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RESUMO

AZEVEDO, Claudio de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2007.
Anatomia e ultra-estrutura foliar de Pectis brevipedunculata: ontogenia de cavidades
secretoras e estrutura Kranz. Orientadora: Marilia Contin Ventrella. Co-
Orientadores: Adilson A. Zacaro e Marco Antonio Oliva Cano.

Com o uso de técnicas de microscopia de luz e eletronica de transmissdo e varredura,
este trabalho caracteriza a anatomia foliar de Pectis brevipedunculata (Asteraceae),
enfatizando a estrutura Kranz e a ontogenia das cavidades secretoras. A folha ¢é
anfiestomatica e possui simetria dorsiventral relativamente bem definida. Apresenta mesofilo
radiado circundando os feixes vasculares, bainha desenvolvida e dimorfismo estrutural entre
os cloroplastos do mesofilo e os cloroplastos da bainha, caracterizando a estrutura Kranz na
especie. Os cloroplastos do mesofilo sdo menores, tém estrutura granal bem definida, com
grdos de amido. As células da bainha do feixe tém disposicdo centrifuga, seus cloroplastos
sdo maiores, com regides de tilacoides ndo empilhados mais evidentes e com grande
quantidade de grdos de amido. Plasmodesmos mostram-se abundantes entre as células do
mesofilo e as células da bainha. As cavidades secretoras sdo esquizogenas quanto a origem e
desenvolvimento inicial, e lisigenas na fase de maturacdo. Deste modo, sdo esquizolisigenas.
As células secretoras sdo caracterizadas por citoplasma elétron-denso com gotas lipidicas,

grandes vacuolos com aspecto granular, mitocondrias com cristas tubulares e plastidios com

goticulas de 0leo, o que sugere que a secrecao seja lipofilica.
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ABSTRACT

AZEVEDO, Claudio de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2007.
Leaf anatomy and ultrastructure of Pectis brevipedunculata: secretory cavity
development and Kranz structure. Adviser:: Marilia Contin Ventrella. Co-Advisers:
Adilson A. Zacaro and Marco Antonio Oliva Cano.

This work describes the leaf anatomy of Pectis brevipedunculata (Asteraceae), with
emphasis in Kranz structure and secretory cavity development, using light microscopy and
transmission and scanning electron microscopy techniques. The leaf is amphystomatic and
possesses a well determined dorsiventral symmetry. The leaf shows radial mesophyll around
the vascular bundle, developed vascular bundle sheaths and structural dimorphism of the
mesophyll and the vascular bundle sheath chloroplasts, which determines the Kranz structure
of this species. The mesophyll chloroplasts are smaller, shows starch grains and its granal
structure is well defined. The vascular bundle sheath are centrifugally arranged, and its
chloroplasts are bigger, with stalked tillacoids less pronunciated and a large quantity of starch
grains. Plasmodesmata are abundant between the mesophyll and bundle sheath cells. The
secretory cavities are schyzogenous considering its origin and initial development,
nevertheless they are lisigenous in the maturity stage. These features demonstrate that these
secretory cavities are schizolisigenous. Secretory cells are characterized by electron dense

cytoplasm with lipid drops, large vacuoles with granular content, mitochondria with tubular

crystae and plastids with oil droplets, suggesting its that secretion as lipophilic.
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INTRODUCAO GERAL

Espécies de Pectis (Asteraceae) sdo utilizadas medicinalmente por comunidades
tradicionais contra dores estomacais, célicas (Schultes & Raffauf, 1990), hipertensao, gripes e
resfriados (Agra et al., 2007). O género Pectis esta incluido na tribo Tageteae, que
compreende 18 géneros, com 230 a 250 espécies americanas, comuns em locais
moderadamente a extremamente xéricos, em solos argilosos ou calcérios, sendo os planaltos
do México o maior centro de diversificacdo do grupo. Dos 18 géneros subordinados a tribo,
apenas Pectis, Porophyllum e Tagetes tém representantes no Brasil. Pectis é representado por
ervas anuais ou perenes, subarbustos ou arbustos com folhas opostas ou alternas, simples,
inteiras, bipinatifidas ou pinatissectas, glabras ou pilosas, com longas cerdas nos bordos e
com cavidades ou glandulas secretoras perlucidas, conspicuas, cheias de 6leos essenciais de
cheiro ativo (Barroso et al., 1991). Analisando a tribo Tageteae, Smith & Turner (1975)
verificaram que apenas 0 género Pectis apresenta a sindrome C, em todas as espécies
estudadas, o que sugere uma posicéo distinta deste género na tribo Tageteae.

Plantas com fotossintese C4 ocorrem em muitas familias e demonstram consideraveis
variagOes estruturais e fisioldgicas. As variacdes estruturais nas plantas C, vdo desde a
compartimentalizagdo extrema de cloroplastos usualmente dimdrficos em diferentes células e
tecidos até a distribuicdo destes cloroplastos em regides distintas de um mesmo tipo de célula
(Edwards et al., 2001; Voznesenskaya et al., 2002; Sage, 2002). A estrutura Kranz esta
relacionada com a compartimentalizacdo de cloroplastos e de enzimas carboxilativas
associadas em diferentes regides. Nesse arranjo anatdmico, cloroplastos com organizagdo
granal bem definida e geralmente desprovidos de gréos de amido localizam-se no mesofilo,
composto por celulas de disposicdo radiada em torno do feixe vascular, enquanto que

cloroplastos maiores, com predominio de tilacdides ndo granais e graos de amido, localizam-



se em células volumosas da bainha do feixe vascular (Laetsch, 1974; Fahn and Cutler, 1992;
Edwards et al., 2001)

Idioblastos, laticiferos, cavidades, canais, tricomas glandulares e osmoforos
constituem as principais estruturas secretoras de metabdlitos secundarios presentes nos
diferentes grupos de plantas. Algumas caracteristicas citolgicas que evidenciam alta
atividade metabdlica sdo comuns as células secretoras, como paredes primarias delgadas,
nacleo grande, citoplasma hialino ou denso, vacuolos pequenos e abundantes e mitocondrias
numerosas (Fahn, 1979). Assim como outras estruturas secretoras, as cavidades presentes em
folhas de plantas vasculares sdo caracteres taxondémicos relevantes e de grande importancia,
por terem origem, muitas vezes, em familias relacionadas (Vieira et al., 2001).

Cavidades secretoras sdo comuns em muitas familias de Angiospermas, e em
Asteraceae (Metcalfe & Chalk, 1950), sdo formadas por grandes espacos intercelulares
delimitados por células secretoras especializadas, as quais se originam por separagdo ou lise
de células (Fahn, 1979; Turner, 1999). Embora muitos estudos relacionem as cavidades a
producdo de material lipidico (Fahn, 1979; Curtis & Lersten, 1986; Roshchina & Roshchima,
1993), a secregéo destas estruturas parece ser heterogénea (Cicarrelli et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar anatdmica e ultra-estruturalmente a folha de
P. brevipedunculata, com énfase na andlise da estrutura Kranz e no desenvolvimento das
cavidades secretoras.

O trabalho foi redigido na forma de dois capitulos, intitulados: “Anatomia foliar e
caracterizagéo ultra-estrutural da estrutura Kranz em Pectis brevipedunculata (Gardner) Sch.
Bip. (Asteraceae)” e “Desenvolvimento de cavidades secretoras em folhas de Pectis

brevipedunculata (Gardner) Sch. Bip. (Asteraceae): anatomia e ultra-estrutura”.
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CAPITULO 1

Anatomia foliar e caracterizacdo ultra-estrutural da estrutura Kranz em Pectis

brevipedunculata (Gardner) Sch. Bip. (Asteraceae)

RESUMO - Este trabalho descreve a anatomia foliar de Pectis brevipedunculata e
caracteriza a ultra-estrutura da estrutura Kranz, com o uso de técnicas de microscopia de luz e
eletrénica de transmissdo e varredura. A folha é anfiestomatica e possui simetria dorsiventral
relativamente bem definida. Apresenta mesofilo radiado circundando os feixes vasculares,
bainha desenvolvida e dimorfismo estrutural entre os cloroplastos do mesofilo e os
cloroplastos da bainha define a estrutura Kranz na espécie. Os cloroplastos do mesofilo sdo
menores, tém estrutura granal bem definida com gréos de amido. As células da bainha do
feixe tém disposicdo centrifuga, seus cloroplastos sdo maiores, com regibes de tilacdides ndo
empilhados mais evidentes e com grande quantidade de grdos de amido. Plasmodesmos

mostram-se abundantes entre as células do mesofilo e as células da bainha.



Introducao

A familia Asteraceae é a maior entre as angiospermas, representada por cerca de
25.000 espécies, distribuidas em aproximadamente 1.600 géneros. A familia é cosmopolita e
apresenta maior diversidade em formacg6es vegetacionais campestres e montanhosas, sendo
baixa sua diversidade em florestas Umidas (Barroso et al., 1991). Segundo Bremer (1994),
Pectis L. € o0 género da tribo Helenieae que possui maior numero de espécies,
aproximadamente 100 espécies. A subtribo Pectidinae e geralmente tratada como tribo, sendo
na maioria das vezes, citada como tribo Tageteae, onde o género Pectis esta incluido (Bremer,
1994). Segundo este mesmo autor, a tribo Helenieae é representada por ervas de folhas
opostas e capitulos amarelos e a subtribo Pectidinae € facilmente reconhecida por visiveis
cavidades secretoras perlucidas na face abaxial das folhas e pela presenca de bracteas
involucrais dos capitulos. De acordo com Smith & Turner (1975), apenas as espécies do
género Pectis apresentam a estrutura Kranz dentro da tribo Tageteae. Isto sugere que o género
ocupe uma posic¢éo distinta dos demais géneros dentro da tribo.

A estrutura Kranz é comumente associada a plantas C4, onde ha formacao de cidos
dicarboxilicos com quatro carbonos como produtos primarios durante a fotossintese (Laetsch,
1974). O nome desta sindrome ou padrdo anatdmico foi estabelecido a partir da disposi¢éo
radiada das células do parénguima clorofiliano, as quais associam-se a uma bainha de células
grandes com cloroplastos proeminentes ao redor do feixe vascular e que, em corte transversal,
lembra uma coroa (Kranz, em aleméo) (Laetsch, 1974; Fahn, 1989; Fahn & Cuttler, 1992;
Larcher, 2004). A presenca de cloroplastos morfologicamente diferentes em células
parenquimaticas do mesofilo e da bainha indica uma compartimentalizacdo funcional
(Edwards et al, 2001). A posicéo estratégica dos tecidos de assimila¢do, muito préximos dos
tecidos vasculares, evidencia o transporte rapido e eficiente entre essas regides, evitando a

inibicdo do processo fotossintético pelo acimulo de produtos finais (Laetsch, 1974).



Embora a estrutura Kranz ja tenha sido considerada como carater essencial para a
fotossintese C4, varios estudos demonstram que este ciclo fotossintético também pode estar
associado a outros padrdes anatémicos, desde pequenas variacOes da estrutura Kranz até a
compartimentalizagdo de cloroplastos dimorficos e enzimas carboxilativas em regides
distintas de uma Unica célula do parénquima clorofiliano (Voznesenskaya et al., 2001, 2002;
Edwards et al., 2001; Sage, 2002). Plantas C, também podem apresentar consideraveis
variacbes no mecanismo fotossintético. Na familia Poaceae, por exemplo, trés tipos
bioquimicos de plantas C, tém sido identificados de acordo com o mecanismo de doacdo de
CO, dos é&cidos de 4 carbonos para a rubisco (ribulose 1,5 - bisfosfato carboxilase —
oxigenase), sendo que para cada um desses tipos existe um conjunto de caracteristicas
anatémicas e ultra-estruturais préprias (Voznesenskaya et al; 2005).

Espécies C, sdo encontradas em muitas familias de Angiospermas, como
Amaranthaceae, Aizoaceae, Chenopodiaceae, Asteraceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae,
Poaceae, Nyctaginaceae, Portulacaceae e Zygophyllaceae, 0 que mostra sua origem
polifilética e recente do mecanismo, embora a maioria das espécies se concentre nas Poaceae
e Caryophyllales. Caracteristicas comuns entre plantas C4 sdo sua origem tropical e vasta
ocorréncia em ambientes xerofiticos (Laetsch, 1974).

Este trabalho tem por finalidade caracterizar a anatomia e a ultra-estrutura da folha de
Pectis brevipedunculata através de técnicas de microscopia de luz e eletrdnica de varredura e

transmisséo, destacando aspectos da estrutura Kranz.

Material e Métodos

Individuos jovens e adultos de Pectis brevipedunculata (Gardner) Sch. Bip.

(Asteraceae) foram coletados em areas urbanizadas do Campus Il da Universidade Vale do



Rio Doce (UNIVALE) em Governador Valadares, MG, sempre em areas abertas e bem
iluminadas, como ruas pavimentadas com pedras, beiradas de calcadas e de trilhos de trem.
Vaérias coletas foram realizadas entre junho de 2005 e outubro de 2006, sendo
coletados entre 5 e 10 individuos férteis e 15 a 20 plantas jovens a cada coleta. Em todas as
coletas realizadas, o material foi encontrado em floragéo.
Material testemunho foi herborizado e depositado no Herbario da Universidade
Federal de Vicosa, sob a inscricdo VIC 9302 e também no Herbario da Universidade Federal

de Minas Gerais, sob a inscricdo BHCB 38.694, em Belo Horizonte, MG.

Microscopia de Luz

Ramos com folhas em diferentes fases do desenvolvimento foram fixados em FAAs,
por 48 horas, e conservados em etanol 70% (Johansen, 1940). Fragmentos de folhas com
aproximadamente 0,25cm? foram desidratados em série etilica crescente e incluidos em
metacrilato (Historesin-Leica), para a obtencdo de se¢des transversais (2-5um), longitudinais
(2um) e paradérmicas (2um), em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM
2155, Leica Microsystems Inc., Deerfiel, USA). A coloragdo dos cortes foi feita com azul de
toluidina a 0,05% em tampdo fosfato (O’Brien et al., 1964) para analise geral da estrutura
foliar. A identificacdo dos sitios de producdo de amido primario na folha foi feita com acido
periddico/reagente de Schiff (PAS, “periodic acid-Schiff”) (Feder & O'Brien, 1968). Alguns
cortes corados com azul de toluidina também foram sequencialmente contra-coradas com
lugol, também para a deteccdo de amido primario. A montagem das l&minas foi feita em
resina sintética (Permount). Para a identificacdo de compostos de natureza lipidica, amostras
fixadas em FAAs, foram seccionadas em micrétomo de mesa, em seguida tratadas com sudan
red B (Brundrett et al., 1991) e montadas em glicerina 50%.

Para 0 estudo da venagdo foliar e das células epidérmicas, folhas inteiras foram

diafanizadas com cloroférmio por uma hora, tratadas com hidréxido de sédio 10% por duas



horas e hipoclorito de sodio 20% até clarificacdo completa. Depois de cada um destes
tratamentos efetuou-se lavagem das folhas em &gua corrente. Ap6s a clarificacdo, as folhas
foram coradas com solucdo aquosa de violeta cristal 1%, desidratadas em série
alcodlica/xilolica crescente e montagem em resina sintética (Permount). A técnica de
dissociacdo de epiderme também foi empregada para a analise deste tecido, utilizando-se a
solucdo de Jeffrey (acido crémico e 4cido nitrico 10%, na proporcao de 1:1) e azul de astra e
safranina como corantes (Johansen, 1940). Em seguida, o material foi desidratado em série
etandlica/xilolica crescente e montagem em resina sintética (Permount). A descricdo da
venacdo foi feita de acordo com Hickey (1973). As imagens foram obtidas em microscopio de
luz (Olympus AX-70) equipado com sistema U-photo acoplado a microcomputador com o
programa Spot-Basic, no Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de

Vigosa.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foram utilizadas folhas completamente expandidas, fixadas em FAAs por 24 horas e
estocadas em etanol 70%. As folhas foram desidratadas em série etilica crescente, secas em
ponto critico com CO; (Bal-Tec CPD 030) e fixadas em suportes metalicos (stubs) com fita
adesiva dupla-face. Apos a metalizacdo com ouro (20nm, Balzers SCA 010), as amostras
foram analisadas e fotografadas em microscépio eletronico de varredura (LEO 1430VP) a

10,6 kV do Ndcleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vicosa.

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

O material coletado foi fixado em solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampé&o
cacodilato 0,1M pH 7,2, por quatro horas a 4°C e lavado no mesmo tampdao por seis vezes, 10
minutos cada. A pds-fixagdo foi feita com tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato 0,1M,

por quatro horas a 4°C e lavado no mesmo tampdo por seis vezes, 10 minutos cada. Apds a



desidratacdo em série etilica crescente, o material foi embebido em resina epdxi (Spurr).
Sec¢des ultrafinas (60-90nm) foram obtidas com navalha de diamante em ultramicrétomo
MT2-B (Du Pont-Sorval), coletadas em grades de cobre cobertas ou ndo com Formvar e
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo. As se¢des foram analisadas e
fotografadas em microscopio eletronico de transmissdo (Zeiss EM 109) a 80kV, do Ndcleo de

Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vicosa.

Resultados

Microscopia de Luz (ML) e Eletronica de Varredura (MEV)

As folhas de Pectis brevipedunculata sdo opostas e sésseis (Fig. 1A-B), com a base do
limbo envolvendo o caule. A epiderme é unisseriada, formada por células volumosas, em
ambas as faces da folha. Na face abaxial, as paredes anticlinais das células epidérmicas
apresentam-se sinuosas (Fig. 1C, E), e na face adaxial, com contorno curvo (Fig. 1D,F). As
células epidérmicas que acompanham a nervura mediana sdo mais alongadas e com paredes
anticlinais retas em ambas as faces (Fig. 1D, 4H). A parede periclinal externa das células
epidérmicas € mais espessa que as demais, principalmente na regido da nervura principal, com
deposicdo de uma camada delgada de cuticula, que juntamente com a por¢do mais externa da
parede, formam estrias (Fig. 1G, I, 4G, I). A maioria dos estbmatos é anisocitico (Fig. 1E-F,
41), com uma das trés células subsidiarias menor que as demais. Os estdmatos estdo presentes
em ambas as faces da folha, dispostos no mesmo nivel das demais células epidérmicas e com
cristas fortemente cutinizadas (Fig. 1G,H).

Tricomas tectores ocorrem ao longo da nervura mediana, em ambas as faces da folha,
mais abundantes na porcdo basal da folha e ausentes na porcdo apical. Na face abaxial, os

tricomas sdo unisseriados e, geralmente, formados por trés células (Fig. 1J, 4B, E), enquanto
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que na face adaxial, sdo mais alongados e finos, sempre unisseriados e formados por um
namero maior de células (Fig. 1K, 4H).

O mesofilo é composto por parénquima clorofiliano com discreta diferenciagdo
dorsiventral, organizando-se radialmente em relagcdo aos feixes vasculares (Fig. 2A). Na
porcdo adaxial, as células do parénquima clorofiliano s@o um pouco mais alongadas e
justapostas, enquanto que na face abaxial apresentam formato mais arredondado e maiores
espacos intercelulares. No mesofilo ainda ocorre uma camada de células parenquimaticas,
dispostas paralelamente a epiderme, na face abaxial da folha, com contorno sinuoso, muitos
espacos intercelulares e cloroplastos em pequeno numero e tamanho reduzido.

Na nervura mediana (Fig. 2B), o feixe vascular € acompanhado dorsiventralmente por
parénquima de preenchimento, compostos por células volumosas, isodiamétricas e sem
cloroplastos, mais abundante na porcéo basal da folha e mais escasso em direcdo ao apice. Na
regido basal da folha, as células da bainha do feixe vascular da nervura mediana também séo
desprovidas de cloroplastos, assim como algumas células do mesofilo e da bainha dos dois
feixes adjacentes.

Os feixes vasculares sdo colaterais (Fig. 2C), sempre circundados por uma bainha de
células parenquimaticas, com muitos cloroplastos em posi¢do centrifuga. Amido € encontrado
tanto nos cloroplastos do mesofilo como nos cloroplastos da bainha do feixe vascular,
guando submetidos ao teste para amido (Fig. 2C) e para polissacarideos (Fig. 2D); no entanto,
a reacdo é sempre mais intensa e abundante nas células da bainha.

No bordo foliar encontram-se emergéncias (Fig. 2E-F, 4A-C), apesar de
macroscopicamente semelhantes a tricomas. As emergéncias sdo revestidas por células
epidérmicas e, no seu interior, observam-se vascularizacdo, fibras e células parenquimaticas.
As emergéncias encontram-se distribuidas da regido basal até a regido mediana da folha e, o

apice foliar, apresenta uma emergéncia longa e terminal.
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Na superficie abaxial da folha sdo observadas, macroscopicamente, regiGes de
coloragdo mais escura, as quais estdo ausentes na face adaxial (Fig. 1B). Estas regides
correspondem as cavidades secretoras e encontram-se distribuidas por todo o mesofilo,
estreitamente associadas aos feixes vasculares (Fig. 3A). As cavidades sdo isodiamétricas, e
se projetam em direcdo a epiderme da face abaxial. As células epidérmicas em contato com o
epitélio secretor das cavidades sdo muito achatadas, menores e menos sinuosas que as demais
células epidérmicas nessa face da folha, tém nudcleo conspicuo e parede mais delgada, sendo
reconhecidas como células de cobertura (Fig. 3B, 4F).

A nervura principal ou de primeira ordem (Fig. 3C-D) € a que mais se destaca
macroscopicamente, apresentando elementos traqueais de metaxilema escalariformes e
reticulados, além dos elementos do protoxilema anelados e espiralados. A venacdo é penada
do tipo craspedddroma na regido basal até parte da regido mediana da folha, onde as nervuras
secundarias terminam nas margens onde se situam as emergéncias (Fig. 2F). Em dire¢do ao
apice, a venagdo € do tipo broquidédroma (Fig. 3D), onde nervuras de segunda ordem
fundem-se, formando a nervura intramarginal, a qual se dispbe paralelamente & margem
foliar. As nervuras de segunda ordem ramificam-se até duas vezes, e se anastomosam
formando aréolas bem desenvolvidas, atravessadas por terminacdes (“veinlets”) simples ou
ramificadas dicotomicamente até duas vezes. As terminacGes vasculares sdo compostas por

traqueides e circundadas por células da bainha (Fig. 3D-E).

Microscopia Eletronica de Transmisséao

Na face abaxial, as células do mesofilo sdo sinuosas, apresentam reentrancias e
espacos intercelulares bem definidos (Fig. 5A?). O vacuolo é volumoso e com particulas de
material elétron-denso em algumas areas, restringindo o citoplasma a regido parietal,
apresenta cloroplastos pequenos contendo grdos de amido e plastideos com estroma mais

elétron-denso e organizacdo ndo usual. As celulas do mesofilo em contato direto com a
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bainha do feixe vascular, em ambas as faces da folha, apresentam grande vacuolo central e
citoplasma restrito a periferia, onde se distribuem os cloroplastos em toda a extensdo do
citoplasma (Fig. 5B). As paredes das células do mesofilo sdo mais delgadas que as da bainha
do feixe vascular, e grande nimero de plasmodesmos sdo encontrados interligando células do
mesofilo e da bainha, estabelecendo um continuum citoplasmatico entre essas duas regides
(Fig. 5B). Nas células da bainha, os cloroplastos sdo mais numerosos e proximos as paredes
internas que tém contato com o feixe vascular e, em posi¢do oposta, um vacuolo volumoso,
onde vesiculas com particulas eletrondensas sdo observadas (Fig. 5B). Os cloroplastos do
mesofilo (Fig. 6A-B) sdo relativamente menores que os cloroplastos da bainha (Fig. 6C-D) e
também apresentam grdos de amido desenvolvidos e em nimero varidvel. A diferenca mais
marcante entre os cloroplastos do mesofilo e da bainha do feixe é o grau de empilhamento dos
tilacéides. Nos cloroplastos do mesofilo, os tilacoides granais sdao mais abundantes e os grana
mais espessos e largos (Fig. 6B), enquanto que nos cloroplastos da bainha, os tilactides
agranais predominam, sendo poucas as areas onde ha empilhamento de tilacéides (Fig. 6D).

Nos feixes vasculares (Fig. 7A) estdo presentes elementos de tubo crivado, células
companheiras ordinérias e células de transferéncia, assim como elementos de vaso. Células
parenquimaticas de maior didametro localizam-se entre os elementos de vaso e as células
floematicas com paredes mais espessadas. Os elementos de tubo crivado apresentam
plastideos contendo amido e plastideos com depdsitos eletrondensos, muito provavelmente,
proteinas (Fig. 7B). As celulas de transferéncia tém paredes com muitas invaginacdes,
principalmente nas faces voltadas para as células da bainha e para as células parenquimaticas
do feixe (Fig. 7C-D). Nas faces voltadas para os elementos de tubo crivado e para as células
companheiras ordinarias as invaginacdes sdo escassas.

As células de transferéncia tém vacuolos proeminentes na regido central, grandes
plastideos com gréos de amido (Fig. 7C) e o restante do citoplasma proximo as invaginactes

da parede (Fig. 7D), onde muitas mitocondrias sdo observadas (Fig. 7E). As células
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companheiras ordinarias também apresentam vaclUolos proeminentes, assim como
cloroplastos e mitocondrias. Os elementos de vaso tém didmetro relativamente pequeno,
quando comparado as demais células do feixe vascular (Fig. 7A), e 0 espessamento da parede
secundaria é do tipo anelado ou espiralado (Fig. 7F), o que pode ser observado, em corte

transversal, pelo formato de semicirculo.
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Figura 1. A, Espécime adulto de Pectis brevipedunculata. B, aspecto geral da face adaxial (seta
estreita) e abaxial (seta larga) da folha. As cavidades secretoras destacam-se na face abaxial da folha
como pontos escuros. C-K, fotomicrografias da folha: se¢des paradérmicas (C-F) e transversais (D-K).
C-D, epiderme da face abaxial (C) e da face adaxial (D). As células epidérmicas que acompanham a
nervura mediana sdo mais alongadas que as demais. E-F, estbmatos e células subsidiérias na face
abaxial (E) e adaxial (F). G-H, complexo estomético corado com azul de toluidina (G) e sudan red B
(H). As cristas estomaticas (seta) apresentam-se fortemente cutinizadas. | - detalhe das paredes
anticlinal e periclinal externa da epiderme com cuticula (seta) evidenciada pela coloracdo com sudan
red B. J-K, tricoma tector da face abaxial (J) e adaxial (K). CE, camara subestomética; CG, célula
guarda; CS, célula subsidiaria; PA, parede anticlinal; PP, parede periclinal externa. Barra: A, 25mm;
B, 5mm; C-D, 100um; E-G, 50um; H-1, 10um; J-K, 25um
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Figura 2. Fotomicrografias de secdes transversais (A-E) e paradérmicas (F) da folha de Pectis
brevipedunculata. A, regido do mesofilo com células arranjadas radialmente em relagdo aos feixes
vasculares com estdmatos (setas) em ambas as faces. B, regido da nervura principal, na base da folha,
com grande quantidade de parénquima de preenchimento. C-D, células do mesofilo e da bainha do
feixe vascular com grdos de amido (setas) nos cloroplastos. Em C, grdos de amido sdo corados de
marrom pelo lugol e em D, corados de magenta com o teste de PAS. E-F, emergéncia no bordo foliar,
com vascularizacao e tecido parenquimatico. BF, bainha do feixe vascular; E, emergéncia; El, espaco
intercelular; M, mesofilo; PR, parénquima de preenchimento. Barra: A, E-F, 50um; B, 100um; C-D,
25um
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Figura 3. Fotomicrografias de secBes transversais (A) e paradérmicas (B-E) da folha de Pectis
brevipedunculata. A, bordo foliar com cavidade secretora associada a feixes vasculares. As setas
indicam as trés camadas de células que compdem o epitélio secretor. B, células de cobertura com
nlcleos conspicuos (seta), associadas a cavidade secretora. C, feixe vascular da nervura principal. D,
aspecto geral da venagdo broquidédroma. A seta indica a nervura intramarginal. E, detalhe das
terminagdes vasculares (seta). A, aréola; B, bainha do feixe vascular; CC, células de cobertura; CS,
cavidade secretora; F, floema; M, mesofilo; X, xilema.. Barra: A-C, 50um; D, 200um; E, 100pum
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Figura 4. Eletromicrografias de varredura da folha de Pectis brevipedunculata. A, porcao apical da
folha, com emergéncias curtas no bordo e uma emergéncia terminal longa no apice. B, face abaxial da
folha, com tricomas tectores ao longo da nervura mediana (seta larga), emergéncias no bordo (cabeca
de seta) e células de cobertura das cavidades (setas estreitas). C, detalhe de emergéncias curtas do
bordo foliar. D, detalhe de emergéncia longa (seta) na por¢do basal da folha. E, tricomas tectores
(seta) da nervura mediana na face abaxial. F, células de cobertura (seta) das cavidades na face abaxial.
G, estbmato da face abaxial. H, tricomas tectores (seta) e, a direita, células epidérmicas alongadas que
acompanham a nervura principal na face adaxial. I, estbmato da face adaxial. Em G e | pode-se notar
a cuticula estriada. CC, célula de cobertura; E, emergéncia; TT, tricoma tector. Barra: A-B, 200um; C,
F, H, 50um; D-E, 100um; G, I, 25um
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Figura 5. Eletromicrografias de transmissdo da folha de Pectis brevipedunculata. A, células do
mesofilo com cloroplastos e plastidios ao longo da parede, na face abaxial; B, células do mesofilo e da
bainha, com cloroplastos voltados para o feixe vascular, na face adaxial. A, amido; BA, bainha; CL,
cloroplasto; PL, plastideo; PD, plasmodesmos; El, espaco intercelular; ME, mesofilo; V, vacuolo; FV,

feixe vascular. Barra: 3um
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Figura 6. Eletromicrografias de transmissdo da folha de Pectis brevipedunculata. A, cloroplasto do
mesofilo com grdo de amido e tilacoides empilhados (seta). B, detalhe da organizacdo dos tilacdides
do cloroplasto do mesofilo. C, cloroplasto da bainha com grdos de amido e tilacdides com
empilhamento incipiente (seta). D, detalhe da organizacdo dos tilacdides da bainha. A, amido; B,
bainha; El, espaco intercelular; M, mesofilo; MI, mitocdndria; P, parede. Barra: A,C, 1um; B, 200nm;
D, 300nm
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Figura 7. Eletromicrografias de transmisséo da folha de Pectis brevipedunculata na regido do feixe
vascular. A, feixe vascular envolto por células da bainha. B, elemento de tubo crivado, com plastideos
contendo amido (seta larga) e proteina (seta estreita). C, célula de transferéncia contendo plastideos
com graos de amido, vacuolos na regido central e citoplasma eletrondenso voltado para a regido
parietal, que apresenta muitas invaginacGes (seta). D, elemento de vaso e célula de transferéncia. E,
detalhe do espessamento do elemento de vaso e das invaginagdes da parede da célula de transferéncia.
Observar a presenca de numerosas mitocéndrias (setas). F, elemento de vaso com parede espessada em
forma de arco. A, amido; CC, célula companheira; CP, célula parenquimatica; CT, célula de
transferéncia; EC, elemento de tubo crivado; EV, elemento de vaso; V, vacuolo. Barra: A, 5um; B, E-
F, 1um; C, 2um; D, 3um
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Discussao

P. brevipedunculata é uma espécie comumente encontrada em biomas onde
predominam condi¢Bes xerofiticas (Lisbda et al., 2000). O estriamento da cuticula e a
presenca de tricomas nas folhas, pode ser um indicativo de adaptacdo a ambientes com altas
intensidades luminosas (Salatino et al. 1986). O fato das paredes anticlinais da epiderme na
face abaxial serem mais sinuosas também pode estar relacionado a menor luminosidade que
incide sobre essa face da folha durante o processo de ontogenia. Em folhas de sol, o
espessamento da cuticula e das paredes € mais rapido, enquanto nas folhas de sombra o
espessamento € mais lento, contribuindo para maior plasticidade das paredes celulares
tornando-as mais sinuosas (Watson, 1942; Martinez & Medri, 1985).

Folhas inclinadas, como ocorre em P. brevipedunculata, diminuem a interceptacao da
luz solar, gerando um desenvolvimento mais simétrico dos tecidos foliares (Vogelmann et al.,
1996). A presenca de estdmatos em ambas as faces da folha pode ser uma condicdo mais
favoravel para o aumento e homogeneidade da difusdo gasosa e assimilacdo de dioxido de
carbono no mesofilo (Smith et al., 1997; Parkhurst, 1994). Em P. brevipedunculata, a
orientacdo radiada das células do mesofilo ao redor dos feixes vasculares também pode
favorecer a absorcdo de luz e a difusdo gasosa, considerando-se que, nessa condicdo, a
maioria das células do mesofilo possui parte de sua superficie associada a epiderme ou aos
espacos intercelulares. De acordo com Smith et al. (1997), a fotossintese pode ser maximizada
se cloroplastos estiverem situados em locais dentro do mesofilo onde a absor¢édo da luz e a
acessibilidade ao dioxido de carbono séo otimizadas.

A classificacdo dos estdmatos quanto ao padrdo de distribuicdo e morfologia das
células anexas é variavel entre as Asteraceae, sendo a maioria classificada como anomocitico
e anisocitico (Metcalfe & Chalk, 1950). Os estdmatos encontrados em P. brevipedunculata
referem-se ao tipo anisocitico (Metcalfe & Chalk, 1950). A distribuicdo dos estbmatos nas

duas faces da folha é relatada em trabalhos com espécies de ambiente mesofitico, mas ocorre
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também em muitas espécies com caracteristicas xeromorficas (Mott et al., 1982; Fahn, 1989;
Fahn & Cutler, 1992). N&o ha relacdo direta entre o nimero, distribuicdo e funcédo de células
estométicas em plantas C4 e C3, mas verifica-se que nas C4 os estdbmatos situam-se muito
proximos ao parénquima clorofiliano (Laetsch, 1974), como no caso da espécie em estudo.

As emergéncias que ocorrem nas folhas de P. brevipedunculata sdo comuns ao género,
e comumente sdo descritas como cerdas (Barroso et al, 1991). Embora macroscopicamente
semelhantes a grandes tricomas ou cerdas, as emergéncias sdo estruturas complexas, pois
apresentam tecidos vasculares, fibras, células parenquimaticas e epiderme.

As células da bainha do feixe vascular sdo interligadas com as células do mesofilo por
numerosos plasmodesmos, 0 que possibilita o transporte simplastico de compostos entre o
mesofilo e a bainha. Essa conexdo simpléstica € comum em plantas C4, onde o transporte de
material do mesofilo para a bainha é rapido e eficiente (Laetsch, 1974). As células da bainha
geralmente sdo grandes e possuem paredes celulares mais espessas, as quais podem estar
relacionadas a segregacdo das diferentes enzimas fotossintéticas nas células do mesofilo e da
bainha de plantas C4 (Johnson & Brown, 1973; Laetsch, 1974; VVoznesenskaya et al., 2005).

Em plantas com estrutura foliar tipo Kranz, os cloroplastos das células da bainha
acumulam amido e podem apresentar dimorfismo de tamanho e ultra-estrutural, chegando ao
extremo da auséncia de grana, ou apenas diferenca no tamanho (Laetsch, 1974; Brown &
Hattersley, 1989; Buvat, 1989; Fahn e Cutler, 1992; Rodrigues & Estelita, 2003;
Voznesenskaya, 2005). Nas folhas de P. brevipedunculata, ndo sé os cloroplastos da bainha,
0s quais apresentam-se orientados centrifugamente, produzem amido, mas também o0s
cloroplastos do mesofilo, que séo ligeiramente menores. A producdo de amido em ambos os
tipos de cloroplasto, sugere que a fixacdo do dioxido de carbono no ciclo de Calvin ocorre
tanto na bainha do feixe vascular como no mesofilo.

Em P. brevipedunculata, a organizacdo granal dos tilac6ides dos cloroplastos do

mesofilo é mais evidente, enquanto que nos cloroplastos da bainha essa organizagdo é mais

23



discreta, com poucos sitios onde os tilacdides encontram-se empilhados. A presenca de grana
indica a atividade do fotossistema Il (Taiz & Zeiger, 2004) em ambos os tipos de cloroplasto,
no entanto, pela organizacdo granal dos tilacdides, esta atividade parece ser mais intensa nos
cloroplastos do mesofilo.

Segundo Laetch (1974) e Brown & Hattersley (1989), o arranjo radiado das células do
mesofilo e da bainha, e a sua proximidade com o0s elementos vasculares, propiciam um
transporte direto e rapido dos fotoassimilados para o floema e, assim, evitando a inibi¢do da
fotossintese pelo acimulo de produtos finais. O transporte de solutos da bainha até os
elementos de tubo crivado € intermediado por células parenquimaticas especializadas, como
as células intermediarias, células de transferéncia e células companheiras comuns. Em P.
brevipedunculata, as células de transferéncias sdao bem distintas, com paredes internas tipicas
com muitas invaginac¢des. De acordo com Behnke & Sjolund (1990), Buvat (1989) e Taiz&
Zeiger (2004), o aumento da area superficial da membrana e a auséncia de plasmodesmos
entre estas células e as adjacentes, provavelmente estdo relacionadas a captacdo de solutos do
apoplasto.

A arquitetura da venacao de P. brevipedunculata, também reconhecido por Fellipe &
Alencastro (1966) como caspedédroma a broquidédroma, apresenta nervuras secundarias
ramificadas bem distribuidas pelo mesofilo e um pequeno nimero de células entre regides
vasculares adjacentes, sugerindo alta eficiéncia de conducéo.

As cavidades secretoras encontradas em P. brevipedunculata s&o comuns ao género e
foram denominadas por Barroso et al. (1991) de glandulas perlucidas. Apresentam padrdo
laminar (Hickey, 1973), distribuidas por toda a face abaxial do mesofilo e estreitamente
associadas com os tecidos vasculares e bainhas. Essa proximidade entre as cavidades e o
tecido vascular sugere que xilema e floema estejam suprindo diretamente as células epiteliais

com substratos a serem utilizados na sintese da secrecdo. A presenca de células integras em
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todas as camadas do epitélio secretor sugere que a origem dessa cavidade seja esquizogena,

isto €, por afastamento de células e ndo lise.

Conclusodes

Os estudos anatomicos e ultra-estruturais da folha de P. brevipedunculata apontam
para varias caracteristicas relacionadas a restricdo da perda de agua e tolerancia a altas
irradidncias, as quais permitem uma fixacdo eficiente de CO,. Pode-se concluir que esta
espécie apresenta estrutura Kranz e sugere-se que a via fotossintética C4 seja a mais provavel.

No entanto, estudos sobre a fisiologia e imunolocalizacdo de enzimas ainda sé&o

necessarios para melhor esclarecer a via fotossintética de P. brevipedunculata.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento de cavidades secretoras em folhas de Pectis brevipedunculata

(Gardner) Sch. Bip. (Asteraceae): anatomia e ultra-estrutura

RESUMO - Este trabalho descreve a ontogenia das cavidades secretoras de P.
brevipedunculata, por meio de material observado apds tratamento por técnicas de
microscopia de luz e eletrénica de transmisséo, com o objetivo de esclarecer a origem e o
desenvolvimento desta estrutura e as organelas celulares envolvidas no processo de secrecéo.
As cavidades secretoras sdo esquizdgenas quanto a origem e desenvolvimento inicial, e
lisigenas na fase de maturagdo. Deste modo, sdo esquizolisigenas. As células secretoras sdo
caracterizadas por apresentar citoplasma eletrondenso com gotas lipidicas, grandes vacuolos
com aspecto granular, mitocondrias com cristas tubulares e plastidios com goticulas de 6leo,

sugerindo que a secre¢do seja lipofilica.
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Introducao

O género Pectis (Asteraceae) € representado por, aproximadamente, setenta espécies
nativas do Brasil, do oeste da India e regides quentes dos Estados Unidos. As folhas sdo
utilizadas por comunidades tradicionais contra dores estomacais, colicas (Schultes & Raffauf,
1990), hipertensao, gripes e resfriados (Agra et al., 2007).

Pectis brevipedunculata possui folhas com odor forte e agradavel, relacionado a
producdo de 6leos essenciais ricos em terpenos (Jamal et al., 2006). Os terpenos e outras
substancias lipofilicas sdo comumente sintetizadas e armazenadas em cavidades ou canais
secretores (Fahn, 1979), que podem ocorrer em muitas familias, como em Myrtaceae (Fahn,
1979), Rutaceae (Bennici & Tani, 2004), Rubiaceae (Vieira et al., 2001), Leguminosae (Crow
et al., 1997), Polygonaceae (Curtis & Lesrten, 1994), Hypericaceae (Ciccarelli et al., 2001) e
Asteraceae (Metcalfe & Chalk, 1950; Curtis & Lersten, 1986; Monteiro et al., 1995; Mello-
de-Pinna & Menezes, 2002; Lotocka & Geszprych, 2004; Milan et al., 2006). Embora muitos
estudos relacionem as cavidades a producdo de material lipidico (Fahn, 1979; Curtis &
Lersten, 1986; Roshchina & Roshchima, 1993), a secrecdo destas estruturas pode ser
heterogénea (Cicarrelli et al., 2001).

Cavidades e canais secretores podem ter origem esquizogena, apenas por afastamento
de células e formagdo de um lume (Lersten, 1986; Ciccarelli et al., 2001), origem
esquizolisigena, com afastamento inicial das células epiteliais e rompimento das células
secretoras apenas na maturidade (Curtis & Lersten, 1986; Machado & Carmello-Guerreiro,
2001; Bennici & Tani, 2004; Ciccarelli et al., 2001), ou lisigena, com rompimento de células
para a formagao do centro da cavidade (Bosabalideis & Tsekos, 1982; Monteiro et al., 1995).
Em alguns casos, como em Citrus e Ruta, ha controvérsias sobre a origem das cavidades
secretoras, sendo esta, geralmente interpretada tanto como de origem lisigena, esquizdgena ou

ainda esquizolisigena (Fahn, 1979). Embora a lisigenia e a esquizogenia sejam aceitas como
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processos naturais de formagdo de dutos e cavidades secretoras (Esau, 1965; Fahn, 1979;
Mauseth, 1988), Turner (1999) considera a lisigenia absoluta como uma falsa categoria de
desenvolvimento glandular, uma vez que imagens que se assemelham a autélise de células na
fase inicial do processo de secrecdo podem ser facilmente produzidas por artefatos, como ma
fixacdo, meios de inclusdo e de montagem inadequados. Este autor também reconhece que a
esquizolisigenia e a esquizogenia também podem se confundir, principalmente em casos onde
ha observacdo incompleta das fases de desenvolvimento da cavidade e do processo de
secrecdo, pois, geralmente, a lise de células secretoras ocorre apenas no final do
desenvolvimento da glandula.

O processo de secrecdo em cavidades e outras estruturas pode ser caracterizado por
aspectos citoldgicos particulares e pela presenca de determinadas organelas, que variam em
abundancia e organizacdo de acordo com o estadio de desenvolvimento das células secretoras
(Fahn, 1979).

O objetivo deste trabalho é o estudo anatdbmico e ultra-estrutural das cavidades
secretoras de P. brevipedunculata, visando o esclarecimento da origem e do desenvolvimento

desta estrutura secretora e das organelas celulares envolvidas no processo de secregéo.

Material e Métodos

Foram coletadas plantulas e exemplares adultos de Pectis brevipedunculata (Gardner)
Sch. Bip. (Asteraceae) no Campus Il da Universidade do Vale do Rio Doce (UNIVALE) em
Governador Valadares e no Campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa-
MG. Material testemunho foi herborizado e depositado no Herbario da Universidade Federal
de Vigosa (VIC 9.302), em Vigosa, MG, e no Herbario da Universidade Federal de Minas

Gerais (BHCB 38.694), em Belo Horizonte, MG.
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Microscopia de Luz

Primordios foliares e folhas em diferentes fases de desenvolvimento foram fixados em
FAAs, por 48 horas e conservados em etanol 70% (Johansen, 1940). Amostras de
aproximadamente 0,25cm’? foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em
metacrilato (Historesin-Leica), para a obtencdo de se¢des transversais (2-5um), longitudinais
(2um) e paradérmicas (2um), em micrétomo rotativo. A coloracdo foi feita com azul de
toluidina a 0,05% em tampdo fosfato (O’Brien et al. 1964) para analise geral da estrutura
foliar e das cavidades secretoras. A montagem dos cortes foi realizada com resina sintética
(Permount). A anélise e os registros das imagens foram obtidos em microscépio de luz
(Olympus AX-70), equipado com sistema U-photo acoplado a microcomputador com o
programa Spot-Basic (Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia

Vegetal da Universidade Federal de Vigosa).

Microscopia Eletronica de Transmisséao

Amostras de aproximadamente 1mm? de primérdios foliares e folhas em diferentes
estadios de desenvolvimento foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 3% em tampéo
cacodilato 0,1M pH 6,5, por quatro horas a 4°C e lavadas no mesmo tampéao por seis vezes, 10
minutos cada. A pos-fixagdo foi feita com tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato 0,1M,
por quatro horas a 4°C e lavado no mesmo tampdo por seis vezes, 10 minutos cada. Apds a
desidratacdo em série etilica crescente, as amostras foram embebidas em resina epoxy (Spurr).
SecOes ultrafinas (60-90nm) foram obtidas com navalha de diamante em ultramicrétomo
MT2-B (Du Pont-Sorval), coletadas em grades de cobre cobertas com Formvar e contrastadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo. As se¢Oes foram analisadas e fotografadas em
microscopio eletrbnico de transmissdo (Zeiss EM 109) a 80kV, no Nucleo de Microscopia e

Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.
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Resultados

Os indicios sobre a formacdo das cavidades secretoras de P. brevipedunculata sdo
observados em fases ainda muito precoces do desenvolvimento foliar, onde apenas a
protoderme, o meristema fundamental e os cordfes procambiais podem ser distinguidos.
Nessa fase, os primordios foliares encontram-se paralelas ao eixo caulinar e muito proximas
do meristema apical do caule, ainda protegidas por folhas mais desenvolvidas (Fig. 1A).

Na face abaxial da folha, agrupamentos globulares de células do meristema
fundamental, em contato com a protoderme, distinguem-se dos cordfes procambiais e do
restante do mesofilo indiferenciado pela presenca de nucleo conspicuo e citoplasma denso
(Fig. 1B). Esse meristemoide sofre divisGes periclinais e anticlinais que dardo origem as
células epiteliais, as quais delimitardo internamente a cavidade e formardo duas camadas mais
externas de células da bainha.

As células epiteliais comecam a se separar esquizogenamente formando um espaco
intercelular no centro da cavidade e, durante este processo, observa-se intumescimento e
desintegracdo da lamela media (Fig. 1C; 2A, B). Nessa fase de desenvolvimento,
caracterizada como pré-secretora, tanto as células epiteliais como as células que formam a
bainha ao redor da cavidade apresentam nucleos grandes, nucléolos bem evidentes, plastidios
com poucos tilacoides, pequenos vacuolos distribuidos pelo citoplasma e paredes delgadas
(Fig. 2A-D). As celulas epiteliais e da bainha comegam a se tornar curvas e achatadas a
medida que o lume da cavidade cresce (Fig. 1D, E). Em folhas ainda pouco diferenciadas, as
cavidades ja apresentam uma camada bem definida de células epiteliais e mais duas camadas
de células da bainha (Fig. 1E). Algumas células do mesofilo, proximas a cavidade, também
se tornam achatadas e se incorporam as camadas que compdem a bainha (Fig. 1E). Até esta
fase da ontogenia, as cavidades projetam-se para o exterior, formando saliéncias proeminentes

na superficie foliar.
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Em folhas com epiderme, tecidos vasculares e mesofilo diferenciados, as células
epiteliais da cavidade tornam-se mais volumosas, vacuolizadas e com citoplasma comprimido
préximo a parede (Fig. 1F, G; 3A). Nesta fase, o processo de secrecdo inicia-se e se tornam
aparentes os indicios da formacdo de uma lacuna periférica, a qual é representada pelo espaco
entre a membrana plasmaética e a parede em contato com o centro da cavidade (Fig. 1F; 3A-
C). Nestas células, gotas lipidicas sdo observadas tanto no citoplasma como no interior de
plastideos (Fig. 3A-C). Embora ndo muito bem definidas morfologicamente, observam-se
mitocondrias com cristas tubulares esparsas no citoplasma (Fig. 3C-D). As paredes das
células que compBem a bainha sdo mais espessas que as paredes que delimitam o epitélio
secretor. A lacuna periférica aumenta gradativamente com o processo de secrecdo e
desenvolvimento da cavidade, e a compartimentalizacdo das células epiteliais é cada vez mais
evidente. A lacuna periférica atinge seu tamanho maximo em folhas totalmente expandidas,
quando as células da bainha da cavidade e as células epidérmicas adjacentes encontram-se
bastante achatadas (Fig. 2F,G; 4A-C).

Finalmente, quando o material secretado pode ser observado no centro da cavidade,
instala-se a fase poOs-secretora. As paredes internas do epitélio secretor comecam a se
desintegrar, e por¢des dessa parede misturam-se a secrecdo (Fig. 1G, 1). As camadas de
células mais externas da bainha e do mesofilo que circundam a cavidade tornam-se
descontinuas pelo crescimento do lume, neste momento, todo preenchido pela secrecdo (Fig.
1J, K). Pode-se observar a estreita proximidade das cavidades em desenvolvimento com o0s
corddes procambiais, e posteriormente, das cavidades j& em processo de secre¢cdo com 0S
feixes vasculares diferenciados (Fig. 1A-K). Nesta fase, as células da bainha do feixe vascular
em contato com a cavidade s@o extremamente comprimidas (Fig. 1K). Na face abaxial da
folha, as células epidérmicas subjacentes a cavidade encontram-se achatadas desde o inicio do

processo de secrecdo (Fig. 1F). Estas células possuem nucleos conspicuos até a maturidade
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das cavidades, além de serem poligonais e menores que as demais células epidérmicas (Fig.
1J-L), denominadas aqui de células de cobertura.
Na maturidade, as cavidades secretoras sdo morfologicamente esféricas e se projetam

um pouco acima do nivel da superficie foliar.
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Figura 1. Fotomicrografias de se¢des transversais (A-F, H, J, K) e paradérmicas (G, I, L) de folhas de
Pectis brevipedunculata em fases sequéncias de desenvolvimento. A, primérdios foliares com grupos
de células iniciais da cavidade (seta). B, grupo de células iniciais da cavidade (seta) onde apenas
protoderme, corddes procambiais e meristema fundamental podem ser distinguidos. C, inicio da
formacdo do lume (seta) da cavidade pelo afastamento das células epiteliais em desenvolvimento. D,
aumento do namero de células do epitélio secretor, que se tornam mais vacuolizadas, e aumento do
namero de células da bainha e do lume. E, define-se a camada epitelial secretora e as duas camadas de
células da bainha que circundam a cavidade; aumenta o lume e a curvatura das células que o
delimitam. F, as células epiteliais volumosas e compartimentalizadas com a defini¢do da lacuna
periférica (seta). G, fase semelhante a F, em secdo paradérmica. H, aumento do lume celular pela
presenca de secrecdo e degradacdo das paredes internas (seta) das células epiteliais. I, fase semelhante
a H, em secdo paradérmica. J, cavidade madura com o centro preenchido por secrecédo e vestigios das
paredes em desintegracdo (seta). K, por¢do da folha com cavidade madura associada as bainhas dos
feixes vasculares mais proximos; células de cobertura achatadas (seta). L, se¢do paradérmica das
células de cobertura associadas a cavidade; note o nucléolo (seta) evidente nas células de cobertura.
BF, bainha do feixe vascular; CC, células de cobertura; CE, célula epitelial; L, lume; M, mesofilo;
MF, meristema fundamental; PD, protoderme; PC, procdmbio. Barra: A, F-L, 50um; B-E, 25um
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Figura 2. Eletromicrografia de transmissdo de cavidades secretoras de folhas de Pectis
brevipedunculata em fase pré-secretora. A, visao geral de células iniciais que dardo origem ao epitélio
secretor e as células da bainha que circundam a cavidade; as células iniciais tém citoplasma
eletrondenso, nucleo grande, nucléolo evidente, e pequenos vacuolos. B, detalhe de A, que mostra o
inicio da formacao do lume da cavidade pelo intumescimento e degradacdo da lamela média (setas). C,
detalhe de A, evidenciando a parede celular (setas) ainda delgada entre uma célula epitelial e uma
célula da bainha da cavidade. D, detalhe da interface de duas células da cavidade em diferenciacéo,
evidenciando a parede (setas) e, no citossol, plastideos com poucos tilacoides. CB, célula da bainha;
CE, célula epitelial; L, lume; N, nlcleo; P, plastidio; V, vacuolo. Barra: A, 5um; B-C, 2um, D, 1um
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Figura 3. Eletromicrografia de transmissdo de cavidades secretoras de folhas de Pectis
brevipedunculata no inicio da fase secretora. A, células do epitélio secretor proximas ao lume da
cavidade e inicio da formagdo da lacuna periférica. Note o vactolo muito grande e o citoplasma
eletrondenso com plastidios proximos a parede. B, mitocéndrias e vesiculas com material eletrondenso
e formacdo da lacuna periférica. C, Gota lipidica na lacuna periférica; observe que o citoplasma é
eletrondenso, rico em mitocondrias com cristas tubulares e goticulas de 6leo; note a deposicdo de
material eletrondenso (setas) na regido interna da parede. D, detalhe de mitocdndrias com cristas
tubulares observadas no citossol de uma célula epitelial. CE, célula epitelial; CB, célula da bainha; G,
gota lipidica; L, lume; M, mitocéndria; P, plastidio; V, vacuolo; VE, vesicula. Barra: A, 5um; B-D,
500nm
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Figura 4. Eletromicrografia de transmissdo de cavidades secretoras de folhas de Pectis
brevipedunculata em fase secretora. A, célula epitelial ja& compartimentalizada, com lacuna periférica
bem evidente; observe que a regido interna da célula epitelial é bastante vacuolada, possui grandes
gotas lipidicas comprimidas numa fina camada de citoplasma; note também que as células da bainha
da cavidade séo achatadas e tém paredes espessas. B, detalhe de uma célula epitelial onde é possivel
observar a lacuna periférica, o vacuolo e o citoplasma eletrondenso com gotas lipidicas; note que a
parede celular da célula epitelial voltada para o lume tem contorno irregular e é eletrondensa (seta). C,
detalhe da célula epitelial na regido de contato com as células da bainha; note que a camada de
citoplasma da célula da bainha é mais espessa, apesar de também ser eletrondensa e com gotas
lipidicas. C, citoplasma; CB, célula da bainha; G, gota lipidica; L, lume; LP, lacuna periférica; PA,
parede celular; V, vacutolo. Barra: A, 2um; B-C, 1um
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Discussao

Cavidades secretoras, como as que ocorrem em P. brevipedunculata, s&éo denominadas
de cavidades subepidérmicas, pela proximidade com a epiderme e pela associacdo desse
tecido no processo de eliminacdo da secregédo (Curtis & Lersten, 1994).

Algumas cavidades secretoras originam-se a partir de células protodérmicas, como em
Polygonum (Curtis & Lersten, 1994) e em Myrtaceae (Fahn, 1979), mas também tém origem
a partir de células do meristema fundamental, como em Lysimachia nummularia (Lersten,
1986) e Hypericum perforatum (Ciccarelli et al., 2001), assim como ocorre em P.
brevipedunculata. Em alguns casos, como em Citrus sinensis e C. limon, células do
meristema fundamental e também da protoderme participam da formacdo dos meristemoéides
que irdo formar as cavidades secretoras (Bennici e Tani, 2004).

Em Myrtaceae, uma Unica célula epidérmica com citoplasma denso e nucleo grande,
chamada de meristemdide, torna-se distinta das outras células do mesmo tecido e sofre
sucessivas divisdes periclinais e anticlinais, para formar um epitélio que delimita um espaco
central (lume) e uma bainha de células periféricas (Fahn, 1979).

A origem de cavidades e canais secretores pode ser esquizOgena, apenas por
afastamento de células e formacdo de um lume, como em Hypericum perforatum (Ciccarelli
et al., 2001) e Lysimachia nummularia (Lersten, 1986), esquizolisigeno, com afastamento
inicial das células epiteliais e rompimento das células secretoras apenas na maturidade, como
em Eupathorium rugosum (Curtis & Lersten, 1986), Schinus terebentifolius (Machado &
Carmello-Guerreiro, 2001); Citrus sinensis e C. limon (Bennici & Tani, 2004) e Hypericum
perforatum (Ciccarelli et al., 2001), ou lisigena, com rompimento de células para a formacéo
do centro da cavidade, como em Porophyllum lanceolatum (Monteiro et al., 1995) e Citrus

deliciosa (Bosabalideis & Tsekos, 1982).
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A origem das cavidades secretoras de Polygonum hydropiper também € esquizogena,
com formacéo de camadas epiteliais que delimitam um lume (Curtis & Lersten, 1994). Com o
desenvolvimento da cavidade, as células da camada epitelial mais interna tornam-se
intumescidas e ha retracdo do citoplasma para as paredes externas e a formacao de uma regido
vacuolada voltada para as paredes internas, que Curtis & Lersten (1994) denominam de
lacuna periférica. Esses mesmos autores observaram a deposi¢do de uma nova camada de
parede celular entre a lacuna periférica e o citoplasma comprimido préximo a parede externa.
Neste caso, o lume da cavidade madura é definido pela desintegracdo das paredes internas da
lacuna periférica e fica delimitado pela porcdo do epitélio secretor que ficou
compartimentalizado pela deposicdo da nova camada de parede. Embora as cavidades
secretoras de P. brevipedunculata tenham origem a partir de células do meristema
fundamental, seu desenvolvimento é muito semelhante ao que ocorre em Poligonum
hidropiper.

O afastamento inicial das células epiteliais (esquizogenia) e rompimento das células
secretoras (lisigenia) apenas no final do desenvolvimento das cavidades de P.
brevipedunculata caracterizam o processo como esquizolisigeno, também denominado de
pseudo-esquizogeno por Curtis & Lersten (1994), como ocorre em cavidades de Eupathorium
rugosum (Curtis & Lersten, 1986), Lysimachia nummularia (Lersten, 1986), Citrus sinensis e
C. limon (Bennici & Tani, 2004) e canais de Schinus terebentifolius (Machado & Carmello-
Guerreiro, 2001) e Hypericum perforatum (Ciccarelli et al., 2001).

A proximidade e associacdo das cavidades secretoras de P. brevipedunculata com os
feixes vasculares provavelmente estd associada ao fornecimento de substratos para a sintese
da secrecéo.

Pelas caracteristicas morfologicas das duas camadas de células da bainha que envolve
a cavidade, tais como a presenca de plastideos, mitocondrias e gotas lipidicas, pode-se admitir

que estas células também tenham papel importante na continuidade do processo de secreg&o,
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mesmo ap6s o rompimento parcial das células epiteliais. As gotas lipidicas encontradas nas
células epiteliais sugerem que a secrecao das cavidades seja lipofilica. Terpenos como citral,
citronelol, linalol e geraniol sdo encontrados na composicdo do 6leo essencial extraido de
folhas de P. brevipedunculata (Jamal et al., 2006) e sustentam essa hipétese.

Varios autores atribuem a cavidades, canais e outras estruturas secretoras funcbes de
defesa, principalmente em regides jovens (Curtis & Lersten, 1994; Ciccarelli et al., 2001). Em
P. brevipedunculata, o desenvolvimento das cavidades secretoras inicia-se em fases ainda
muito precoces da ontogenia foliar, no entanto, as cavidades tornam-se maduras e secretoras
somente em folhas totalmente expandidas e diferenciadas. Embora isto possa significar que as
cavidades ndo tenham papel de protecdo nas fases iniciais do desenvolvimento foliar, deve-se
considerar que, até a maturidade das cavidades, as folhas ainda permanecem muito préximas
do meristema apical da parte aérea, as quais estdo totalmente protegidas por folhas mais

velhas.

Conclusodes

As cavidades secretoras de P. brevipedunculata sdo esquizdégenas quanto a origem e
desenvolvimento inicial, e lisigenas na fase de maturacéo. Deste modo, sdo esquizolisigenas.

Citoplasma eletrondenso, mitocondrias com cristas tubulares, plastidios com goticulas
de Oleo, gotas lipidicas e grandes vactolos com aspecto granular caracterizam as células

secretoras e sugerem que a secre¢do seja lipofilica.
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