaxindiba e
processados de acordo com técnicas usuais para microscopia. Para estudos histoquimicos, sec¢des
das amostras foram submetidas a diferentes reagentes. Os coléteres em questdo foram separados em
trés fases de desenvolvimento, definidas por mudancas em sua ultraestrutura. A secrecdo é
composta principalmente de mucilagem, substancias lipofilicas e proteinas. O estdgio inicial j&
apresenta caracteristicas de células secretoras com citoplasma denso, nucleo conspicuo, reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido. No estdgio intermediario, tais caracteristicas continuam
evidentes, com a presenca marcante de reticulo endoplasmaético liso e rugoso e complexo de Golgi
hipertroficos. No estagio tardio, as células exibem caracteristicas de senescéncia com citoplasma
retraido e organelas ndo individualizaveis.

Palavras-chave: Histoquimica, estipula, estrutura secretora.

Area do Conhecimento: Botanica

Introducéo

Rubiaceae é considerada uma das mais
importantes familias que compdem os sub-
bosques das florestas neotropicais (LASKA,
1997) estando entre as cinco familias de maior
riqueza de espécies da Floresta Atlantica
(PEREIRA & ARAUJO, 2000). Neste Bioma
encontra-se um ecossistema denominado Mata
de Tabuleiros. No Estado do Rio de Janeiro,
esta formacgdo vegetal encontra-se restrita a
Estacdo Ecoldgica de Guaxindiba (Mata do
Carvao) onde se localizam individuos de A.
pickelli. Na superficie adaxial das estipulas
desta especie foram observadas estruturas
secretoras denominadas coléteres que se
destacam por produzir uma secregdo que

protege 0s meristemas e 0s 0rgaos em
desenvolvimento contra o0 dessecamento
(THOMAS, 1991). A secrecdo dos coléteres
pode ser constituida apenas por mucilagem ou
por uma mistura de mucilagem e compostos
lipofilicos (FAHN, 1979), contudo, ainda nao
foi elucidado o mecanismo de secre¢do. Além
disso, tais estruturas merecem mais estudos,
tanto pela relevancia taxon6mica e
filogenética, quanto pela possivel importancia
para o sucesso adaptativo das espécies em seu
habitat. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi analisar a ultraestrutura e a histoquimica
dos coléteres de A. pickelli.
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Metodologia 1981 adaptado). Laminas semipermanentes

Apices caulinares de Alseis pickelli foram
coletados na Estacdo Ecoldgica da Guaxindiba
no municipio de S&o Francisco do Itabapoana
— RJ. Fragmentos de estipulas foram
selecionados e fixados em solugdo aquosa
contendo glutaraldeido 2,5%, paraformoldeido
4% e e tampdo cacodilato 0,05M, pH 7,2.
Pos-fixados em tetroxido de Osmio 1%, no
mesmo tamp&o. Posteriormente, as amostras
foram desidratadas em uma série crescente de
acetona, infiltradas e incluidas em resina
epoxi. Em ultramicrotomo (Leica Reichert
Ultracuts), foram retirados cortes ultrafinos de
70 a 90nm de espessura, estes foram coletados
em grades de cobre de 300 mesh e
contrastados com acetato de uranila 5%, por
20 minutos, e citrato de chumbo, por 5 min em
temperatura  ambiente. A  andlise e
documentagéo foram realizadas no
microscopio TEM 900 ZEISS.

Para a realizacdo dos testes histoquimicos
amostras de estipulas, previamente fixadas
foram desidratadas em série etilica, infiltradas
e incluidas em historesina (Leica Instruments,
Heidelberg, Alemanha). Posteriormente, foram
obtidas secgdes transversais e longitudinais do
material, com 3,0um de espessura, através de
micrétomo de mesa CUT 4050 (SLEE Technik
GmbH, Mainz, Alemanha). O material
seccionado foi submetido a diferentes
corantes/reagentes, a seguir descritos: azul de
toluidina (O’BRIEN et al., 1964, adaptado)
para caracterizacdo estrutural através da
metacromasia da reagdo; azul de Comassie
para  proteinas totais (O'BRIEN &
MCCULLY, 1981, adaptado), PAS (Acido
Periddico/Reagente  de  Schiff) para
polissacarideos neutros; vermelho de Ruténio
para compostos pécticos; e
mucopolissacarideos (CHAMBERLEIM,
1932, adaptado), Sudan IV para lipidios
(PEARSE, 1980, adaptado); e Auramina O
para cutina (HESLOP-HARRISON & KNOX,

foram montadas em A&gua glicerinada e
observadas no microscdpio Optico de campo
claro (Axioplan ZEISS). As imagens foram
obtidas com a camera Cannon Power Shot
A640 acoplada ao microscopio.

Resultados

O apice caulinar de A. pickelli exibe sete
nés. Os coléteres do primeiro e segundo nd
foram definidos como em est4gio inicial do
desenvolvimento. O terceiro e quarto nos,
como em estagio intermediario e o quinto,
sexto e sétimo nd, como estégio tardio.

Em A. pickelli, os coléteres séo
cilindriformes, distribuidos em 2 triangulos na
superficie adaxial das estipulas. Estas
estruturas possuem epiderme secretora em
palicada e eixo central parenquimético, ndo
vascularizado (fig.1). Sdo notados cristais do
tipo areia cristalifera nas células do eixo
central (fig.2)

As histoquimicas revelaram o caréter
mucilaginoso da secrecdo atraves da reagdo
com PAS (fig.3) e vermelho de Ruténio
(fig.4). A marcagdo com Sudan IV mostrou
lipidios (fig.5). Testes com o azul de Comassie
(fig.6) evidenciaram proteinas tanto nas
células parenquimaticas e secretoras quanto na
secrecdo. A Auramina O mostrou uma fina
cuticula.
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Figs. 1-6. Microscopia Optica. 1.Coléter em
estagio inicial corado com azul de toluidina.
2.Coléter em estégio tardio, note cristais tipo
areia cristalifera (seta). 3.Teste com PAS.
4.Vermelho de Ruténio. 5.Teste com Sudan V.
6.Teste com azul de Comassie. Barras: 10 pm.
EC-eixo central, ES-epiderme secretora, EE-
espago extraprotoplasmatico, S-secre¢ao.

Coléteres em estagio inicial possuem células
epidérmicas tdrgidas, com citoplasma denso,
ndcleo conspicuo, reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) e complexo de Golgi bem
desenvolvidos (CG) (fig.7). No espaco
extraprotoplasmatico (EE) ocorrem sitios de
acumulo de secrecdo (SAS) (fig. 8).
Posteriormente, células desta fase apresentam
retracdo do citoplasma.

No estigio intermedidrio as células
secretoras apresentam reticulo endoplasmatico
liso (REL), RER e CG hipertroficos. No final
deste estagio, algumas organelas, inclusive o
ndacleo, se apresentam com membranas
desorganizadas (fig.9). A retragdo do
citoplasma é marcante, nota-se acimulo de
glébulos lipidicos no EE e de amiloplastos no
citoplasma (fig.10).

A passagem de secrecdo pela parede
periclinal externa foi observada (fig.11),

—_—

porém sem o0 rompimento da cuticula.
Também ndo foi notada a presenca de poros.

Nos coléteres do estadgio tardio nota-se
auséncia de limites celulares, degradacdo do
degeneracdo de organelas

citoplasma e

Figs. 6-12. Microscopia eletrdnica de
transmisséo. 7.Célula secretora (Cs) em estagio
inicial. 8.Cs em estégio inicial com sitios de
acimulo de secre¢do. 9.Cs em estagio
intermediario, note nucleo desorganizado (*).
10.Cs no final do estagio intermediario com
acimulo de glébulos lipidicos (seta preta) e
amiloplastos (seta branca). 11.Parede periclinal
externa de um coléter, note presenca de
secrecdo (seta) 12. Cs em estagio tardio com
organelas degradadas. Barras: pm. SAS-sitios
de acumulo de secrecdo. Barras: 8,9,10e 12 -2
pm; 7e 11 -1 pum.

Discussdo

A. pickelli possui coléteres na superficie
adaxial das estipulas que se apresentam num
arranjo de dois tridangulos como descrito em
outras espécies de Rubiaceae (KLEIN et al.,
2004; MIGUEL et al., 2006).
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Estruturalmente, 0s coléteres possuem
epiderme secretora em palicada e eixo central
parenquimatico, sugerindo uma origem mista,
a partir da protoderme e do meristema
fundamental, o que permite concluir que, para
esta espécie, 0s coléteres ndo devem ser
considerados tricomas, como definido por
SOLEREDER  (1908), LERSTEN &
HORNER (1968) e FAHN (1979), mas sim
como emergéncias, terminologia discutida por
RIO et al. (2002) e KLEIN et al,. (2004).

Tais estruturas produzem uma Secregdo
composta por mucilagem e lipidios como ja
observado em espécies de Apocynaceae
(Demarco 2008), e em espécies de Rubiaceae,
além destes compostos tambem foi observados
proteinas (KLEIN et al. 2004; MIGUEL et al.
2006). O  processo  secretor inicia
precocemente e continua durante toda
expansdo primordios foliares. Este fato,
segundo PAIVA (2009), confirma a hipdtese
de que os coléteres oferecem protecéo para as
folhas jovens.

A presenca de proteinas foi detectada tanto
nas células parenquimaticas e secretoras
quanto na secrecdo, tal observagdo também foi
feita em A. sessilis (BARREIRO, 2007). A
identificacdo de proteinas na secrecdo de
outras espécies de Rubiaceae j& foi realizada
por KLEIN et al. 2004 e MIGUEL et al. 2006.

Quando em estagio inicial de
desenvolvimento a presenca de CG e RER
bem desenvolvidos, nas células epidérmicas,
indicam que os coléteres ja se encontram em
atividade secretora. Estudos como de
DEXHEIMER & GUENIN (1981) mostram a
importancia dessas organelas na producdo de
mucilagem.

A retracdo do citoplasma no estagio
intermediario é mais acentuada no apice dos
coléteres do que na base, tal diferenga pode
pressupor que as células do &pice entrem
primeiramente em morte celular, ja que a
retracdo do citoplasma é um dos primeiros
sinais desse processo. A presenca de REL,

RER e CG hipertroficos sugere grande
atividade de sintese. Abundéncia de REL e
RER na fase secretora de coléteres foi também
descrita por MOHAN & INAMDAR (1986) e
por PAIVA & MACHADO (2006). A
desorganizacdo de organelas no final deste
estagio € uma mais caracteristica de morte
celular. A diminuigdo no nimero de organelas,
também foi observado em  coléteres
senescentes de H. stigonocarpa (PAIVA E
MACHADO, 2006)

Nesta fase foi possivel observar a passagem
de secrecdo pela parede, porém sem presenca
de poros nem rompimento da cuticula, essa
mesma observagdo foi feita por RIO et al.
(2002), MIGUEL et al. 2006, PAIVA &
MACHADO (2006), MARASCA (2008) e
Paiva (2009). SAS foram notados no EE,
como descrito para Bathysa nicholsonii
(MIGUEL et al. 2006)

No estdgio tardio de desenvolvimento do
coléter é observada auséncia de limites
celulares, degradacdo do citoplasma e
degeneracdo de organelas, caracteristicas
ultraestruturais que indicam o processo de
morte celular, (MIGUEL et al. 2006).

Conclusao

Os coléeteres em estudo podem ser divididos
em trés fases de desenvolvimento: estagio
inicial, estagio intermediario e estagio tardio,
caracterizados pelas células secretoras. Estas
estruturas secretam uma mistura de mucilagem
e substdncias lipofilicas, caracteristicas
evidenciadas através dos testes histoquimicos.
A secrecdo heterogénea dos coléteres de A.
pickelli protege as regides meristematicas
contra 0 dessecamento. O exsudato é
acumulado num espago extraprotoplastico
antes de ser liberado para o exterior atraves da
parede e da cuticula, sem rompé-las.

A senescéncia é facilmente constatada na
estrutura, porém nao definidas em nivel das
células secretoras que comegam 0 processo de
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morte celular programada ainda em atividade.
No entanto, mais evidéncias do processo
tornam-se pertinente.
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