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RESUMO

FREITAS, Patricia Franca, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2009.
Anatomia foliar, ontogenia e histoquimca das estruturas secretoras em 6rgaos
vegetativos deBixa orellana L. (Bixaceae).Orientadora: Marilia Contin Ventrella.
Co-Orientadores: Wagner Campos Otoni e Jodo Paulo Viana Leite.

Bixa orellana L., conhecida como colorau ou urucum, ¢ nativa da América do
Sul e se destaca pela importancia econdmica, principalmente na industria alimenticia,
como fornecedora de um corante natural avermelhado retirado do tegumento das
sementes. Este trabalho teve como objetivos caracterizar a anatomia da folha de B.
orellana o desenvolvimento das estruturas secretoras e analise histoquimica da
secrecdo. Por¢des de apices de parte aérea, folhas, caules e raizes, em diferentes fases de
desenvolvimento, foram fixadas em glutaraldeido 2,5% ou FAAs, estocadas em etanol
70% e incluidas em metacrilato, seguindo o processamento usual para microscopia de
luz. A diafanizacdo foi conduzida para o estudo da venacao. Para a andlise histoquimica,
material fresco foi seccionado em micrétomo de mesa e submetido a diversos corantes e
reagentes. Para a caracterizacdo micromorfologica, o material foi submetido as técnicas
usuais para microscopia eletronica de varredura. A andlise anatomica da folha indica
que B. orellanasegue os padrdes anatomicos gerais ja relatados para Bixaceae, mas
apresenta detalhadamente a distribuicao de estruturas secretoras. Tricomas peltados sdo
abundantes nos apices caulinares, mas se tornam senescentes € esparsos em 0rgaos em
expansao. A ontogenia dos tricomas peltados segue o padrao encontrado em tricomas
secretores, mas a secrecdo (terpenos e flavonoides) fica acumulada nas células da
cabega, sem a formagdo de um espago subcuticular tipico. Estruturas secretoras de
bixina ocorrem em todos os Orgdos vegetativos e tém origem e desenvolvimento
pluricelulares. Ha incorporacdo gradativa de células que tém paredes comuns
degradadas, formando uma estrutura pluricelular delimitada pelas paredes externas
remanescentes, que progride com a formac¢do de um espaco central, degradagdo de
nucleos e acimulo de secrecdo lipidica. Os canais, que secretam mucilagem e ocorrem
apenas na parte aérea, t€ém desenvolvimento lisigeno. Células taniferas ocorrem
associadas ao tecido vascular em todos os o6rgaos vegetativos. Analises ultra-estruturais
sdo necessarias para o esclarecimento de questdes relacionadas ao desenvolvimento das
estruturas secretoras de B. orellang como a confirmagio da origem e desenvolvimento
pluricelular das estruturas secretoras de bixina, o processo de sintese da bixina e a

compartimentalizacdo da secre¢do nos tricomas peltados.



ABSTRACT

FREITAS, Patricia Franga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2009. Leaf
anatomy, ontogeny and histochemistry ofsecretory structures in vegetative
organs of Bixa orellana L. (Bixaceae). Adviser: Marilia Contin Ventrella. Co-
advisers: Wagner Campos Otoni and Jodo Paulo Viana Leite.

Bixa orellana L., known as anatto, is native of South America and represent
economic value, especially in food industry, as a natural reddish dye, obtained from the
seed tegument. This work aimed to characterize the anatomy of B. orellanaleaves, the
development of secretory structures and histochemical analysis of the secretion.
Samples of shoot apex, leaves, stems and roots, at different growth stages are fixed in
2,5% glutaraldeyde or in FA A5, storage in 70% ethanol and embedded in methacrylate,
following the usual procedure for light microscopy. Diaphanization was carried out for
venation study. For histochemical analysis, fresh samples was sectioned in a table-
microtome and submitted to dyes and reagents. For micromorphological analysis, the
samples were submitted to the usual procedures for scanning electron microscopy. The
leaves morphoanatomical analysis shows that B. orellana follows the standard
anatomical features just recorded for the Bixaceae, but shows occurrence and
distribution of secretory structures with details. Peltate trichomes occur in shoot apex,
but they get senescent and sparse in expanding organs. Peltate trichomes ontogeny
follows the standard way as in secretory trichomes, but the secretion (terpenes and
flavonoids) get stored in head cells, without the formation of a typical subcuticular
space. Bixin secretory structures occur in all vegetative organs and their origin and
development are pluricellular. There is a gradual fusion of cells, in what the common
cell walls are degraded, forming a pluricellular structure, delimited by the remaining
external cell walls, that gives rise with the formation of a central space, nuclear
degradation and storage of lipidic secretion. The ducts, that yield mucilage and occur
just in the shoot, show lysigenous development. Tannin cells are distributed along the
vascular tissues in all vegetative organs. Ultrastructural analysis are needed to clarify
some questions related to the development of B. orellanasecretory structures, as the
confirmation of the origin and pluricellular development of bixin secretory structures,

the bixin synthesis process and the secretion compartmentalization in peltate trichomes.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Bixaceae Kunth encontra-se amplamente distribuida em regides
tropicais ¢ possui o habito predominantemente arbustivo, com algumas espécies
arboreas. Segundo Cronquist (1981, 1988), a familia Bixaceae pertence a ordem
Violales e consiste de trés géneros: AmoreuxiaMoc. & Sessé ex DC. (quatro espécies),
Bixa L. (trés ou quatro espécies) e CochlospermuniKunth (quinze espécies), sendo que
apenas os dois ultimos ocorrem no Brasil (BARROSO et al., 2004). Outros autores
(METCALFE & CHALK, 1950; GENTRY, 1993; HEYWOOD, 1996; BARROSO et
al., 2004) consideram o género Bixa como o tnico que representa a familia Bixaceae,
incluindo Amoreuxia ¢ Cochlospermumna familia Cochlospermaceae Planch.
Poppendieck (1981) também propos o tratamento separado das familias Bixaceae e
Cochlospermaceae, mas, em uma revisdo taxondmica mais recente, indica
Cochlospermaceae como sinénimo de Bixaceae (POPPENDIECK, 2001). J4 o APG II
(2003) insere Bixaceae na ordem Malvales e considera Cochlospermaceae e
Diegodendronaceae como sindnimos opcionais.

Alguns caracteres anatomicos sdo considerados diagnosticos para a familia
Bixaceae, em especial a presenca de diferentes estruturas secretoras, como canais de
mucilagem, células secretoras, tricomas peltados e nectérios extraflorais (METCALFE
& CHALK, 1988; 1989). O caule possui o floema estratificado, com raios
parenquimaticos dilatados e canais de mucilagem na medula. Na folha, os feixes
vasculares do peciolo formam um anel quase que continuo e os estdmatos sao
anomociticos. Cristais de oxalato de célcio ocorrem no limbo e na regido das nervuras,
do peciolo e também do caule, isolados ou agrupados (SOLEREDER, 1908;
METCALFE & CHALK, 1988; 1989).

O género Bixa é composto geralmente por arbustos e pequenas arvores, de folhas
simples, alternas, flores em paniculas, vistosas, estames numerosos, poricidas, ovario
supero, com placentagdo parietal, fruto capsula loculicida e sementes com pigmentagdo
vermelha (BARROSO et al., 2004).

Bixa orellanaL. ¢ a espécie mais conhecida dentre as do género Bixa, nativa da
América do Sul, mas amplamente cultivada em varias partes do mundo (SCHERY,
1954; HAKUNO, 2005). Possui porte arbustivo, com trés a cinco metros de altura,
sendo facilmente distinguida por seu fruto caracteristico e o pigmento vermelho que se

desprende com facilidade da testa das sementes ao contato com a pele (LORENZI,
1



2002; LORENZI & MATOS, 2008). E bastante associada a regido Amazonica, onde
tribos indigenas usam o corante para tingir a pele, ndo apenas como adorno, mas como
repelente de insetos e na prote¢do contra os raios ultravioleta do sol (PRANCE, 1976;
RIZZINI & MORS, 1995; LORENZI, 2002; HAKUNO, 2005).

No Brasil, B. orellanaé popularmente conhecida como urucum, urucu, colorau,
acafroa e acafroeira-da-terra (LORENZI, 2002), mas também recebe diversas
denominagdes em todo o mundo: achiote (Argentina, Bolivia, Cuba, Peru, Porto Rico,
Santo Domingo); anatto (Inglaterra, Santo Domingo e Porto Rico); axiote (México);
bija (Cuba); ditaque e kifasu (Angola); guajachote (El Salvador); orleans laum
(Alemanha); roucou (Franga, Trindad e Tobago, Suriname); onotto e onotillo
(Venezuela); shambu (Peru); urucu (Argentina), entre outros (MANFRED, 1940;
MESA, 1945; FRANCO et al., 2002).

Destaca-se a grande importancia econdmica do urucum na industria alimenticia,
como fornecedora do “colorau”, um corante natural retirado da testa das sementes
(PRANCE, 1976), que possui largo emprego para colorir alimentos, como manteiga,
margarina, queijo, ovos, massas, sopas, sorvetes, sucos, entre outros (SCHERY, 1954;
RIZZINI & MORS, 1995; FRANCO et al., 2002; HAKUNO, 2005). A espécie ¢
bastante utilizada na industria téxtil e de impressao (LORENZI, 2002; HAKUNO,
2005), como fonte de lenha e ornamental, por suas flores vistosas (LORENZI, 2002).

O urucum ¢ amplamente reconhecido por seus usos na medicina popular e,
dentre as atividades farmacologicas registradas, algumas ja confirmam as indicagdes
terapéuticas para a espécie, como a antibacteriana, antifingica, antidiarréica e
antiofidica (CACERES et al., 1995; OTERO et al., 2000; FLEISCHER et al., 2003;
NUNEZ et al., 2004; BRAGA et al., 2007; LORENZI & MATOS, 2008). As sementes
possuem o maior numero de indica¢des, com o emprego na forma de cha, macerado ou
xarope no tratamento de faringite, bronquite, asma, coqueluche, gripe (BRAGA, 1960;
CRUZ, 1965; DI STASI et al., 1989; MORAIS et al., 2005; AGRA et al., 2007; 2008;
LORENZI & MATOS, 2008), hipertensdo, anemia e distirbios gastro-intestinais
(CRUZ, 1965; MOREIRA et al., 2002; ALMASSY JR. et al., 2005). O uso topico serve
como repelente de insetos e no tratamento de doencas de pele e queimaduras (SCHERY,
1954). J& as raizes sdo utilizadas como diuréticas, digestivas e cicatrizantes em
processos inflamatorios (ALBUQUERQUE, 1989), enquanto que o decocto das folhas ¢
usado nas fadigas (MOREIRA et al., 2002; AGRA et al., 2007; 2008), bronquites,
faringites (ALBUQUERQUE, 1989) e como antitérmico (DI STASI et al., 1989).



Em outros paises sdo reportados diferentes usos medicinais para o urucum. Em
Cuba, a raiz ¢ indicada para asma e a testa das sementes, misturada ao azeite, ¢ aplicada
nas queimaduras (MESA, 1945). Na Argentina, as folhas t€ém uso topico nas cefaléias e
em decoccdo na cura de inflamacdes da boca e garganta (MANFRED, 1940).
Empregam-se as folhas e os ramos como antiofidico na Colombia (OTERO et al.,
2000). Em Trinidad e Tobago, as folhas e raizes sao usadas no tratamento de diabetes,
hipertensao e ictericia (LANS, 20006).

A investigacdo fitoquimica de B. orellana evidenciou a presenga de oleos
essenciais, carotenoides: bixina e nor-bixina, zeaxantina, B-caroteno; olerina, proteinas
(caseina), fosforo, calcio, além dos aminoacidos triptofano, lisina, metionina,
isoleucina, leucina, fenilalanina e treonina (BRESSANI et al., 1983; WURTS &
TORREBLANCA, 1983; MORRISON et al., 1991; BARBOSA-FILHO et al., 1997;
CARVALHO, 1999; FERNANDES et al., 2002; GALINDO-CUSPINERA et al., 2002;
ANTUNES et al., 2005, JUNIOR et al., 2005; OYEDEIJI et al., 2005). A bixina esta
incluida na classe dos carotendides, um dos grupos mais abundantes de antioxidantes
lipofilicos encontrados nos cloroplastos. Além da importdncia no metabolismo dos
organismos fotossintetizantes, sdo considerados essenciais na dieta animal, como fontes
de vitamina A (PENNA & POGSON, 2006).

Os estudos que envolvem morfodiagnoses macrocospicas € microcdspicas sao de
extrema importancia na determinacdo correta do material vegetal. Ao se analisar a
estrutura interna de uma planta ¢ possivel indicar caracteres diagndsticos para uma
determinada espécie, mesmo se o material ndo estiver integro (OLIVEIRA et al., 1998).
As estruturas secretoras presentes, tanto externas quanto internas, ndo s6 servem como
caracteristicas diagndsticas na identificacdo de uma espécie, como produzem,
armazenam e secretam muitos dos principios ativos encontrados em plantas aromaticas
e medicinais (FAHN, 1979; EVERT, 2006). Estas substancias despertam o interesse de
diversos setores da economia e sdo largamente empregadas na induastria farmacéutica,
alimenticia, cosmética, de perfumaria, entre outras (BUCHANAN et al., 2000).

Através de técnicas histoquimicas € possivel a identificacdo e localizagdo dos
metabolitos produzidos nas estruturas secretoras correspondentes, enquanto que 0s
estudos ontogenéticos esclarecem o processo de desenvolvimento da estrutura
(ASCENSAO & PAIS, 1987; CURTIS & LERSTEN, 1994; FAHN & SHIMONY,
1996; ASCENSAO et al., 1999; SILVA & MACHADO, 1999; CICCARELLI et al.,
2001; MOURA et al., 2005; LIANG et al., 2006; GIULIANI et al., 2008).



Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar a anatomia foliar de
B. orellang avaliar a ontogenia das estruturas secretoras presentes nos Orgaos
vegetativos e identificar histoquimicamente os compostos secretados.

A dissertagdo esta dividida em dois capitulos: “Anatomia da folha de Bixa
orellanaLl. (Bixaceae)” ¢ “Estruturas secretoras em 6rgaos vegetativos de Bixa orellana

L. (Bixaceae): distribui¢dao, ontogenia e histoquimica”.
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CAPITULO 1

Anatomia da folha deBixa orellana L. (Bixaceae)

RESUMO - Bixa orellana L. (Bixaceae) é popularmente conhecida como urucum ou
colorau, e destaca-se por sua grande importincia econOmica, principalmente na
industria alimenticia, como fornecedora do “colorau”, um corante natural retirado da
testa das sementes. Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo anatomica e
micromorfologica da folha de B. orellang visando maior conhecimento acerca dos
aspectos estruturais da espécie. Por¢des das regides basal, mediana e apical do peciolo e
do limbo foliar, bem como do bordo de folhas completamente expandidas foram fixadas
em FAAsqpor 48 horas, estocadas em etanol 70% e incluidas em metacrilato. O material
foi seccionado transversal e longitudinalmente em micrétomo rotativo (5 wm), corado
com azul de toluidina e montado sob laminula com resina sintética. Para a analise do
padrdo de venacdo e das células epidérmicas, as folhas foram diafanizadas e
dissociadas. Para a caracterizacdo micromorfologica da folha, seguiram-se as técnicas
usuais de microscopia eletronica de varredura. A epiderme foliar de B. orellana
apresenta células tabulares com cuticula delgada, estdmatos em ambas as faces da folha,
predominando na face abaxial, e tricomas peltados. O mesofilo ¢ dorsiventral e
apresenta idioblastos cristaliferos e estruturas secretoras de bixina. Os feixes vasculares
sdo colaterais e associados a fibras e, na regido das nervuras primarias e peciolo também
estdo associados a colénquima. Células com contetudo fenolico e estruturas secretoras de
bixina ocorrem na regido cortical de nervuras primarias e do peciolo, e também
associadas ao tecido vascular. Canais secretores ocorrem no cortex das nervuras
primarias e no cortex e na medula do peciolo. A andlise anatomica da folha de B.
orellana indica que a espécie segue os padrdes anatdmicos gerais ja relatados para a
familia Bixaceae, mas revela um maior detalhamento de dados, principalmente em

relacao a ocorréncia e distribuicao de estruturas secretoras.
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Introducao

Bixa orellana L. ¢ a espécie mais conhecida dentre os membros da familia
Bixaceae, nativa da América do Sul, e amplamente cultivada em varias partes do mundo
(SCHERY, 1954; HAKUNO, 2005). E perenifdlia e heliofita, ocorrendo geralmente em
solos férteis e imidos, ao longo dos rios (LORENZI, 2002). Possui porte arbustivo, de
trés a cinco metros de altura, ramos novos ferrugineos, folhas discolores, calice nao
persistente, levemente ferruginoso, fruto tipo capsula e sementes de coloragdo vermelha
(LORENZI & MATOS, 2008).

No Brasil, sdo varias as denomina¢des no ambito popular: urucum, urucu,
urucuzeiro, colorau, agafroa e acafroeira-da-terra (LORENZI, 2002; LORENZI &
MATOS, 2008). Destaca-se por sua grande importancia econdmica, principalmente na
industria alimenticia, como fornecedora do “colorau” (PRANCE, 1976). Além disso, ¢
amplamente reconhecida por seus usos na medicina popular e dentre as atividades
farmacolégicas registradas, algumas ja confirmam as indica¢des terapéuticas para a
espécie, como a antibacteriana, antifungica, antidiarréica e antiofidica (CACERES et
al., 1995; OTERO et al., 2000; FLEISCHER et al., 2003; NUNEZ et al., 2004; BRAGA
et al., 2007; LORENZI & MATOS, 2008). Além das sementes, com o maior numero de
indicacdes (SCHERY, 1954; BRAGA, 1960; CRUZ, 1965; DI STASI et al., 1989;
LORENZI & MATOS, 2008; MOREIRA et al., 2002; ALMASSY JR. et al., 2005;
MORALIS et al., 2005; AGRA et al., 2007; 2008), as folhas e raizes também sdo usadas
como diuréticas, digestivas e cicatrizantes em processos inflamatérios
(ALBUQUERQUE, 1989), nas fadigas (MOREIRA et al., 2002; AGRA et al., 2007;
2008), bronquites, faringites (ALBUQUERQUE, 1989) e como antitérmico (DI STASI
et al., 1989).

Dentre os compostos ja identificados na investigacdo fitoquimica de B. orellana,
destaca-se a bixina, um apocarotenéide monometil éster di-carboxilico, que confere a
coloragao vermelha a testa das sementes de urucum (PENNA & POGSON, 2006;
STRINGHETA et al., 2008). Ja se observaram efeitos na protecio ao DNA e
conseqiiente prevengdo contra o cancer em estudos com a bixina (PAUMGARTTEN et
al., 2002; ALVES DE LIMA et al., 2003; AGNER et al., 2004; 2005).

Alguns caracteres anatomicos sdo considerados diagndsticos para a familia

Bixaceae, em especial a presenga de diferentes estruturas secretoras, como canais de
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mucilagem, células secretoras, tricomas peltados e nectarios extraflorais
(SOLEREDER, 1908; METCALFE & CHALK, 1950; 1988; 1989).

Andlises anatomicas e micromorfoldgicas sdo importantes para a padronizacao
do material botanico na fabricagdo de novos medicamentos e nas pesquisas cientificas
para a descoberta de novos principios ativos, fornecendo uma certificacdo necessaria e
controle de qualidade ao produto (OLIVEIRA et al.,1998).

Apesar da importancia econdmica e¢ das perspectivas de uso de B. orellana,a
literatura referente a anatomia da espécie ¢ antiga e discordante em alguns aspectos,
com descri¢cdes generalistas e superficiais (SOLEREDER, 1908; METCALFE &
CHALK, 1950; KEATING, 1970). De modo geral, ha escassez de estudos estruturais
em compara¢do com outras areas do conhecimento, como etnobotéanica, farmacologia e
fitoquimica. Assim, este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo anatOmica e
micromorfologica da folha de B. orellang visando ao maior conhecimento acerca dos

aspectos estruturais da espécie e a ocorréncia e distribuicao de estruturas secretoras.

Material e Métodos

Material vegetal

Amostras de folhas completamente expandidas foram coletadas de plantas de
Bixa orellana L., genodtipo MI, cultivadas a pleno sol, que apresentam frutos
avermelhados e alto teor de bixina (4,9%) (MANTOVANI, 2007), quando comparadas
a outros gendtipos mantidos e cultivados na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP)
do Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), no
municipio de Vigosa, Minas Gerais. O material testemunho foi herborizado e depositado

no Herbério da Universidade Federal de Vigosa (VIC), sob niimero de registro 31977.

Microscopia de luz

Por¢des das regides basal, mediana e apical do peciolo e do limbo foliar, bem
como do bordo de folhas completamente expandidas foram fixadas em FAAs, por 48
horas e estocadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940) ou utilizadas ainda frescas

(inteiras ou seccionadas em micrétomo de mesa). Amostras fixadas, com
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aproximadamente 0,5 cm?, foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em
metacrilato (Historesin® — Leica) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O
material emblocado foi seccionado transversal e longitudinalmente, em micrétomo
rotativo de avango automatico (modelo RM 2155, Leica) com 5 um de espessura,
corado com azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1964) para metacromasia e montado sob
laminula com resina sintética (Permount).

Para a anélise do padrdo de venacgdo e das células epidérmicas, as folhas foram
diafanizadas, utilizando-se solu¢des de hidroxido de sodio 10% por duas horas e
hipoclorito de s6dio 20% até clarificagdo completa, intercalados por lavagens em agua
corrente. A coloragdo foi realizada com safranina 1% em solugdo alcodlica, fucsina
basica ou violeta cristal, seguido de desidratacdo em série alcodlica/ xilolica crescente e
montagem em resina sintética (Permount). O padrdo geral observado foi descrito de
acordo com Hickey (1979). Para o estudo complementar do tecido epidérmico, realizou-
se a dissociacdo de epidermes, utilizando-se hipoclorito de s6dio 50%, posteriormente a
coloracdo com azul de astra e violeta cristal, seguida de desidratagdo em série alcodlica/
xilolica crescente e montagem em resina sintética (Permount).

A observagdo ¢ a obtengdo de imagens foram realizadas em fotomicroscopio
(modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-PHOTO, acoplado a uma
camera fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments
Inc.) e a um microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic, do
Laboratério de Anatomia Vegetal (UFV).

Folhas frescas foram observadas ao microscopio estereoscopio (modelo Stemi
200-C, Zeiss) do Laboratério de Anatomia Vegetal (UFV) e as imagens obtidas com
camera fotografica digital (modelo D-535, Olympus Optical).

Microscopia eletronica de varredura

Para a caracterizacdo micromorfoldgica da folha, amostras de aproximadamente
0,5 cm’ da regido mediana das folhas foram fixadas em FAAs, por 48 horas e estocadas
em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). As amostras foram desidratadas em série etanolica
e levadas a secagem em ponto critico de CO,, com aparelho adequado (modelo CPD
020, Bal-Tec). Apos a fixagdo das amostras nos suportes com fita dupla-face, procedeu-
se a deposicao com ouro em metalizador (modelo FDU 010, Bal-Tec). A observagdo e a
captura de imagens foram feitas em microscopio eletronico de varredura (modelo LEO

1430 VP, Zeiss) no Nucleo de Microscopia € Microanalise (NMM) da UFV.
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Resultados

Bixa orellana L. possui folhas simples, alternas, inteiras, cordiformes,
membrandceas, de apice acuminado e base cordada, peciolo cilindrico, alongado e
pulvino nas porgodes proximal e distal (Figura 1A).

O padrdo de venagdo ¢ misto actinddromo-broquidédromo, com cinco nervuras
primarias basais partindo do peciolo e as nervuras secundarias se associando em arcos
terminais. A nervura primdria mediana ¢ proeminente em relacdo as outras quatro
nervuras primadrias laterais (Figura 1A), que sdo curvadas. As nervuras secundarias
divergem em angulos agudos aproximadamente uniformes; apresentam curso curvado
uniformemente, com arcos leves (Figura 1A). As ramificagdes sdo fechadas por arcos
secundarios, terciarios ou quaternarios e as nervuras intersecundarias sdo compostas, ou
seja, coalescem com segmentos de nervuras terciarias (Figura 1A-B). As nervuras
tercidrias seguem um padrdo predominantemente reticulado ortogonal. As ordens de
venacdo superiores sdo distintas, sendo o curso da maioria das nervuras quaternarias e
quintenarias em angulo reto, e a Ultima venacdo marginal formando arcos (Figura 1B-
C). As nervuras terminais podem ser ausentes a ramificadas, representadas por
traqueides e muitas vezes associadas aos idioblastos. As aréolas sdo imperfeitas,
distribuidas ao acaso e com formato irregular (Figura 1B-C).

Ambas as faces da folha sdo recobertas por tricomas peltados, distribuidos
esparsamente pela folha, principalmente nas nervuras e peciolo (Figura 2A-E). Os
tricomas sao formados por quatro células basais inseridas em depressdes na epiderme,
pedicelo multisseriado e cabeca multicelular em forma de disco achatado (Figura 2D-F).
A cuticula ¢ estriada, principalmente na face adaxial da folha (Figura 2A). Os estomatos
estdo localizados em ambas as faces foliares, entretanto, na superficie adaxial
encontram-se apenas proximos as nervuras (Figura 2G). Sdo do tipo anomocitico e
aparecem um pouco acima do nivel das demais células epidérmicas (Figura 2H-I).
Observa-se, em vista frontal, que as células epidérmicas apresentam paredes anticlinais
retas a levemente sinuosas na face adaxial (Figura 2G) e sinuosas na abaxial (Figura
2H). Na regiao dos feixes vasculares, as células epidérmicas apresentam-se alongadas e
com paredes anticlinais retas (Figura 2G).

As células epidérmicas sdo tabulares (Figura 3A), exceto na face adaxial da
folha, na regido das nervuras, onde tém formato semelhante a papila (Figura 4D). Nao

ha grande variagdo de tamanho das células epidérmicas nas duas faces da folha (Figura
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3C). O mesofilo, dorsiventral, ¢ formado por duas a trés camadas de células do
parénquima palicadico, onde a camada mais externa ¢ composta por células mais
alongadas e justapostas que as das camadas internas (Figura 3A, C).

Ha estruturas secretoras de bixina distribuidas por todo o parénquima lacunoso,
inclusive na margem foliar, e possuem formato de lobado a alongado, com
prolongamentos que partem como ramificagdes, geralmente associadas aos feixes
vasculares (Figura 3A-B, E). Em material fresco, o contetido dessas estruturas
secretoras ¢ vermelho-alaranjado, e em material incluido em metacrilato ndo é corado
pelo azul de toluidina. Idioblastos cristaliferos, contendo drusas de oxalato de calcio
sao comuns no tecido subjacente, destacando-se pelo tamanho e conteudo, e estdo
presentes em camadas subepidérmicas, em ambas as faces do limbo foliar (Figura 3C-
D). O bordo foliar apresenta-se fletido em direcdo a face abaxial da folha, tem forma
arredondada e o colénquima na extremidade, em camada subepidérmica (Figura 3E).

A regido das nervuras primarias medianas, em secao transversal, ¢ convexa nas
duas faces da folha e mais proeminente na face abaxial (Figura 4A-C). Colénquima do
tipo angular ¢ observado em camadas subepidérmicas, em ambas as faces da folha
(Figura 4C, D). Uma calota de fibras envolve externamente o floema (Figura 4F). Nas
porcdes basal e mediana da folha, a nervura apresenta sistema vascular em forma de
arco fechado e quatro a cinco feixes acessorios, voltados para a face adaxial (Figura 4A-
B). J& na porg¢do apical, a nervura primaria apresenta um feixe vascular principal em
forma de arco mais aberto e menor, e apenas dois feixes acessorios (Figura 4C). Os
feixes vasculares das nervuras de ordens superiores seguem o padrio colateral, com
extensdo de bainha esclerenquimatica até a epiderme em ambas as faces (Figura 3A).
Estruturas secretoras de bixina também estdo presentes na regido cortical das nervuras
primarias e entre as células do floema (Figura 4A-C, E, H). Em se¢do longitudinal, as
estruturas secretoras de bixina apresentam formato bem mais alongado que as da regido
da lamina foliar (Figura 4I). Canais secretores de mucilagem sdo encontrados nas
nervuras primadrias, inseridos no parénquima fundamental, em camadas mais internas
que as estruturas secretoras de bixina e proéximos aos feixes vasculares (Figura 4A-D).
Os canais sdo delimitados por uma ou duas camadas de células parenquimaticas
achatadas e apresentam limen alongado, preenchido por conteiddo mucilaginoso (Figura
4D, J). Idioblastos cristaliferos, semelhantes aos encontrados na regido da lamina foliar,
sdo abundantes nos tecidos que compdem as nervuras (Figura 4D, G, K), ocorrendo
inclusive no epitélio que delimita o canal, nas bainhas ao longo dos feixes vasculares,

entre as células do floema (Figura 4G, K). Células com conteudo fendlico, coradas de
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verde intenso pelo azul de toluidina, sao encontradas ao longo das nervuras primarias e
também nas nervuras de menor calibre, tanto no parénquima fundamental como no
floema (Figura 4D, F-G).

O peciolo apresenta secdo transversal circular, e apenas na por¢do basal mostra-
se discretamente plano-convexo (Figura 5A, C, F). A epiderme assemelha-se muito a
encontrada nas nervuras primarias ¢ colénquima do tipo angular ocorre em toda a
extensdo do peciolo, em camadas subepidérmicas, sendo bem evidente na por¢ao basal
(Figura 5G). A é4rea basal do peciolo ¢ mais dilatada, com cortex amplo,
colenquimatico. Os feixes sdo colaterais, em numero de trés na area medular e sem
fibras (Figura 5F, H). A por¢ao mediana apresenta um anel de fibras, intercalado com
células com contetido fenolico, que também estdo localizadas no floema e no
parénquima fundamental (Figura 5C-D). Na regido central ¢ observado um feixe
colateral isolado (Figura 5E). Ja a por¢do apical possui caracteristicas semelhantes as
descritas para a mediana, distinguindo-se por uma menor densidade de fibras, cortex um
pouco mais amplo e dois grupos de feixes inclusos na area medular (Figura 5A-B).

Canais secretores estdo presentes na regido cortical do peciolo, préximos ao
tecido vascular, e também na regido medular (Figura 5A, C, D, F). Estruturas secretoras
de bixina encontram-se na regido cortical e também entre as células do floema (melhor
visualizado em material fresco) (Figura 5D, G). Células com contetido fenolico ocorrem
nos tecidos fundamentais e no floema (Figura 5B). Idioblastos cristaliferos também sao

abundantes no peciolo, principalmente no parénquima fundamental (Figura 5G).
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Figura 1. Folha de Bixa orellana A, aspecto geral evidenciando o padrdo de venagdo
actinédromo-broquidédromo. B, limbo foliar em vista frontal, evidenciando as nervuras
secundarias, intersecundarias e terciarias. C, detalhe da margem foliar em material
diafanizado. Ni, nervura intersecundaria; np, nervura primaria mediana; ns, nervura
secundaria; nt, nervura terciaria. Barra: A, 2 cm; B, 1 mm; C, 400 um.
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Figura 2. Superficie foliar de Bixa orellana.A-B, aspecto geral da superficie do limbo
foliar nas faces adaxial (A) e abaxial (B). C, aspecto geral da superficie do peciolo. D-
E, detalhe de tricomas peltados na face adaxial. F, detalhe da base quadricelular do
tricoma peltado (seta). G-H, epiderme da face adaxial (G) e abaxial (H). I, detalhe da
folha em se¢do transversal. Es, estdmato; ne, nervura; t, tricoma peltado. Barra: A, G,
30 um; B, C, I, 100 um; D, E, G, H, J, 20 um; F, 10 pm; H, 30 pm.
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Figura 3. Lamina foliar de Bixa orellana.A-C, aspecto geral da lamina foliar em secdo
transversal (A, C-E) e paradérmica (B). D, detalhe de uma drusa na regido
parenquimatica. E, regido do bordo foliar. Co, colénquima; d, drusa; eab, epiderme da
face abaxial; ead, epiderme da face adaxial; eb, estrutura secretora de bixina; es,
estomato; fv, feixe vascular; pl, parénquima lacunoso; pp, parénquima palicadico.
Barra: A, B, C, 50 um; D, 10 um; E, 50 pm.
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Figura 4. Nervura de primeira ordem de Bixa orellanaem secéo transversal (A-F, H) e
longitudinal (G, I-K). A-C, aspecto geral da nervura primaria mediana na regiao basal
(A), mediana (B) e apical (C). D, detalhe da nervura na regido mediana evidenciando
canal secretor. E, detalhe da regido vascular da nervura (material fresco) evidenciando
estruturas secretoras de bixina. F-G, detalhes do feixe vascular evidenciando idioblastos
com conteudo fenolico. H-I, detalhes da nervura evidenciando estruturas secretoras de
bixina. J. canal secretor. K, células contendo drusas (bainha cristalifera). Co,
colénquima; cs, canal secretor; cf, célula com conteudo fenodlico; d, drusas; eb,
estruturas secretoras de bixina; f, fibras; fl, floema; x, xilema. Barra: A, 150 um; B, C,
250 um; D, E, H, I, 50 pm; E, 30 um; F, 40 um; G, 20 pm; J, 10 pm.
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Figura 5. Peciolo de Bixa orellanaem segédo transversal. A, C, F, aspecto geral nas trés
regides: apical (A), mediana (C) e basal (F). B, detalhe de A na regido vascular. D-E,
detalhes da nervura na regido mediana. G-H, detalhas da nervura na regido basal. co,
colénquima; cs, canal secretor; cf, célula com conteudo fendlico; d, drusa; eb, estrutura
secretora de bixina; f, fibras; fl, floema; fv, feixe vascular; x, xilema. Barra: A, C, F,
400 pm; B, 50 um; D, E, G, 100 pum; H, 150 pm.
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Discussao

Ambas as superficies foliares de B. orellana sdo recobertas por tricomas
peltados, semelhantes a escamas. Este tipo de tricoma peltado, com cabega pluricelular
em forma de disco achatado, pedicelo pluricelar e quatro células basais, ja foi descrito
por alguns autores para a familia Bixaceae (METCALFE & CHALK, 1950; KEATING,
1970; CRONQUIST, 1981). Na familia Cochlospermaceae, correlata de Bixaceae, os
tricomas sdo simples e unicelulares, mas também podem ocorrer tricomas peltados no
género CochlospermumiMETCALFE & CHALK, 1950). Keating (1970), entretanto,
relata apenas a presenca de tricomas unicelulares, ndo ramificados, tanto em Amoreuxia
quanto em Cochlospermumgue ndo sao persistentes na maioria das espécies. Nas
folhas adultas de B. orellang os tricomas escamiformes permanecem, em menor
densidade que nos primordios foliares.

Metcalfe & Chalk (1950) descreveram a folha de B. orellana como
hipoestomatica, porém Keating (1970) observou estdmatos em ambas as faces da folha,
com maior abundancia na face abaxial, como neste trabalho.

Ao lado das caracteristicas epidérmicas, a organizagao do mesofilo, os tecidos
vasculares ¢ de sustenta¢do da folha de B. orellanaindicam que a espécie é mesofitica,
pois as folhas ndo apresentam adaptacdes anatdomicas marcantes associadas a ambientes
xéricos ou demasiadamente umidos e sombreados (DICKISON, 2000).

A presenga de diferentes estruturas secretoras ja foi registrada nas folhas e no
caule de B. orellana (SOLEREDER, 1908; METCALFE & CHALK, 1950;
CRONQUIST, 1981). O surgimento de certas estruturas especializadas e de algumas
classes de metabolitos secundarios, como resinas, 6leos e taninos sdo consideradas
adaptacdes a protegdo de 6rgdos vegetais, tanto contra a herbivoria, quanto as condigdes
ambientais adversas, como alta luminosidade e seca (FAHN, 1979; 1988; FAHN &
CUTLER, 1992). A presenga dessas estruturas secretoras em B. orellanapode indicar
estratégias de defesa quimica.

As estruturas secretoras de bixina sdo denominadas de células secretoras por
Kaur (1969) e de idioblastos ramificados por Keating (1970). Além de presentes no
mesofilo e em por¢des corticais das nervuras de primeira ordem e peciolo, estas
estruturas secretoras de bixina também se encontram no floema, o que nao foi relatado
na literatura (SOLEREDER, 1908; METCALFE & CHALK, 1950; KEATING, 1970).

De acordo com a literatura, a produgdo e/ou acumulo de bixina ocorre na testa das
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sementes de B. orellana(KAUR, 1969; AMARAL et al., 2000; 2009), em estruturas
secretoras semelhantes as encontradas na folha, porém, a funcdo dessas estruturas pode
ser diferente em partes vegetativas e reprodutivas.

Os canais secretores de B. orellang que secretam apenas mucilagem, que ¢
produto do metabolismo primario, provavelmente, estdo relacionados com a adaptacao
ao ambiente, como o aporte de agua para os tecidos, otimizando o balanco hidrico.
Algumas fun¢des especificas sdo relatadas para a existéncia de mucilagem nas plantas,
mas a maioria converge para um ponto comum que ¢ a prote¢do ao dessecamento
(FAHN, 1979; 1988). Células com conteudo rico em compostos fenodlicos sdo
encontradas em diferentes células e tecidos foliares, inclusive na epiderme, no cortex e
associadas ao tecido vascular, o que pode indicar protecdo contra herbivoria.
Provavelmente, a biossintese desses metabolitos esteja relacionada a utilizagdo
terapéutica da planta, visto que algumas de suas atividades bioldgicas ja foram
comprovadas (FLEISCHER et al., 2003; NUNEZ et al., 2004; BRAGA et al., 2007).

O peciolo de B. orellana apresenta caracteristicas distintas nas trés regides
estudadas: basal, mediana e apical. As por¢des basal e apical sdo as mais alargadas do
peciolo, e principalmente a por¢do basal apresenta caracteristicas tipicas de pulvinos, ja
descritas para espécies de leguminosas (RODRIGUES & MACHADO, 2004; 2006). O
pulvino ¢ uma estrutura responsavel por movimentos foliares e algumas caracteristicas
estruturais sdo reportadas na identificagdo dessa estrutura, como cortex amplo
parenquimatico, com substituicdo das fibras floemdticas por colénquima; sistema
vascular em posi¢do central e auséncia ou reducdo de tecidos lignificados
(RODRIGUES & MACHADO, 2004; 2006). A base do peciolo de B. orellana se
destaca pela grande quantidade de camadas de células do colénquima, amplo
parénquima fundamental e auséncia de tecido esclerificado, que sdo indicios estruturais
de uma provavel fungdo motora na planta. Ja a por¢cdo mediana do peciolo apresenta
uma grande quantidade de fibras o que foi destacado por Solereder (1908) e Metcalfe &
Chalk (1950). Essas fibras devem auxiliar na sustenta¢dao do peciolo que € relativamente
longo. Uma caracteristica peculiar do peciolo ¢ a presenca de um feixe vascular
colateral central, que pode servir como um carater diagnostico em B. orellang visto que
ndo ocorre nos géneros Amoreuxia ¢ Cochlospermum (Cochlospermaceae)
(METCALFE & CHALK, 1950).

Idioblastos cristaliferos contendo drusas de oxalato de calcio sdo abundantes em
varias regioes da folha, ocorrendo isolados ou em grupos, como foi descrito por

Metcalfe & Chalk (1950) nas folhas e caule jovem. Cristais de oxalato de célcio sdo os
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mais encontrados nos vegetais e tém como principais fungdes a regulacdo de calcio,
suporte mecanico dos tecidos, reflexdo da luz e protecio contra herbivoria
(FRANCESCHI & NAKATA, 2005). As drusas sdo as formas mais comuns entre as
dicotiledoneas e ocorrem de forma solitaria, agrupada, ou ambas, como em B. orellana
(METCALFE & CHALK, 1989). O papel taxonomico dos cristais ¢ bem indicado
quando se trata da estrutura e distribuicdo dos diferentes tipos. Enquanto as drusas sao
frequentemente encontradas nas dicotiledoneas, as rafides sdo mais comuns nas
monocotiledoneas e a ocorréncia de ambas, muitas vezes, ¢ mutuamente exclusiva
(PRYCHID & RUDALL, 1999). Dessa forma, ¢ bem evidente a regulagdo genética da
presenca ou auséncia dos diferentes tipos de cristais, o que justifica o seu emprego

como um carater taxonomico (FRANCESCHI & NAKATA, 2005).

Conclusodes

A analise anatomica da folha de B. orellanaindica que a espécie segue os
padrdes anatomicos gerais ja relatados para a familia Bixaceae, mas revela um maior
detalhamento de dados, principalmente em relacdo a ocorréncia e distribuicdo de

estruturas secretoras.
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CAPITULO 2

Estruturas secretoras em Orgaos vegetativos @ixa orellana L. (Bixaceae):

distribuicdo, ontogenia e histoquimica

RESUMO - Bixa orellanaL., (Bixaceae), conhecida como urucum ou colorau,
produz um pigmento avermelhado nas sementes, utilizado como corante, especiaria e na
medicina popular. Este trabalho teve por objetivos o estudo do desenvolvimento das
estruturas secretoras de orgdos vegetativos de B. orellanae a analise histoquimica da
secrecdo. Porgdes de apices de parte aérea (estipulas, primordios foliares e meristema),
folhas, caule e raizes, em diferentes fases de desenvolvimento, foram fixadas em
glutaraldeido 2,5%, estocadas em etanol 70% e incluidas em metacrilato, seguindo
processamento usual. Para a andlise histoquimica, o material vegetal fresco foi
seccionado em micrétomo de mesa e submetido a diversos corantes e reagentes. Para a
caracterizagdo micromorfologica, o material foi submetido as técnicas usuais de
microscopia eletronica de varredura. Tricomas peltados sdo abundantes nas estipulas e
primordios foliares e caulinares, mas tornam-se senescentes € esparsos em Orgaos em
expansao. A ontogenia dos tricomas peltados segue o padrao encontrado em tricomas
secretores, mas a secrecao (terpenos e flavonoides) fica acumulada nas células da
cabega, sem a formag¢do de um espago subcuticular tipico. Estruturas secretoras de
bixina originam-se do meristema fundamental em 6rgdos aéreos e, na raiz, de células
corticais remanescentes durante o crescimento secunddrio. A origem € o0
desenvolvimento sdo pluricelulares, com incorporagdo gradativa de células que tém
paredes comuns degradadas, formando uma estrutura pluricelular delimitada pelas
paredes externas remanescentes, que progride com a formag¢do de um espago central,
degradagdo de nucleos e acumulo de secrecdo lipidica. Os canais, que secretam
mucilagem e ocorrem apenas na parte aérea, originam-se no meristema fundamental e
tem desenvolvimento lisigeno. Células taniferas ocorrem associadas ao tecido vascular
em todos os Orgdos vegetativos. Andlises ultra-estruturais sdo necessarias para o
esclarecimento de questdes relacionadas ao desenvolvimento das estruturas secretoras
de B. orellana principalmente a confirmagdo da origem e desenvolvimento pluricelular
das estruturas secretoras de bixina, o processo de sintese da bixina e a

compartimentalizacdo da secre¢do nos tricomas peltados.
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Introducao

BixaorellanaL., conhecida como colorau ou urucum, nativa da América do Sul,
¢ a espécie de maior destaque dentro da familia Bixaceae, com sementes de testa
avermelhada, utilizada como corante, especiaria ¢ na medicina popular (PRANCE,
1976; LORENZI & MATOS, 2008). A presenca de diferentes estruturas secretoras,
como células e canais secretores, tricomas peltados e nectarios extraflorais sao relatados
como carater diagnostico para a familia Bixaceae (SOLEREDER, 1908; METCALFE &
CHALK, 1950; 1988; 1989). Os trabalhos de ontogenia e¢ histoquimica das estruturas
secretoras em Bixaceae sdo escassos, inclusive em B. orellang e ha discordancia em
relacdo a classificagdo, tipo de secrecao e distribuicdo nos diferentes 6rgaos. Também
ndo se conhece a relagdo dessas estruturas secretoras com a sintese da bixina, principal
apocarotendide acumulado na testa das sementes de B. orellana

A bixina ¢ um apocarotenéide monometil éster di-carboxilico que confere a
coloragao vermelha as sementes de urucum (PENNA & POGSON, 2006). Ja se
demonstrou que na por¢ao mais externa do tegumento das sementes estdo localizadas as
estruturas secretoras responsaveis pela sintese e/ou acimulo de bixina (KAUR, 1969;
JAKO et al., 2002). Além da presenca nas sementes, a bixina ¢ encontrada nos 6rgaos
vegetativos dessa espécie, o que indicaria uma possivel sintese dos carotendides em
sitios de secrecdo especializados dispostos por toda a planta (ORTIZ, 2004).

A presencga de células secretoras em B. orellana¢ indicada no mesofilo e na
regido cortical do peciolo e do caule (METCALFE & CHALK, 1950) e foram
denominadas de idioblastos ramificados por Keating (1970). Apenas um estudo do
desenvolvimento destes idioblastos ¢ capaz de confirmar a origem dessas estruturas,
visto que, pelo seu aspecto distinto, outras células podem estar envolvidas na sua
formagdo. Solereder (1908) relata a presenca de canais de mucilagem de origem
lisigena no peciolo e nervuras maiores das folhas, enquanto que no caule indica apenas
um canal na medula, com posi¢do central. Metcalfe & Chalk (1950), entretanto, citam
que diversos canais secretores estdo presentes na medula do caule e sdo delimitados por
um epitélio de células pequenas, o que sugere desenvolvimento esquizdgeno. Ja as
escamas sdo abundantes nas folhas e em porgdes caulinares mais jovens, € possuem
base quadricelular, pedicelo curto e cabeca circular em forma de disco (METCALFE &

CHALK, 1950).
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Os metabdlitos secundarios encontrados nos vegetais sdo normalmente
produzidos, armazenados e secretados por estruturas secretoras especializadas e estdo
relacionados com os usos medicinais e farmacolédgicos das espécies (FAHN, 1979;
EVERT, 2006). Estudos de ontogenia podem auxiliar na identificagdo das fases de
desenvolvimento das estruturas secretoras e na interpretacdo das estruturas ja
diferenciadas (ASCENSAO & PAIS, 1987; CURTIS & LERSTEN, 1994; FAHN &
SHIMONY, 1996; SILVA & MACHADO, 1999; CICCARELLI et al., 2001).
Associados com outras areas de conhecimento, como a histoquimica, a ontogenia pode
auxiliar no esclarecimento dos possiveis locais de sintese e, ou acimulo de secregdo
(PLATT & THOMSON, 1992; FAHN & SHIMONY, 1996; ASCENSAO et al., 1997;
1999; BOTTEGA & CORSI, 2000; GERSBACH, 2002; KOLB & MULLER, 2004;
COMBRINCK et al., 2007).

Apesar da importancia economica ¢ das perspectivas de uso de B. orellang
ainda ndo se conhece a relagdo entre as estruturas secretoras e o provavel local de
sintese da bixina, nem como estas se originam e se desenvolvem nos 6rgaos vegetativos
da planta. Dessa forma, o presente trabalho possui como objetivos o estudo do
desenvolvimento das estruturas secretoras em orgdos vegetativos de B. orellanae a

analise histoquimica da secregao.

Material e Métodos

Material vegetal

Foram utilizadas plantas de Bixa orellanalL., gen6tipo M1, que apresenta frutos
avermelhados e alto teor de bixina (4,9%) (MANTOVANI, 2007), quando comparadas
as outras variedades (M2-M10) que sdo cultivadas na Unidade de Crescimento de
Plantas (UCP) do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), no municipio de Vigosa, Minas Gerais. O material testemunho foi herborizado e
depositado no Herbario da Universidade Federal de Vicosa (VIC), com a referéncia
31977.

Foram amostradas e analisadas por¢des de apices de parte aérea, contendo
estipulas, primodrdios foliares e meristema, bem como folhas (regidao mediana do limbo e

peciolo), caules e raizes em diferentes fases de desenvolvimento.
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Microscopia de luz

O material coletado foi fixado em glutaraldeido 2,5% (JOHANSEN, 1940), em
tampao fosfato 0,05 M, por 24 horas, a temperatura ambiente, ¢ estocado em etanol
70%. Amostras de aproximadamente 0,5 cm’ foram desidratadas em série etilica
crescente e incluidas em metacrilato (Historesin — Leica) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. O material emblocado foi seccionado, transversal e
longitudinalmente, em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM 2155,
Leica) com 5 um de espessura, corado com azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1964)
para metacromasia e montado sob laminula com resina sintética (Permount).

Testes histoquimicos foram realizados com amostras frescas, secionadas
transversal e longitudinalmente em microtomo de mesa, ou com material incluido em
metacrilato. Os corantes e reagentes usados foram: sudan III (JOHANSEN, 1940),
sudan vermelho escarlate (BRUNDRETT et al., 1991), sudan black B (PEARSE, 1980)
e vermelho neutro (KIRK, 1970) para lipidios; sulfato azul do Nilo (CAIN, 1947) para
lipidios acidos e neutros; reagente de NADI (DAVID & CARDE, 1964) para 6leos
essenciais e oleorresinas; tricloreto de antiménio (HARDMAN & SOFOWORA, 1972;
MACE et al., 1974) para esteroides; acido sulfurico (GEISSMAN & GRIFFIN, 1971)
para lactonas sesquiterpénicas; 2,4-dinitrofenilhidrazina (GANTER & JOLLES, 1969,
1970) para terpendides com grupo carbonil; cloreto de ferro III (JOHANSEN, 1940) e
dicromato de potassio (GABE, 1968) para compostos fendlicos; vanilina cloridrica
(MACE & HOWELL, 1974) para taninos condensados; cloreto de aluminio e acetato
neutro de chumbo (CHARRIERE-LADREIX, 1976) para flavonéides; floroglucina
acida (JENSEN, 1962) para ligninas; reagente de Wagner (FURR & MAHLBERG,
1981) e reagente de Dittmar (FURR & MAHLBERG, 1981) para alcaldides; acido
periodico/ reagente de Schiff (PAS) (MAIA, 1979) para polissacarideos neutros;
reagente de lugol (JOHANSEN, 1940) para amido; vermelho de ruténio (JOHANSEN,
1940) e corifosfina (UEDA & YOSHIOKA, 1976) para substancias pécticas e xylidine
ponceau (VIDAL, 1977) para proteinas.

A observagdao e a obtencdo de imagens foram realizadas em fotomicroscopio
(modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-PHOTO, acoplado a camera
fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments Inc.) e a
microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic. A analise com

fluorocromos (cloreto de aluminio, acetato neutro de chumbo e corifosfina) e a
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autofluorescéncia foram realizadas no mesmo equipamento, utilizando o sistema de
epifluorescéncia com filtro UV (WU: 330-385 nm), espelho dicroico (400 nm) e filtro
de barreira (420 nm), do Laboratoério de Anatomia Vegetal do Departamento de

Biologia Vegetal da UFV.

Microscopia eletrdnica de varredura

Para a caracterizacdo micromorfoldgica das estruturas secretoras, amostras de
aproximadamente 0,5 cm” do material vegetal foram fixadas em FAAs, por 48 horas ¢
estocadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Seguiram-se a desidratagdo em série
etanolica e secagem em ponto critico de CO, em aparelho adequado (modelo CPD 020,
Bal-Tec). Apds a fixagdo das amostras nos suportes com fita dupla-face, procedeu-se a
deposicdo metalica com ouro em metalizador (modelo FDU 010, Bal-Tec). A
observagao e a captura de imagens foram feitas em microscopio eletronico de varredura

(modelo LEO 1430 VP, Zeiss) no Nucleo de Microscopia e Microanélise da UFV.

Resultados

As gemas da parte aérea de B. orellanasao formadas pelo promeristema, zona
meristematica subjacente e primdrdios foliares envoltos por estipulas (Figura 1A-F). As
estipulas apresentam desenvolvimento precoce em relacdo aos primordios foliares e
porg¢des caulinares correspondentes (Figura 1B). Nos primordios foliares, a regido do
peciolo e das nervuras de maior calibre diferencia-se precocemente em relacdo as
regides internervurais (Figura 1C-D).

Tricomas peltados, estruturas secretoras de bixina, canais secretores e células
taniferas estdo presentes em todos os Orgdos vegetativos aéreos, € comeg¢am a se
diferenciar em fases iniciais do desenvolvimento de estipulas, folhas e caules (Figura
1C-H). As raizes possuem apenas células taniferas e estruturas secretoras de bixina, que
diferenciam-se tardiamente, durante o crescimento secundario do 6rgao.

Tricomas peltados -sao formados por células basais, pedinculo e cabega
pluricelulares, t€ém aspecto escamiforme e recobrem os Orgdos vegetativos aéreos

(Figura 2A-G). As estipulas sdo densamente recobertas pelos tricomas peltados na face
33



abaxial, mesmo quando se encontram totalmente expandidas (Figura 2A-B). Nos
primoérdios foliares e caulinares a densidade de tricomas peltados também ¢ alta, mas
diminui acentuadamente com a expansao de folhas e caules (Figura 2C-G).

A diferenciag¢do dos tricomas antecede a diferenciagdo das estruturas secretoras
internas e, nos primordios foliares e caulinares, ¢ escalonada, pois acompanha a
expansao inicial do 6rgdo. Num mesmo primordio foliar ou caulinar podem ser
observados tricomas peltados em diferentes estadios de desenvolvimento, desde as fases
iniciais até a senescéncia (Figura 2C-E). Nas estipulas a diferenciacdo dos tricomas
peltados ¢ mais uniforme, sendo rara a observacdo de tricomas em estadios de
desenvolvimento diferentes (Figura 2B).

Os tricomas peltados se originam de células protodérmicas que comecam a se
diferenciar das demais pela expansdo da célula e pelo nucleo e nucléolo conspicuos
(Figura 3A). Esta célula inicial apresenta o nucleo centralizado e aumenta de volume até
sofrer as primeiras divisdes anticlinais simétricas que formardo quatro células (Figura
3A-C). As células formadas se expandem radiamente para o exterior do 6rgdo, com a
polarizagdo dos nucleos e nucléolos nesta regido (Figura 3D). Seguem-se as primeiras
divisdes periclinais, gerando as células iniciais da cabeca e do pedunculo (Figura 3E-F).
Em seguida, ocorrem novas divisdes periclinais que aumentam o numero de células do
pedicelo e novas divisdes anticlinais que aumentam o nuimero de células da cabeca
(Figura 3G-H). As células da cabega e do pedinculo tornam-se vacuoladas e, a partir
dai, inicia-se o acimulo de secrecao nas células da cabega (Figura 3H-I). O aciimulo de
compostos fendlicos nas células da cabega pode ser observado pela coloragdo
esverdeada com o azul de toluidina (Figura 3I). Pode-se observar mais de 40 células
compondo a cabega de um tricoma peltado completamente diferenciado (Figura 3J).
Antes da completa expansdo dos 6rgios aéreos, os tricomas peltados ja se encontram
senescentes (Figura 3K), apresentando as células da cabeca colapsadas. Os tricomas
peltados senescentes t€m aspecto escamiforme e persistem em estipulas, folhas e caules

diferenciados, embora se tornem muito esparsos com a expansao dos 6rgaos.

Estruturas secretoras de bixina— localizam-se entre os tecidos fundamentais
de estipulas, folhas, caules e raizes, principalmente nas regides corticais €, com menos
frequéncia, associadas ao floema (Figura 4A-M).

Nos orgaos vegetativos aéreos (Figura 4A-J), originam-se a partir de células do
meristema fundamental, préximas a protoderme e, também, dispostas entre corddes

procambiais. Nas raizes (Figura 4K-M), as estruturas secretoras de bixina sdo formadas
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apenas quando o 6rgdo entra em crescimento secundario, porém, originam-se de células
parenquimaticas corticais que permanecem e se proliferam durante o crescimento
secundario da raiz (Figura 4K-M). Durante o crescimento secunddrio de nervuras,
caules e raizes, estruturas secretoras de bixina também sdo formadas a partir de células-
mae do floema secundario.

As células iniciais distinguem-se das células adjacentes por apresentarem
volume ligeiramente maior, niicleo e nucléolo conspicuos, citoplasma denso e vacuoma
reduzido (Figura 5A). Algumas células iniciais dividem-se, mantendo ntcleo e nucléolo
conspicuos, mas as paredes celulares comuns degradam-se, enquanto as paredes
externas permanecem integras e se tornam continuas, formando uma estrutura
polinucleada (Figura 5B). O desenvolvimento continua com a incorporagao gradativa de
células adjacentes, cujas paredes comuns degradam-se e o protoplasto ¢ integrado a
estrutura em formacao, que ainda mantém conteudo denso e inimeros nucleos (Figura
5C-E). A expansdo da estrutura secretora de bixina ¢ mais evidente com o inicio da
formagao de um espago central (Figura 5F-G). Nos estadios finais do desenvolvimento
das estruturas secretoras de bixina os nticleos sdo degradados e o espaco central atinge
seu tamanho maximo e, provavelmente, ja acumula secre¢do, enquanto as células
adjacentes ainda estdo em diferencia¢do (Figura 5H). A estrutura secretora de bixina
totalmente diferenciada ¢ formada por um espago central ocupado pela secrecao,
delimitado pelas paredes celulares externas remanescentes de células que se
incorporam.

As estruturas secretoras de bixina sdo arredondadas e alongadas axialmente
(peciolos, nervuras primadrias, caules e raizes), e apenas nas regides internervurais do

limbo apresentam algumas proje¢des braciformes (Figura 5I-L).

Canais secretores nas estipulas, os canais secretores ocorrem entre os feixes
vasculares (Figura 6A); na lamina foliar, ocorrem na regido cortical de nervuras de
maior calibre (Figura 6B), enquanto no peciolo (Figura 6C, G) e no caule (Figura 6D),
também ocorrem na regido medular. No caule, ¢ comum a presenca de amiloplastos nas
células que delimitam os canais (Figura 6E-F).

Os canais secretores originam-se € se tornam diferenciados mais tardiamente que
as estruturas secretoras de bixina. Originam-se no meristema fundamental, proximos
aos corddes procambiais, em estipulas, folhas e caules (Figura 1), estando ausentes no

sistema radicular.
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A célula inicial que dard origem ao canal secretor se distingue pelo tamanho
ligeiramente maior que as células adjacentes e nucleo e nucléolos conspicuos, porém, ¢
a partir da primeira divisdo celular que a distingdo ¢ mais evidente (Figura 7A-B).
Seguem-se divisdes periclinais e, posteriormente, anticlinais, gerando um complexo de
células recém divididas, pequenas, com nucleo e nucléolos conspicuos, semelhante a um
meristemoide (Figura 7C-E). Células localizadas ao redor deste meristemoéide sofrem
divisdes anticlinais e periclinais (Figura 7D-E), formando novas camadas concéntricas
de células achatadas. Ocorre a degradacdo das paredes (Figura 7F-G) e, posteriormente,
dos protoplastos (Figura 7H-J) das células inicias centrais. A formagdo do lume inicia-
se com o acumulo de material mucilaginoso no centro da estrutura (Figura 7H-J), o que
pode ser observado pela coloragdo arroxeada com o azul de toluidina. A proliferagdo
das camadas de células achatadas continua, a medida que as camadas mais internas
também sofrem degradagdo e se incorporam a secre¢do mucilaginosa, proporcionando a
expansao do lume do canal (Figura 7K). Finalmente, o canal encontra-se repleto de
mucilagem, com uma a duas camadas de células parenquimaticas achatadas delimitando

o canal (Figura 7L).

Células taniferas ou idioblastos taniferos- ocorrem em todos os Orgédos
vegetativos, associadas ao tecido vascular, principalmente o floema, durante o
crescimento primario e secundario dos o6rgaos (Figura 8A-B), com exce¢do da raiz, onde
as células taniferas sdo encontradas apenas associadas ao tecido vascular secundario
(Figura 8C). As células taniferas sdo semelhantes as células parenquimaticas dos tecidos
vasculares onde ocorrem, mas destacam-se pela coloragao verde intensa apos coloragao
com azul de toluidina e pelo alongamento axial (Figura 8D-F). Embora ocorram outras
células com conteudo fendlico nos 6rgdos vegetativos, também coradas pelo azul de

toluidina, estas apresentam localizacdo cortical e ndo contém taninos.

Caracterizacao histoquimica -Em todos os orgdos analisados de B. orellang
como estipulas, folhas, caules e raizes, as estruturas secretoras obtiveram reagdes
semelhantes aos testes histoquimicos aplicados. Os resultados encontram-se reunidos na
tabela 1 e figura 9.

Os tricomas peltados apresentam-se translucidos a amarelados em material
fresco (in vivo) (Figura 9A). Os compostos fendlicos constituem o grupo quimico mais
evidente na secre¢do dos tricomas, confirmado pela coloracdo castanha com o teste do

dicromato de potassio (Figura 9B) e também pela coloracao negra com o cloreto férrico
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e esverdeada com o azul de toluidina. Em luz ultravioleta, a presenca de flavonoides ¢
indicada pela intensa fluorescéncia amarela-esverdeada emitida pela acdo do
fluoroccromo cloreto de aluminio (Figura 9C). Lipidios também estdo presentes nos
tricomas, identificados pela coloragdo negra apds o teste com sudan black B e pela
fluorescéncia secundaria amarela de goticulas presentes nas células da cabega, com a
utilizacao do vermelho neutro (Figura 9D). Quando os tricomas peltados sdo observados
em luz UV, sem nenhum tratamento prévio, apenas a cuticula apresenta
autofluorescéncia amarelo-esverdeada (Figura 9E). O reagente de Nadi indica a
presenga de Oleos essenciais, corados de azul, nas células da cabeca ¢ em algumas
células do pedicelo que se encontram em contato direto com a cabega secretora (Figura
9F).

As estruturas secretoras de bixina apresentam secre¢do oleosa de coloracio
vermelho-alaranjada em material vegetal fresco (estipulas, folhas, caules e raizes) nao
submetido a nenhum tipo de corante ou reagente (Figura 9G). O principal grupo
quimico identificado nestas estruturas foi o dos lipidios, evidenciados pela coloracdao
negra apos o teste com sudan black B (Figura 9H). Todos os demais testes
histoquimicos propostos na metodologia foram realizados, mas devido a dificuldade de
observagao do resultado pela corolagdo avermelhada natural da secrecdo, nao foi
possivel a confirmagdo do resultado, pois a reagdo positiva de alguns testes coincide ou
¢ mascarada pela coloragdo natural da secre¢ao.

Os canais secretores apresentam secre¢ao translucida em material fresco (in
vivo) (Figura 91). A presenga de pectinas que compdem a mucilagem ¢ confirmada pela
coloragdo rosa intensa com o vermelho de ruténio (Figura 9J) e pela coloragao
arroxeada com o azul de toluidina. A composi¢cdo mucilaginosa dos canais secretores foi
confirmada pela corifosfina, em luz ultravioleta, apresentando fluorescéncia secundaria
amarelo-alaranjada, tipica para substancias pécticas (Figura 9K).

Células com contedo fendlico foram identificadas com dicromato de
potéassio(Figura 9L) e cloreto férrico, na regido cortical nervuras primarias, peciolo e
caule, e também em células associadas ao tecido vascular em todos os oOrgdos
analisados. Apenas as células associadas ao tecido vascular em estipulas, folhas, caules
e raizes apresentaram tanino, como indica o teste com vanilina cloridrica (Figura 9M-

N).
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Figura 1. Apices de parte aérea de Bixa orellana em se¢io longitudinal (A) e
transversal (B-H). A, meristema apical de parte aérea. B-C, primoérdios foliares
envolvidos por estipulas. D, detalhe de primérdio foliar. E, detalhe de estipula. F,
peciolo em fase meristematica. G-H, canais secretores ja diferenciados em peciolo (G) e
caule (H). Cs, canal secretor; eb, estrutura secretoras de bixina; et, estipula; mf,
meristema fundamental; pf, primérdio foliar; pd, protoderme; pm, promeristema; t,
tricoma. Barra: A, 50 um; F, H, 100 um; B, 250 um; C, 300 um, D, G, 40 um; E, 200
pm.
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Figura 2. Distribui¢do de tricomas peltados em Orgdos vegetativos aéreos de B.
orellana.A, aspecto geral de apice de parte aérea. B, detalhe da face abaxial da estipula.
C-E, detalhes de tricomas peltados em diferentes fases de desenvolvimento em
primérdios foliares. F-G, tricomas peltados senescentes na superficie de folhas
completamente expandidas (F) e de caules (G). et, estipula; pe, pedicelo; pf, primoérdio
foliar. Barra: A, C, 100 pm; B, 30 um; D, 40 pm; E, F 20 um; G, 25 um.
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Figura 3. Tricomas peltados de B. orellanaem diferentes fases de desenvolvimento, em
secdo transversal (A-J) e paradérmica (K). A, célula inicial com ntcleo e nucléolo
conspicuos. B, célula inicial mais expandida com nucleo migrando para a porgdo
superior da célula. C, primeira divisdo anticlinal. D, aumento de volume da porc¢ao
superior das células. E-F, divisdes periclinais originando as células iniciais da cabega,
pedicelo e base. G-H, expansdo do tricoma pelo aumento do nimero de células da
cabega ¢ do pedicelo. I, tricoma completamente diferenciado; células da cabega com
conteudo fenolico, indicado pela coloracdo verde com o azul de toluidina. J, detalhe da
cabeca do tricoma, com mais de 40 células. K, tricoma senescente, escamiforme. Barra:
10 pm.
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orellana, em secéo transversal (A-C, E, G-I, K-M), paradérmica (D) ¢ longitudinal (F,
J). A, estipula. B-H, folha. C, E, H, material fresco. I-J, caule. K, raiz em crescimento
primario. L-M | raiz em crescimento secundario. M, material fresco. Cs, canal secretor;
d, drusa; eb, estrutura secretora de bixina, f, fibras; fl, floema; p, periderme; pl,
parénquima lacunoso; pp, parénquima pali¢adico; t, tricoma peltado. Barra: A, F, G, J,
50 um; B, 40 um; C, 20 um; D, E, I, K, L 100 um; H, 25 pm; M, 200 pm.
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desenvolvimento, em se¢do transversal. A, célula inicial com citoplasma denso, nicleo
e nucléolo conspicuos. B-G, expansdo da estrutura secretora pela fusdo de células
adjacentes que também apresentam nucleo e nucléolo conspicuos, formando uma
estrutura polinucleada. Em C-G pode-se notar a degradacdo de paredes celulares (setas)
na formacao da estrutura secretora. F-I, pode-se observar o inicio da forma¢ao de uma
area central translicida e do acimulo de material citoplasmdtico nas por¢des parietais.
H-I, ntcleos ja estao degradados e ha aumento da area central. J-L, estruturas secretoras
de bixina completamente diferenciadas nas nervuras (J), mesofilo (K) e cortex da
raiz(L). Barra: A-1, 10 pm; J-L, 20 pm.
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Figura 6. Distribuigdo de canais secretores em Orgaos vegetativos de Bixa orellang em
secdo transversal (A-E) e longitudinal (F-G). A, estipula. B, nervura primaria. C, G,
peciolo. D-F, caule. A, amiloplasto, cs, canal secretor; d, drusa. Barra: A, 100 um; B, D
200 pm; C, 400 pm; E, 30 um; F, 50 pm; G, 20 pm.
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em secdo transversal. A-B, células iniciais ap6s a primeira divisdo celular. C-E
sucessivas divisdes anticlinais e periclinais das células centrais do canal, com arranjo
concéntrico. F-G, as paredes das células centrais do canal comeg¢am a se degradar. H-J,
inicio da formag¢ao do lume do canal pelo acimulo de mucilagem (coloracao arroxeada)
a partir da degradagdo de paredes e protoplastos das células centrais. K, expansao do
lume pela lise de células adjacentes achatadas e com disposi¢do concéntrica. L, canal
completamente diferenciado com lume repleto de mucilagem. Barra: 10 pm.
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transversal (A-C, E) e longitudinal (C, F). A, nervura primdria. B, caule. C, raiz. D,
detalhe do peciolo, evidenciando o enfileiramento das células taniferas. E-F, detalhes do
caule na regido vascular. Em F, setas indicam células taniferas. fl, floema; c, cortex; cs,
canal secretor; ct, célula tanifera; cv, cambio vascular; m, medula; pe, periderme; x,
xilema. Barra: A-C, 100 um; D, I, 20 pum; E, 25 pm.
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Tabela 1 Testes histoquimicos em orgéos vegetativos de Bixa orellana

Reagente/corante Compostos Tricoma Estrutura  Canal Células com

peltado  secretora secretor conteudo

de bixina fendlico

C/M  Fl

LIPIDIOS
Sudan (I1T e o
vermelho escarlate) Lipidios ) i ) ) i
Sudan black B Lipidios + + - - -
Vermelho neutro Lipidios + - - - -
Sulfato azul do Nilo  iPidios dcidos ] i S
€ neutros
Reagente de Nadi Oleos essenciais + - - - -

e oleorresinas
Tricloreto de

. A Esteroides - - - - -
antimonio
Lo , . Lactonas
Acido sulfurico ) . - - - - .
sesquiterpénicas
2.4- N
’ Terpenoides - - - - -

dinitrofenilhidrazina

COMPOSTOS FENOLICOS

Cloreto de ferro 111 Comp gstos + - - + +
fenodlicos
chror,nat.o de Compgstos n i i n 4
potassio fendlicos
Cloreto de aluminio Flavono6ides + - - - -
Vanilina cloridrica Taninos - - - - +
Floroglucina Lignina - - - - -
ALCALOIDES
Reagente de Alcalide ] ] ] ] -
Wagner
Reagente de . -
Dittmar Alcaloide - - - -
CARBOIDRATOS
A .
ey cido Polissacarideos - - + - -
periddico/reagente de
Schiff (PAS)
Vermelho de Ruténio Pectinas - - + - -
Corifosfina Pectinas - - + - -
Reagente de Lugol Amido - - - - -
PROTEINAS
Xylidine ponceau .
(XP) Proteinas - - - - -
C/M, regido cortical ou medular; Fl, regido do floema. + presenga; - auséncia
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Figura 9. Testes histoquimicos realizados em 6rgdos vegetativos de B. orellana A-F,
tricomas peltados. A, material fresco. B, dicromato de potassio; a coloragdo marrom
indica a presenga de compostos fendlicos. C, cloreto de aluminio; a fluorescéncia
secundaria amarelo-esverdeada, sob luz UV, indica a presenga de flavonoides. D,
vermelho neutro; a fluorescéncia secundaria amarela, sob luz UV, indica a presenca de
lipidios. E, autofluorescéncia em luz UV. F, reagente de NADI; a coloracao azul indica
a presenca de terpenos. G-H, estruturas secretoras de bixina. G, material fresco. Notar a
secrecao vermelho-alaranjada. H, sudan black B; coloragdao negra indica a presenga de
lipidio. I-K, canal secretor. |, material fresco. J, vermelho de ruténio; coloracdao rosada
indica a presenca de pectina. K, corifosfina; a fluorescéncia secundaria alaranjada, sob
luz UV, indica a presenca de pectina. L-N, células com conteudo fendlico (nervura
primaria). L, dicromato de potéassio; a coloragdo marrom indica a presenga de
compostos fenolicos. M-N, vanilina cloridrica; a coloracdo avermelhada indica a
presenca de taninos. Barra: A-K, 20 um; L-M, 200 um; N, 100 um.
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Discussao

A maioria das estruturas e células envolvidas na sintese de metabdlitos
secundarios encontrados nos orgaos vegetativos de Bixa orellanaencontram-se na parte
aérea, como tricomas peltados, estruturas secretoras de bixina, canais secretores e
células taniferas. Nas raizes, apenas estruturas secretoras de bixina e células taniferas
sdo encontradas, provavelmente pela menor pressio de sele¢do em sistemas
subterraneos durante o processo evolutivo (GIFFORD & FOSTER, 1988).

Os tricomas peltados de B. orellana recobrem densamente os primoérdios
foliares, caulinares e estipulas, apresentando diferenciacdo precoce em relacdo aos
orgdos onde se encontram e permanecem, ainda que senescentes € em baixa densidade,
nos 6rgaos completamente desenvolvidos. Essa situagdo ¢ relativamente comum em
diversas espécies, uma vez que meristemas e 6rgaos em desenvolvimento sdo frageis e,
portanto, protecdo mecanica e quimica, seriam dadas por tricomas tectores e diversas
estruturas secretoras, respectivamente (FAHN, 1979; EVERT, 2006). Sem duvida, os
tricomas peltados de B. orellana tém fun¢do mecanica como os tricomas tectores
encontrados em 4pices vegetativos de diferentes espécies, porém, a presenca de
secrecdo (terpenos e flavonoides) nas células da cabega também sustenta a hipotese de
contribuirem com a defesa quimica.

A ontogenia dos tricomas peltados de B. orellana segue padrdes semelhantes aos
encontrados em tricomas secretores de diversas espécies (ASCENSAO & PAIS, 1987;
ASCENSAO et al., 1997, 1999; TURNER et al., 2000; MONTEIRO et al., 2001), salvo
pela falta de um espaco subcuticular conspicuo onde ocorre acumulo de secre¢do. O
acumulo de compostos fenolicos (flavonoides) e goticulas lipidicas (terpenos), no final
do processo de diferenciagdo, indicam a funcdo secretora das células da cabeca do
tricoma, embora a compartimentalizacdo da secrecao so seja esclarecida com estudos de
microscopia eletronica de transmissdo. A presenca de terpenos e compostos fenolicos €
comum em tricomas secretores e relatada em uma série de estudos (SERRATO-
VALENTI et al., 1997; BOSABALIDIS et al., 1998; ASCENSAO et al., 1999;
HEIRINCH et al, 2002; VENTRELLA & MARINHO, 2008). Os flavonoides
destacam-se por suas fungdes fotoprotetora, antimicrobiana e anti-herbivoria (TATTINI
et al., 2000; POURCEL et al., 2006), enquanto os terpenos teriam, pelo menos, fung¢do
anti-herbivoria (HARBORNE, 1975).
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As estruturas secretoras de bixina analisadas neste trabalho t€ém origem e
desenvolvimento pluricelular, ou seja, um pequeno grupo de células dividem-se e suas
paredes comuns sdo degradadas, dando origem a uma estrutura inicialmente
plurinucleada. Com o desenvolvimento, os niicleos migram para a periferia da célula e
degeneram, coincidindo com a formagdo de um grande espago central e acimulo de
pigmento. Tanto pela origem quanto pelo desenvolvimento, as estruturas secretoras de
bixina diferem de idioblastos ¢ de cavidades secretoras (ver EVERT, 2006), embora se
assemelhem com ambos quando estdo completamente diferenciadas.

As estruturas secretoras de bixina de B. orellanasio descritas na literatura como
células secretoras (METCALFE & CHALK, 1957), células de bixina (CORNER, 1976),
células de pigmento (KAUR, 1969) e idioblastos ramificados (KEATING, 1970), o que
sugere a classificagdo dessas estruturas como idioblastos. Apenas Kaur (1969) descreve
a ontogenia das “células” de bixina a partir do tegumento externo do 6vulo. Segundo
este autor, ocorre multiplicacdo de nticleos e aumento do nimero de vactolos de uma
unica célula inicial, seguida da coalescéncia de vacuolos, migragdo de nucleos para a
camada periférica de citoplasma, degeneracdo de nucleos e fusdo de vacuolos,
culminando com o acumulo de pigmento na célula. Porém, idioblastos ou células
secretoras tém, necessariamente, origem e desenvolvimento unicelulares, além de
conteudo, tamanho e funcdo diferentes das células adjacentes (FAHN, 1979; EVERT,
2006). Deve-se considerar que a analise de Kaur (1969) ¢ feita em microscopia de luz e
ndo apresenta fotomicrografias de etapas chave do processo de ontogénese, ¢ o
representa apenas com ilustragdes. Isso impede que se tenha idéia da qualidade do
material apds o processamento, que a metodologia descreve de forma pouco clara, mas
sugere que seja com fixacdo em FAA e inclusdo em parafina. J& o presente estudo
utiliza glutaraldeido 2,5% como fixador e inclusdo em metacrilato, propiciando melhor
preservacao da estrutura celular e secdes mais finas. As estruturas secretoras de bixina
podem ser consideradas incomuns, quando o processo ontogenético ¢ comparado ao de
outras estruturas secretoras, além de acumularem pigmentos, que raramente ocorrem em
estruturas especializadas. Embora estudos ultra-estruturais sejam necessarios para
confirmar o processo de desenvolvimento das estruturas secretoras de bixina, propdem-
se, neste trabalho, ndo adotar os termos idioblasto ou célula secretora, mas apenas
“estrutura secretora de bixina”, por se tratar de uma estrutura secretora com

desenvolvimento distinto.
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Apenas a natureza lipidica da secre¢@o foi confirmada pelos testes histoquimicos
utilizados neste trabalho, porém, além da bixina, outros compostos lipidicos, incluindo
6leos essenciais e carotendides ja foram encontrados no urucum, como geranil geraniol,
fitoeno, limoneno, farnesil acetona, ishwarano e norbixina (BARBOSA-FILHO et al.,
1997; PINO & CORREA, 2003).

Os canais secretores de B. orellanatém origem no meristema fundamental, a
partir de uma célula que se divide continuamente até¢ formar um meristemoide, seguida
de autolise das células centrais e formagdo de lume repleto de mucilagem, o que ¢
confirmado pelos testes histoquimicos. Portanto, o desenvolvimento dos canais
secretores de B. orellanaé lisigeno, como ja foi apontado para os canais de mucilagem
de Cochlospermumvitifolium, espécie correlata a B. orellana (KEATING, 1970).
Outros estudos também relatam a lisigenia em canais de goma, canais resiniferos e
cavidades (JOEL & FAHN, 1980; BOSABALIDIS & TSEKOS, 1982; VENKAIAH &
SHAH, 1984; LERSTEN, 1986; KALACHANIS & PSARAS, 2005). Investigacdes
ultra-estruturais revelam que vesiculas do complexo de Golgi, repletas de
polissacarideos, se fundem com a membrana plasmatica e depositam o conteudo fora do
protoplasto. A mucilagem ¢ entdo acumulada entre a membrana plasmatica e a parede
celular da célula secretora. Quando se tornam cheias de mucilagem, a parede celular,
bem como o protoplasto dessas células se degeneram, descarregando o conteudo celular
no lume do canal em formagdo (FAHN, 1979; MAUSETH, 1988). Algumas fung¢des
especificas sdo relatadas para a existéncia de mucilagem nas plantas, mas a maioria
converge para um ponto comum que ¢ a protecao ao dessecamento (FAHN 1979; 1988).
Metcalfe & Chalk (1989) registram a presenga de canais de mucilagem em 21 familias,
incluindo Bixaceae, Cactaceae, Fabaceae, Malvaceac ¢ Sterculiaceae.

Células epidérmicas, células parenquimaticas do cortex e da medula de 6rgaos
vegetativos de B. orellana podem acumular compostos fendlicos durante o
desenvolvimento, porém nao diferem das células adjacentes em formato e ndo reagem
positivamente para taninos com o teste da vanilina cloridrica. No entanto, as células
com conteudo fendlico associadas aos tecidos vasculares sdo mais alongadas e
enfileiradas axialmente, e reagem positivamente para taninos, podendo ser denominadas
de idioblastos taniferos. Células contendo compostos fendlicos, como os idioblastos
taniferos, sdo comuns em espécies vegetais, ¢ formam sistemas conectados que
normalmente estdo associadas ao sistema vascular (EVERT, 2006), como ocorre em
laticiferos. A delimitagdo de algumas estruturas secretoras como os laticiferos ¢ bastante

controversa, havendo uma gama de estruturas intermedidrias entre uma simples célula
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parenquimatica que contém latex até o elaborado sistema laticifero, que também podem
conter taninos, mucilagem, proteinas e outros compostos (EVERT, 2006).

Os taninos, assim como os compostos fenolicos em geral, sdo reconhecidos por
sua funcdo protetora na planta, principalmente contra a herbivoria, devido o seu sabor
adstringente (LEVIN, 1973). A defesa quimica do vegetal estd relacionada com a
secrecdo de metabdlitos secundarios em estruturas secretoras distintas, principalmente
em 6rgaos em desenvolvimento, mas que podem acumular a secre¢do até a senescéncia
do 6rgdo, como no caso das estruturas secretoras internas de B. orellang como canais

secretores, estruturas secretoras de bixina e idioblastos taniferos.

Conclusoes

Embora a origem e o desenvolvimento de estruturas secretoras de B. orellana
seja precoce em relacdo ao desenvolvimento do 6rgdo onde ocorrem, a secrecio se
mantém acumulada nas estruturas secretoras internas até a completa expansdo dos
orgaos, garantindo defesa quimica a planta em diferentes estddios de desenvolvimento.

A maior abundancia de estruturas secretoras de B. orellanana parte aérea
ocorre, provavelmente, devido a maior pressdo de selecdo na parte aérea, onde as
variagdes ambientais € 0 acesso a microorganismos ¢ herbivoros sdo maiores. A
variedade de metabolitos primarios e secundarios encontrados em estruturas secretoras
sugere a adaptagdo da espécie em relacdo ao ambiente e aos organismos com que
interagem e, provavelmente, relaciona-se com atividades antibacteriana, antifingica,
antidiarréica e antiofidica ja registradas para a espécie.

Anadlises ultra-estruturais sdo necessarias para o esclarecimento de questdes
cruciais do desenvolvimento das estruturas secretoras de B. orellang principalmente a
confirmagdo da origem e desenvolvimento pluricelular das estruturas secretoras de
bixina, o processo de sintese da bixina e a compartimentalizagdo da secre¢do nos

tricomas peltados.
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CONCLUSOES FINAIS

A analise anatomica da folha de B. orellanaindica que a espécie segue os
padroes anatdmicos gerais ja relatados para a familia Bixaceae, mas revela um maior
detalhamento de dados, principalmente em relagdo a ocorréncia e distribuicdo de
estruturas secretoras.

A relagdo funcional das diferentes estruturas secretoras de B. orellanacom o
ambiente e com os organismos associados ainda deve ser testada.

As estruturas secretoras de bixina podem ser consideradas incomuns, quando o
processo ontogenético ¢ comparado ao de outras estruturas secretoras, além de
acumularem pigmentos, que raramente ocorrem em estruturas especializadas.

A realizagdo de estudos ultra-estruturais ¢ imprescindivel para o esclarecimento
de questdes importantes do desenvolvimento das estruturas secretoras de B. orellang
principalmente a confirmagdo da origem e desenvolvimento pluricelular das estruturas
secretoras de bixina, o processo de sintese da bixina e a compartimentalizacdo da

secrec¢ao nos tricomas peltados.
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