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RESUMO

Coléteres sdo estruturas secretoras presentes em mais de 60 familias de angiospermas,
cuja fungdo € proteger o primdrdio foliar contra danos fisicos e quimicos. Os coléteres
tem origem mista e se desenvolvem a partir de células do meristema fundamental e da
protoderme, pela diferenciacdo e reorganizacdo celular para o desenvolvimento da
estrutura madura. Apds a diferenciacao celular o processo secretor se inicia. A secrecao €
um fendomeno complexo de sintese, separacdo e isolamento substancias, assim como
liberacdo ou eliminacdo extracelular. Nesse contexto, a parede periclinal externa possui
papel fundamental na passagem de secrecdo para o meio externo. Tais estruturas estao
presentes na face adaxial das estipulas e possuem morfologia do tipo padrdo. Durante o
desenvolvimento, os coléteres de Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) passam por quatro
estdgios de desenvolvimento definidos por mudancgas estruturais e anatOmicas:
indiferenciado, pré-secretor, secretor e senescente. No estidgio indiferenciado, as
estruturas secretoras estudadas sdo caracterizadas por pequenas protuberancias na base da
superficie adaxial das estipulas. No estidgio pré-secretor a epiderme inicia sua
diferenciacdo. Nos estagios seguintes, os coléteres apresentam eixo central
parenquimaético revestido por células epidérmicas em palicada. A secrecao é abundante
no apice vegetativo impregnando o primérdio foliar e estipulas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi descrever a ontogénese dos coléteres de Morinda citrifolia, bem como o
mecanismo de secrecdo utilizando técnicas de microscopia eletronica de varredura,
microscopia Optica de campo claro (incluindo testes histoquimicos) e microscopia
confocal a laser visando um maior entendimento em relacio ao processo secretor. As
amostras foram preparadas de acordo com técnicas usuais para microscopia. Os testes
histoquimicos evidenciaram a presenca de mucilagem e proteinas na secrecio. Lipideos
foram observados na cuticula e extratos cuticulares, contudo, nao foi evidenciado amido
nem fenol. Foram observados dois mecanismos de secrecdo: rompimento de cuticula e
passagem da secrecao através da cuticula. Com o fim do processo secretor, o coléter entra
em estagio senescente, sendo caracterizado pelo enrugamento da cuticula e mudanca de

COr.

Palavras-chaves: Morinda citrifolia L. Ontogénese. Processo secretor. Coléter.



ABSTRACT

Colleters are structures secretory present in more than 60 families of angiosperms, whose
function is protect the leaf primordium against physical and chemical damages. The
colleters develop from cells of the fundamental meristem and of the protoderm, for
differentiation and cellular reorganization for the development of the mature structure.
After cell differentiation the secretory process begins. The Secretion is a complex
phenomenon of synthesis, separation and isolation substances, as well as release or
extracellular elimination. In this context, the external periclinal wall plays a fundamental
role in the passage of secretion into the external environment. The colleters have mixed
origin, developing from the protoderm and the fundamental meristem. These structures
are present on the adaxial side of the stipules and have a morphology of the standard type.
During development, the colleters of Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) go through four
stages of development defined by structural and anatomical changes: Undifferentiated,
pre-secretory, secretory and senescent. At the undifferentiated stage, the secretory
structures studied are characterized by small protuberances at the base of the adaxial
surface of the stipules. In the pre-secretory stage, the epidermis begins its differentiation.
In the following stages, the colleters present axis central parenchymatic covered by
epidermal cells in palisade. The secretion is abundant at the vegetative apex impregnating
the leaf primordium and stipules. Thus, the objective of this work is describe the
ontogenesis of the coléteres of Morinda citrifolia, as well as the secretion mechanism
using scanning electron microscopy techniques, light field microscopy (including
histochemical tests) and laser confocal microscopy for a better understanding of the
secretory process. Samples were prepared according to usual techniques for microscopy.
The histochemical tests evidenced the presence of mucilage and proteins in the secretion.
Lipids were observed in the cuticle and cuticular extracts, however, neither starch nor
phenol was evident. Were observed two mechanisms of secretion: Rupture of cuticle and
passage of secretion through the cuticle. With the end of the secretory process, the coléter
enters a senescent stage, being characterized by the wrinkling of the cuticle and color

change.

Keywords: Morinda citrifolia L. Ontogenesis. Secretory process. Colleter.
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1 INTRODUCAO

1.1 Espécie Morinda citrifolia L.

O género Morinda pertence a familia Rubiaceae e compreende cerca de 40
espécies, distribuidas principalmente em regides pantropicais (Kesonbuaa e
Chantaranothai, 2013). Dentre as espécies descritas até o momento, destaca-se Morinda
citrifolia, por apresentar propriedades antioxidantes (Zin et al., 2002) em suas raizes

(Hemwimon et al., 2007) e frutos (Krishnaiah et al., 2015).

Esta planta é conhecida popularmente por "Noni" sendo distribuida
originalmente na Asia tropical, India e ilhas do Pacifico. As propriedades medicinais da
espécie em questdo sdo conhecidas hd mais de 200 anos e exploradas por povos
indigenas para o tratamento de doencas em comunidades primitivas. Tais propriedades
medicinais auxiliam no combate a doencas do coragcdo, AIDS, ulceras, artrites e cancer
(Wang et al., 2002). Para tanto, sdo utilizados praticamente todas as partes da planta,
incluindo flores, folhas, cascas, caule, raizes e frutos (Deng et al., 2007; Wang et al.,
2002; Dixon, McMillen e Etkin, 1999). Assim como a maior parte das espécies de
Rubiaceae, a espécie Morinda citrifolia possui coléteres na superficie adaxial das
estipulas (Pinheiro et al., 2015), cuja funcdo € proteger o primordio foliar e estruturas

em desenvolvimento.

1.2 Coléteres

De acordo com Thomas (1991), coléteres sao estruturas secretoras dispostas
na face adaxial das estipulas, presentes em mais de 60 familias de angiospermas. Tais
estruturas secretoras também podem ocorrer em diferentes 6rgdos da planta, variando
entre as familias botinicas. Em Rubiaceae, tais estruturas secretoras encontram-se,
principalmente, na face adaxial das estipulas (Thomas, 1991), mas também podem estar
presentes em bricteas e sépalas (Barreiro e Machado, 2007). Na familia Aquifoliaceae,
coléteres foram encontrados na base e sobre os dentes da folha e area nodal (Gonzalez e
Tarrag6, 2009). Em Caryocaraceae, coléteres ocorrem na face adaxial da estipula
protegendo o 4pice caulinar (Paiva e Machado, 2006). Na familia Orchidaceae, foram
encontrados coléteres em bracteas, sépalas e parede do ovario, sendo o primeiro registro

conhecido para todas estas estruturas (Cardoso-Gustavson et al.,, 2014). Em
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Apocynaceae, coléteres foram descritos em cotilédones, meristema apical e regido nodal

da folha (Appezzato-da-Gloria e Estelita, 2000)

A observagdo cuidadosa de coléteres permite definir diferentes estagios de
desenvolvimento, desde a ontogénese até a senescéncia. No inicio do desenvolvimento
da estrutura secretora, as células da protoderme (que dardo origem as células
epidérmicas) e as do meristema fundamental (que dardo origem aos tecidos do interior

da estrutura) sao indiferenciadas (Klein et al., 2004).

Divisdes celulares iniciais que ocorrem no meristema fundamental e
protoderme, tanto no plano periclinal e anticlinal, formam um aglomerado de células,
que com o desenvolvimento tornam-se alongadas (Dave et al., 1987). Durante as etapas
seguintes de desenvolvimento do coléter, as células secretoras e eixo central sdo
formados (Dave et al., 1988; Gagliardi et al., 2016). Pelo exposto, quando o coléter
assume essas caracteristicas, ele estd completamente expandido. A estrutura secretora
em questdo apresenta origem mista, sendo formado de células da protoderme e
meristema fundamental (Da Cunha e Vieira, 1993; Appezzato-da-Gloria e Estelita,

2000; Klein et al., 2004; Barreiro e Machado, 2007).

O coléter completamente expandido possui eixo alongado e base curta
(Thomas e Dave, 1990). O eixo central é constituido por células parenquimaéticas,
circundas por células epidérmicas secretoras em palicada (Thomas. V. 1991; Da Cunha
e Vieira 1993; Barreiro e Machado, 2007; Gonzalez e Tarragd, 2009; Martins et al.,
2010). Em algumas espécies, a estrutura secretora em questdo apresenta vascularizagdo
(Rio et al., 2002; Miguel et al., 2009; Rocha et al., 2011; Tresmondi et al., 2015). Por
outro lado, outras espécies apresentam coléteres sem vascularizagdo no eixo central

(Dave et al., 1987; Martins et al., 2016; Fernandes et al., 2016).

Varios autores descreveram coléteres com anatomia similar a descrita acima
(Vitarelli e Santos, 2009; Coelho et al., 2013; Tresmondi et al., 2015). Com base na
morfologia e anatomia, tais estruturas secretoras podem ser classificadas como: padrao,
padrao reduzido, dendroide, intermediario, tipo escova, filiforme (Thomas, 1991;
Simdes, Castro e Kinoshita, 2016), digitiforme (Paiva e Machado, 2006), conico e
hemisférico (Gonzalez e Tarragd, 2009), lacrimiforme (Miguel et al., 2010),

claviformes (Rocha et al., 2011), padrdo bipartido (Martins, 2012), petaloide (Silva et
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al., 2012), bifurcado (Coelho et al., 2013) e terminal (Muravnik et al., 2014). Coléteres
podem se apresentar organizados de diferentes formas em varios 6rgdos, variando de
acordo com a espécie. Em Mitragyna parvifolha (Rubiaceae) os coléteres estdo
dispostos em linhas na base da estipula (Thomas e Dave, 1990). Na espécie Bathysa
nicholsonii (Rubiaceae), coléteres formam dois grupos triangulares na superficie adaxial
da estipula (Miguel et al., 2006). Em Caryocar brasiliense (Cariocaraceae), coléteres
estdo dispostos aleatoriamente na superficie adaxial da estipula (Paiva e Machado,
2006). Apesar da morfologia e distribuicdo diferentes nas espécies, os coléteres
possuem em comum a produgcdo de secrecdo, cuja principal fung¢do é proteger o

primérdio foliar.

Coléter pode apresentar dois principais mecanismos de secre¢do: sem
rompimento (Miguel et al., 2006) e com rompimento de cuticula (Mayer et al., 2013). O
primeiro mecanismo de liberacdo do exsudato ocorre por passagem de secrecdo sem
rompimento de cuticula.Tal mecanismo foi descrito em vérias espécies, dentre elas
Prestonia coalita (Apocynaceae) (Rio et al., 2002), Copaifera langsdorffii (Fabaceae,
Caesalpinioideae) (Paiva, 2009), Psychotria nuda (Rubiaceae) (Miguel et al., 2009) e
Pentas lanceolata (Rubiaceae) (Muravnik et al., 2014). O segundo mecanismo de
liberacdo do exsudato ocorre por rompimento, caracteristica pouco comum entre as
espécies, sendo elas Caryocar brasiliense (Caryocaraceae) (Paiva e Machado, 2006),
Coffea arabica (Rubiaceae) (Mayer et al., 2013) e Tocoyena bullata (Rubiacaeae)
(Miguel et al., 2016).

O termo coléter deriva da palavra “colla”, referindo-se a secrecdo pegajosa
que € liberada (Thomas, 1991). A funcdo da secrecdo € proteger o primordio foliar
contra desidratacio (Fernandes et al., 2016). Além da protecdo de Orgdos em
desenvolvimento, a secrecdo atua como facilitador deslizante lubrificando segmentos
florais uns contra os outros (Machado et al., 2013). Em flores de café Coffea arabica
(Rubiaceae) a secrec@o do coléter apresenta funcdo adesiva, mantendo unidas as pétalas
e evitando assim a desidratacdo (Mayer et al., 2013). Na espécie Oncidium flexuosum
(Orchidaceae), foi observada secre¢do dos coléteres durante o desenvolvimento de
bracteas, bractéolas e sépalas (Mayer et al., 2011). Os coléteres comecam a secretar
antes da expansdo dos primoérdios foliares, como observado em Alibertia sessilis

(Rubiaceae) (Barreiro e Machado, 2007), sendo funcionais logo quando sdo formados
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(Paiva e Machado, 2006). O exsudato é um material pegajoso, abundante, que cobre
completamente as estruturas em desenvolvimento no apice caulinar (Barreiro e
Machado, 2007). A secrecdo do coléter pode apresentar caracteristicas quimicas que
variam conforme a espécie, como observado em flores de Ficus enormis (Moraceae) na
qual a secrecdo e de natureza mista, sendo constituido por mucilagem e lipideos
(Machado et al., 2013). Na espécie Bathysa cuspidata (Rubiaceae) a secrecdo ¢é
predominantemente hidrofilica, constituida por mucilagem rica em proteinas (Coelho et
al., 2013). Em Hibiscus pernambucensis (Malvaceae), polissacarideos sdo o0s
componentes predominantes no exsudato (Rocha et al., 2011). A presenca de proteinas
na secre¢do dos coléteres de Simira glaziovi (Rubiaceae) foi descrito por Klein et al
(2004) e para Bathysa nicholsonii (Rubiaceae) (Miguel et al., 2006). O coléter pode ser
diferenciado de outras estruturas secretoras pela secrecdo de mucilagem ou uma mistura
de mucilagem com substancias lipofilicas no exsudato (Fahn, 1979; Fahn, 1988). A
passagem de secrecdo em outras estruturas secretoras ocorre de modo semelhante ao
observado no coléter, no entanto, a composicdo quimica do exsudato difere. Em
laticiferos e predominante a presenca de latex, sendo constituido por moléculas
terpénicas, alcaloides, taninos e enzimas proteoliticas (Ascensdo, 2007). Nos nectérios

extraflorais e florais € predominante a presenca de acticares (Pacini et al., 2003).

Coléteres em o6rgdos completamente desenvolvidos, comumente secam e
senescem, embora alguns deles possam permanecer nas folhas (Gonzalez, 1998).
Coléter em estagio senescente apresenta o contorno da cuticula mais sinuoso (Coelho et
al., 2013), com enrugamento de cuticula (Miguel et al., 2016). Nesse estagio, ha uma
visivel mudanca de cor no coléter, passando do amarelo para escuro (Thomas e Dave,
1990), indicando necrose nos tecidos. A secrecdo nesse estigio de desenvolvimento
adquire aspecto de crosta amarelada (Gonzalez, 1998). A senescéncia € um processo
normal de desenvolvimento controlado pela programacao genética da planta (Miguel et

al., 2016).

O estudo de estruturas secretoras, especialmente coléter, ¢ de fundamental
importancia para biologia celular, pois nos fornece um modelo de estudo nessa area.
Um dos grandes mistérios da biologia celular € a passagem da secre¢do através da

parede celular, onde o estudo de coléteres pode fornecer respostas para o esclarecimento
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de tal fendmeno. Além disso, é possivel investigar a morte celular programada, no qual

o metabolismo da célula sofre importantes mudangas em seu funcionamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os coléteres de Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) quanto a

ontogénese, morfologia e processo secretor.

2.2 Objetivos especificos

v' Caracterizar a ontogénese do coléter de Morinda citrifolia L.;
v" Descrever o processo secretor dos coléteres de Morinda citrifolia L.;
v' Investigar, por técnicas de histoquimica, os principais compostos quimicos

presentes em coléteres de Morinda citrifolia L.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material

O material botanico de dois individuos foi coletado no Brasil (Fig. 1A),
estado do Ceara (Fig. 1B), no municipio de Maracanad (Fig. 1C), bairro Conjunto
Timbd, avenida do Contorno Norte S/N, localizagdo 3°52'27.5"S 38°3629.2"W (Fig.

1D). O local de coleta compreende a zona urbana do municipio.

Figura 1: Mapa do local de coleta do material botanico.
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3.2 Material botanico

Apices caulinares vegetativos de individuos adultos foram coletados com o
auxilio de uma lamina. As estipulas foram destacadas de cada né, utilizando pingas e
laminas. Para microscopia eletronica de varredura e microscopia Optica, as estipulas
foram fixadas e desidratadas quimicamente no laboratério. A identificacdo das estipulas
foi iniciada a partir do né mais velho em dire¢do ao né mais novo, regido que fica

préxima ao meristema apical.

3.3 Microscopia eletronica de varredura

Fragmentos da base da estipula de Morinda citrifolia, contendo coléteres,
foram fixados em solucdo aquosa contendo glutaraldeido de 2,5%, formaldeido 4%,
diluidos em tampao cacodilato de s6dio 0,05 mol/L, pH 7,2, em temperatura ambiente,
durante 24 horas. Posteriormente, o material foi lavado em tampao cacodilato de sddio,
por trés vezes, por 45 min cada lavagem. Apds as lavagens, as amostras foram
desidratadas com acetona em série crescente de 50%, 70%, 90% e 100%, por 45 min em
cada etapa. Apds desidratacdo o material foi seco com hexametildisilizano (HDMS). O
procedimento ocorreu em duas etapas, na primeira etapa os fragmentos foram expostos
a solugdo de 1:1 de HMDS/acetona, por 2 h. Em seguida foi utilizado HDMS puro nos
fragmentos, sendo deixado na capela para evaporar durante a noite. Fragmentos secos
de estipulas contendo coléter foram aderidos a fita de carbono dupla face. As amostras
foram cobertas por sputtering com uma camada de 20 nm de ouro, utilizando-se o
aparelho Quorum QI50T ES. A observacdo e documentacdo foram realizadas em

microscopio eletronico de varredura Quanta FEG 450 (FEI).

3.4 Microscopia eletronica de varredura ambiental

Fragmentos recém coletados foram dispostos em suportes apropriados de
aluminio. ApOs estabilizacio da temperatura, a analise foi iniciada. A anélise
morfoldgica foi realizada com auxilio de Microscopio eletronico de varredura Quanta
450 FEG (FEI), com aceleracao de voltagem em 10 kV, tamanho do spot de 2.5 ou 3.0 e
abertura final da lente de 30um. A distancia de trabalho foi de 7 a 10 mm em modo de
pressdo variavel, com pressdo variando entre 300 e 700 Pa e temperatura entre O e 2°
Celsius. As imagens foram obtidas com detector de elétrons secundirio em ambiente

gasoso (GSED).
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3.5 Microscopia optica

As amostras foram fixadas conforme procedimento descrito para MEV.
Apo6s serem lavados por 45 min no mesmo tampao, os fragmentos foram pds-fixados
em solucdo aquosa contendo tetroxido de 6smio 1,0 % diluido em tampao cacodilato de
sodio 0,05 M, pH ~ 7,2, temperatura ambiente, durante 1 hora na auséncia de luz.
Posteriormente, o material foi lavado em tampao cacodilato de sodio, por trés vezes, por
45 min cada lavagem. Apoés as lavagens, as amostras foram desidratadas com acetona
em série crescente de 50%, 70%, 90% e 100%, por 45 min em cada etapa. Entdo, os
fragmentos foram infiltrados com resina epoxi (EponPolibed), utilizando-se série
crescente de resina em propanona. A polimerizacdo da resina foi realizada a 60°C.
Cortes semifinos de aproximadamente, 1 um de espessura foram obtidos com navalhas
de vidro em ultramicrétomo (UC7-LEICA). A coloracdo foi realizada com solucido
aquosa de azul de toluidina 1,0 % (O Brien et al. 1964). Laminas permanentes foram
montadas com verniz composta de resina acrilica. A documenta¢do foi realizada em
fotomicroscopio Olympus UC30, utilizando cdmera digital modelo UC30 e software

para andlise de imagem Cell B.

3.6 Testes Histoquimicos

Fragmentos da base da estipula recém coletados foram fixados em solucio
aquosa contendo formaldeido 4% e cacodilato de sédio 0,05 mol/L em pH 7 sob
temperatura ambiente durante 2 h. Apos este tempo o material foi lavado no mesmo
tampdo por trés vezes, 45 mim cada lavagem. Apds as lavagens, as amostras foram
desidratadas com etanol em série crescente de 50%, 70%, 90% e 100%, por 60 min em
cada etapa. Em seguida, os fragmentos foram infiltrados em historesina Leica em série
crescente onde foi utilizada resina basica com ativador e etanol na proporcao de 1:1 por
48 horas. Na etapa posterior, os fragmentos foram infiltrados em solucdo pura de resina
basica com ativador por 24 horas. O emblocamento dos fragmentos foi realizado em
resina basica com ativador e solucdo hardener, onde a polimerizacdo foi realizada sob
luz incandescente durante 60 minutos. Cortes finos de aproximadamente 5 pm de
espessura foram obtidos com lamina de aco carbono em micrétomo rotativo automatico
(Leica RM 2265). As principais classes de compostos quimicos nos coléteres foram
investigadas usando os seguintes testes histoquimicos: Reagente Acido Periédico-Schiff

(PAS) para polissacarideos totais (Jensen, 1962), sudan black para lipideos totais
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(Pearse 1980), xylidine ponceau (XP) para proteinas (Vidal 1970), dcido tanico/cloreto
férrico para mucilagens (Pizzolato e Lillie, 1973), lugol para amido (Jensen, 1962) e
dicromato de potéssio para fendis (Gabe, 1968). Amostras controle foram realizadas de
acordo com especificacdo para cada teste. A documentacdo foi realizada em
fotomicroscopio Olympus UC30, utilizando cdmera digital modelo UC30 e software

para anélise de imagem Cell B.

3.7 Microscopia confocal a laser

Apices caulinares vegetativos foram coletados com auxilio de liminas e
levados imediatamente para o laboratério. Apds a separacdo das estipulas, fragmentos
contendo coléteres foram imersos em auramina O 1% durante 10 minutos, sendo o
fragmento lavado trés vezes em agua destilada para observacdo da cuticula. Amostras
foram observadas no microscopio confocal a laser (LM 710 Zeiss) utilizando o laser de
excitacdo com comprimento de onda de 405 nm. O espectro de emissdo foi coletado

entre 455-500 nm.

4 RESULTADOS

4.1 Morfologia externa de Morinda citrifolia

Um dos individuos coletados media aproximadamente 4 metros (Fig. 2A) e
possuiam folhas simples, opostas cruzadas, lanceoladas e pecioladas, com margem
lobada e venacdo pinada (Fig. 2B). As estipulas s@o interpeciolares ndo fusionadas,
protegendo o primoérdio foliar. A secrecdo encontrada no primérdio foliar dificultou a
separacdo das estipulas (Fig. 2C). Coléteres da espécie M. citrifolia sao encontrados na
base da superficie adaxial das estipulas, dispostos em forma de uma linha, possuindo
aspecto amarelado quando jovens (Fig. 2D). Uma vez a estipula destacada, o coléter
adquire coloragdo escura, devido a exposi¢do com o ambiente. A secre¢do cobre todo o
primérdio foliar (Fig. 2E), tendo consisténcia pegajosa com aspecto translucido, em
contato com o ambiente torna-se vitrea. O desenvolvimento de coléteres em M, citrifolia
ndo ocorre de forma sincronica levando-se em consideracdo cada um dos nés. Sendo
assim, o desenvolvimento dos coléteres foi descrito de acordo com estagios de

desenvolvimento.



21

Figura 2: Visao geral de M. citrifolia.

Fonte: Elaborad pelo autor.

A — Planta de M. citrifolia no local de coleta; B — Apice vegetativo mostrando folhas opostas cruzadas; C — Detalhe do
apice vegetativo. Note estipulas (seta aberta) protegendo o primérdio foliar (circulo); D - Detalhe da superficie adaxial da
estipula com coléteres na base (seta fechada); E - Corte longitudinal do 4pice vegetativo, estipulas com coléteres (seta
fechada) protegendo o primérdio foliar. Note a presenga de secrecdo junto ao primoérdio foliar (¥). Barras: A —2 m; B —
21ecm; C-2,5cm;D-28cm; E—1,1 cm.
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4.2 Estagios de desenvolvimento dos coléteres

Coléteres podem apresentar diferentes estigios de desenvolvimento na
mesma estipula, sendo eles, indiferenciado, pré-secretor, secretor e senescente. Em M,
citrifolia, foi observado coléteres indiferenciados, pré-secretores e senescentes (Fig. 3A,

B). Coléter em estigio inicial de desenvolvimento, encontra-se indiferenciado.

4.2.1 Coléter indiferenciado

Coléteres indiferenciados estdo no inicio de seu desenvolvimento. Tais
estruturas secretoras sdo caracterizadas por pequenas protuberancias na base da
superficie adaxial das estipulas (Fig. 3C). Cortes longitudinais e transversais das
estipulas exibem células isodiamétricas, havendo pouca diferenca no formato entre as
células do meristema fundamental e células da protoderme (Fig. 3D). Divisdes
anticlinais e periclinais que ocorrem na protoderme e divisdes no meristema
fundamental formam uma protuberancia na regido basal da estipula. A formagdo do
coléter inicia-se a partir de células meristematicas e protodérmicas, tendo origem mista,
caracteristica que define a estrutura secretora como coléter (Fig. 3D). Observa-se
intensa atividade mitotica nas células, com parede periclinal sendo formada. Essas
divisdes contribuem para o desenvolvimento do coléter (Fig. 3D). Coléter
indiferenciado nio produz secre¢do, contudo, foi observado secrecio junto a eles (Fig.
3D). A cuticula nesse estigio de desenvolvimento ndo apresentou enrugamento (Fig.
3E). Células do meristema fundamental e protodérmicas se diferenciam, formando o

coléter no estagio pré-secretor.

4.2.2 Coléter pré-secretor

Coléter pré-secretor apresenta cuticula levemente enrugada (Fig. 3F), com
pequena constri¢do na base, regido onde nao foram observadas células secretoras (Fig.
3G). Coléter nesse estagio de desenvolvimento apresenta eixo central parenquimatico
coberto por células secretoras dispostas em palicada. As células secretoras do coléter
nesse estigio de desenvolvimento, ainda ndo liberou secrecdo para o meio externo.

Cuticula foi notada aderida a parede periclinal externa (Fig. 3G). Observa-se pouco

enrugamento de cuticula no estagio pré-secretor, devido as células secretoras estarem
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turgidas (Fig. 3H). Com a continuidade do processo de secre¢do os coléteres entram em

estagio secretor.

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura (A, C, F), microscopia optica (B, D, G) e
microscopia confocal a laser (E, H) de coléteres de M. citrifolia em diferentes estiagios de
desenvolvimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A — Visdo geral da superficie adaxial da estipula exibindo coléteres em estigio indiferenciado (ponta de seta), pré-
secretor (PS) e estigio senescente (SN) coberto por secrecdo (*); B — Coléteres de Morinda citrifolia em estagio
indiferenciado (ponta de seta) e pré-secretor (PS); C — Coléter em estigio inicial de desenvolvimento (ponta de seta
aberta); D — Coléter em corte longitudinal no estigio inicial de desenvolvimento (ponta de seta aberta). Note a divisdo
celular e nicleo no inicio do desenvolvimento do coléter (pentagono); E — Coléter em corte transversal no estagio
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inicial de desenvolvimento (ponta de seta aberta); F — Detalhe de Coléter pré-secretor (PS). Observe constricdo na base
(ponta de seta branca); G — Corte longitudinal de coléteres em estagio pré-secretor (PS). Note secrecdo (*) acumulada
nas células da epiderme secretora (CS); H — Coléter em estagio pré-secretor, com cuticula pouco enrugada. Barras: A —
200 uym; B — 300 pm; C, D — 50 um; E, H—- 100 pm; F — 50 pm; G — 60 pm.

4.2.3 Coléter secretor

Coléteres em estagio secretor sdo notados aderidos a base da superficie
adaxial da estipula, principalmente imersos na secrecio (Fig. 4A). Em estagio secretor,
coléteres de M. citrifolia apresenta morfologia do tipo padrio (Fig. 4B), sendo
caracterizado por possuir eixo central alongado, com células secretoras de mesma
propor¢do em ambos os lados do coléter (Fig. 4C). Nao foram observados tragos
vasculares no eixo central do coléter, sendo evidente feixe de rafides (Fig. 4C). Detalhe
do coléter exibindo feixe de rafides e eixo central com células secretoras, coberto por
cuticula (Fig. 4D). Em M. citrifolia foram observados dois mecanismos de secre¢do, o
primeiro ocorre por ruptura de cuticula, e o segundo mecanismo ocorre por passagem da

secre¢do sem rompimento de cuticula.

Figura 4: Microscopia eletronica de varredura (A, B, D) e microscopia 6ptica (C) em
coléteres de M. citrifolia em estagio secretor.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A — Conjunto de coléteres na base da estipula, cobertos por secre¢do (*); B — Detalhe de coléter com
morfologia do tipo padrdo na base da estipula; C — Coléter exibindo eixo central (EC) alongado com
rafides (R), circundado por células secretoras (CS) empalicada dispostas axialmente; D — Detalhe do
coléter em corte na transversal exibindo feixe de rafides (R), eixo central (EC) e células secretoras (CS).
Observe secrecdo (*) nas células secretoras (CS). Barras: A - 500 um; B — 250 pym; C — 30 um; D — 50
pm.

Coléter apresentando rompimento de cuticula com secre¢ao sendo expelida

no 4pice (Fig. 5A), sendo tal caracteristica um processo fisico de liberacdo do exsudato
(Fig. 5B). Com o processo de liberacdo de exsudato para o meio externo, ocorre o
enrugamento da cuticula (Fig. 5B). O rompimento na cuticula pode ocorrer em qualquer
regido do coléter, ndo sendo restrito apenas ao apice (Fig. 5C, D), local onde foi
observado secrecdo (Fig. SE). O rompimento provoca descontinuidade na cuticula (Fig.
SF). A ruptura pode ocorrer em menor propor¢do, apresentando-se como pequenos
rompimentos na cuticula (Fig. 5G), local onde pode ser observada secrecao (Fig. SH). A
ruptura pode ocorrer em varios pontos da cuticula, otimizando o processo secretor (Fig.

5D
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Figura 5: Microscopia eletronica de varredura (B, E, H), microscopia confocal a laser
(C, G), microscopia optica (F, E) e microscopia eletronica de varredura ambiental (A,
D) em coléteres de Morinda citrifolia.

-
- a

Fonte: Elaborado pelo autor.
A — Coléter em estdgio secretor apresentando rompimento de cuticula (CUT) e secrecdo no apice (*); B —
Detalhe do coléter evidenciando a ruptura de cuticula (CUT) no 4pice (circulo pontilhado); C — coléter em

estdgio secretor com ruptura de cuticula (CUT) (circulo pontilhado). Note que a cuticula estd pouco
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enrugada, indicando que o processo secre¢do estd no inicio; D — Rompimento de cuticula (CUT) na regido
mediana do coléter (circulo pontilhado); E — Detalhe do rompimento de cuticula. Observe secre¢do no
momento da ruptura (circulo pontilhado). F — Corte longitudinal em coléter coberto por secrecdo (*), com
rompimento de cuticula (circulo pontilhado); G, H — Rompimento de cuticula (circulo pontilhado). Note
que o rompimento se apresenta como pequenas rupturas no coléter; I — Rompimento de cuticula em vérios
pontos do coléter (circulo pontilhado). Barras: A — 50 um; B, F — 30 um; C, G — 200 pm; D — 100 um; E
—10pm; H—5 pm; I - 60 pm.

O segundo mecanismo de secrecdo, ocorre sem rompimento de cuticula.
Coléter no inicio do processo secretor (Fig. 6A). Em estagio final da fase secretora, o
coléter libera secrecdo, que cobre a superficie da cuticula, regido em que ndo foi
observado rupturas (Fig. 6B). Nesse mecanismo de secrecdo, ndo foi observado
descontinuidade de cuticula (Fig. 6C). Coléter em estagio secretor exibiu constricdo na
base, regido formada por células ndo secretoras (Fig. 6C, D). Com continuidade no
processo secretor, a cuticula torna-se fortemente enrugada. Com o fim do processo

secretor e iniciando fase senescente.

Figura 6: Microscopia eletronica de varredura (A, B e D) e microscopia 6tica

(C) em coléteres de M. citrifolia em estagio secretor.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A — Coléter em estdgio secretor com dpice coberto por secrecdo (*). Nao foi observado ruptura de
cuticula (CUT); B — Coléter em processo final de secrecdo (*). Observe cuticula enrugada (CUT),
sem rompimento evidente. C — Corte longitudinal de coléter mostrando contri¢do na base (ponta de
seta branca), feixe de rafides (R) no eixo central (EC) e células secretoras (CS); D — Constricdo na
base do coléter no inicio da atividade secretora (Ponta de seta branca). Mesmo com secre¢do no
exterior do coléter, ndo foi observado rompimento de cuticula. Barras: A, B, D — 100 um; C — 60
pum.

4.2.4 Coléter senescente

Coléter no final do estigio secretor entra em fase senescente. A cuticula
adquire aspecto murcho e enrugado. E comum nesse estigio, a secrecdo cobrir a
superficie do coléter (Fig. 7A). A constricdo torna-se pouco evidente na base (Fig. 7B),
apresentando células secretoras menos volumosas (Fig. 7C). E notavel a formacdo do
meristema de abscisdo na base do coléter senescente (Fig. 7C). Em estagio senescente,
as células secretoras encontram-se colapsadas, apresentando formato irregular (Fig. 7D).

Também foi observado rupturas na estrutura do coléter (Fig. 7E).

Figura 7: Microscopia eletronica de varredura (A, B) e microscopia 6ptica (C,

D, E) em coléteres de M. citrifolia em estigio senescente (SN).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A — Visdo geral de coléteres na base da estipula, todos coberto por secrecdo (*). Note que os coléteres
diminuem de volume em estigio senescente. B — Constricdo na base do coléter em estagio senescente
(SN). Observe a constri¢do pouco evidente (ponta de seta branca). C — Coléter em estigio senescente
(SN) e meristema de abscisdo (MA) na superficie da estipula. Nesse estdgio as células secretoras
diminuem de volume; D — Detalhe do coléter em estigio senescente com rafides (R) no eixo central (EC).
Veja que as células secretoras nesse estagio encontram-se colapsadas; E — Coléter em corte transversal
mostrando células secretoras (CS) desorganizadas com rompimento de cuticula (circulo pontilhado).
Barras: A — 200 pum; B — 100 um; C, D, E — 60 pm.

4.3 Testes histoquimicos

Foram realizados testes histoquimicos em coléteres de M. Citrifolia nos
quatro estagios de desenvolvimento: Coléter indiferenciado, Pré-secretor, secretor e
senescente. Diferentes substincias quimicas contidas nos coléteres foram identificadas
durante o desenvolvimento destas estruturas. A coloracdo variou de intensidade em
funcdo da quantidade do composto quimico presente em cada regido da estrutura
secretora. A secrecdo € composta principalmente por proteinas, mucilagem e
polissacarideos (Tabela 01). Teste histoquimico utilizando xylidine ponceau (XP)
evidenciou proteinas, estando presentes em células secretoras (Fig. 8 B, C, D), secrecdo
(Fig. 8C) e nucleo celular (Fig. 8 A, C, D). Nao foi observado proteinas no nucleo

célualar em estagio pré-secretor, devido as células secretoras estarem turgidas (Fig. 8A,

C, D).

Utilizando reagente 4cido periodico-schiff (PAS) para deteccdo
polissacarideos, ndo foi observado reacdo com o nucleo celular, resultado comum para
todos os estagios de desenvolvimento (Fig. 8E, F, G, H). Coléter em estagio
indiferenciado, ocorreu fraca reacdo com parede periclinal externa (Fig. 8E). Em estigio
pré-secretor, secretor e senescente, a camada de polissacarideos reagiu com parede
periclinal externa, apresentando forte coloragdo (Fig. 8G, H). Houve forte reacdo com
células secretoras e secrecdo em coléteres no estagio pré-secretor, secretor € senescente
(Fig. 8F, G, H). Utilizando acido tanico/cloreto férrico para detec¢ao de mucilagem, foi
observada reacdo positiva com o nucleo celular em estagio indiferenciado (Fig. 81), pré-
secretor (Fig. J) e estagio secretor (Fig. 8K). Reacdo forte com secrecdo, apresentando
forte coloracdo (Fig. 8K). Nao foi observada reacdo positiva com o nucleo em estagio
senescente, reagindo apenas com secrecdo (Fig. 8L). Em estagio senescente, mucilagem

foi observada em células secretoras (Fig. 8L).
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Teste histoquimico aplicado para deteccdao de lipidios, utilizando sudan
black, revelou reacdo positiva com cuticula e extratos cuticulares, apresentando
coloracdo intensa nessa regido, para todos os diferentes estdgios de desenvolvimento
(Fig. 8M, 8N, 80, 8P), no entanto, ndo foi detectado lipidios na secrecdo do coléter

(Fig. 80).

Figura 8: Coléter de M. citrifolia em diferentes estagios de desenvolvimento. Material

em historresina (A - P) submetido a teste histoquimico.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Teste utilizando xylidine ponceau (XP) para proteinas (A, B, C, D); Solugio acido peridédico-schiff (PAS)
para polissacarideos (E, F, G, H); cloreto férrico/ acido tinico para mucilagem (I, J, K, L); sudan black

para lipideos totais (M, N, O, P). A — Coléter em estagio indiferenciado (ponta de seta). Coloracdo
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vermelha indica reacdo positiva para proteinas. Observe o nicleo celular fortemente corado (flecha). B —
Coléter em estagio pré-secretor. Forte reacdo com células secretoras (CS). Ndo foi observado reagcdo com
ntcleo celular. C — Coléter em estagio secretor. Reacdo positiva com secrecdo (*), citoplasma e nicleo
celular (flecha). E — Coléter em estigio senescente. Observe células secretoras (CS) coradas indicando
reacdo positiva. E — Coleter em estagio indiferenciado. Coloracdo rosa indica a presenca de
polissacarideos. Note secrecdo (*) rica em polissacarideos. F — Coléter em estigio pré-secretor. Forte
reacdo com células secretoras (CS). G — Coléter em estdgio secretor. Reac¢do positiva com células
secretoras (CS), secrecdo (*). H — Coléter em estagio senescente. Forte reacdo com células secretoras.
Nao foi observado reacdo com o ntcleo celular. I — Coléter indiferenciado (ponta de seta). Reagdo fraca
com o niicleo celular (flecha). J — Coléter em estagio pré-secretor. Observe secreciio nas células secretoras
(CS). Nao foi observado reacdo com o nicleo. K — Coléter em estagio secretor. Reagdo fraca com o
ntcleo celular (flecha), no entanto, reagéo forte com a secre¢do (*) indicando a presenca de mucilagem. L
— Coléter em estagio senescente (SN). Nao foi observado reagcdo com o nicleo celular (flecha). M, N, O,
P — Reac@o positiva para lipidios em todos os estidgios de desenvolvimento do coléter. Reagao forte com
cuticula e extratos cuticulares. Nao foi observado reacdo com o nicleo e secrecdo. Barras: A, F, O — 70

pm; B, D, N-40 um; C - 50 um; J - 53; E, G, H, [, K, L, P, M — 60 pm.

Para detectar amido, foi utilizada solucdo de iodo, ndo sendo observada
reacdo positiva em células secretoras e secre¢do do coléter (Tabela 1). Com dicromato
de potéssio, ndo foi detectado fenol na secrecdo e células secretoras do coléter. O
mesmo resultado repetiu-se com o nucleo celular e eixo central (Tabela 1). Os

resultados detalhados dos testes histoquimicos realizados encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracterizacdo histoquimica dos principais compostos quimicos do coleter e

secrecdo em Morinda citrifolia.

v Ny
1) 2 2 =t 4] g
8| 28| 2g £| 3| @
= a3 | 20 2 g =
&l gl =7 9 < g
5| 88| > =
O ~ =
Parede celular + _ _ _ _ _
Citoplasma D
Protoderme p — — N = — —
Nucleo _ _ _ ++ _ +
Coléter Parede celular _ _ ND | _ _ _
indiferenciado . :
Meristema Citoplasma _ _ + _ _ _
Fundamental .
Nucleo _ _ _ ++ _ +
Parede celular _ _ _ + _ +
Eixo central Vactiolo B B _ _ _ _
Citoplasma _ _ + _
Coléter Pré-
secretor Parede celular ++ _ _ _
, Vactuolo
Células = = — = — —
secretoras Citoplasma _ _ + ++ _ +
Nicleo _ _ _ |IND| _ | ND
Parede celular _ _ + + _ +
. Vactuolo
Eixo Central — - — - = —
Citoplasma _ _ + + _
Parede celular ++ _ ++ + _
Coléter secretor ) Vactolo _ _ _ + _ _
Células -
secretoras Citoplasma — — ]t —
Nucleo _ _ _ ++ _
R ++
Secrecio _ _ + + _ | Tt
Parede celular _ _ ++ _ _ +
Vactuolo _ _ _ _ _ _
Eixo Central ;
Citoplasma _ _ + _ —
Parede celular ++ _ ++ _ _
Coléter Vactiolo . _ _ _ _ _
senescente Células
secretoras Citoplasma _ _ ++ _ _ +
Nucleo _ _ _ ++ _ ND
R ++
Secrecdo _ _ + ++ _ +

Fonte: Elaborado pelo autor.

Chave: (+) Reacdo fraca, (++) Reacdo moderada, (+++) Reagao forte, (-) Ndo reagiu, (ND) Nao detectado.
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5 DISCUSSAO

5.1 Morfologia externa

Coléteres de M. citrifolia foram caracterizados através de técnicas de
microscopia Optica e microscopia eletronica de varredura. Tais ferramentas permitiram
a observacdo dos coléteres em diferentes estigios de desenvolvimento, incluindo
mecanismos de secrecdo. Em M. citrifolia, coléteres foram encontrados na superficie
adaxial das estipulas, estando presente na base, dispostos em forma de linhas simples.
Tal caracteristica foi observada por vérios autores (Thomas e Dave, 1990; Klein et al.,
2004; Miguel et al., 2010; Pinheiro et al., 2015; Miguel et al., 2016). Também foram
descritos coléteres em outros Orgdos da planta para familia Rubiaceae, como calice
(Dave et al., 1987) e bracteas (Mayer et al., 2013). Em outras familias de angiospermas,
coléteres foram descritos em diferentes localizacdes. Em Turneraceae, coléteres foram
descritos no primoérdio foliar (Gonzalez, 1998), em Lecythidaceae, coléteres foram
descritos nas margens da folha (Paiva, 2012) e Malphigiaceae, coléteres foram

encontrados em bricteas (Gagliardi et al., 2016).

A secrecdo produzida no coléter de M. citrifolia apresenta aspecto
translucido, sendo observada na base da estipula e cobrindo o &4pice vegetativo,
caracteristica descrita em coléteres de Bathysa gymnocarpa e Bathysa stipulata (Miguel
et al., 2010). Coléteres de Morinda citrifolia apresenta diferentes estidgios de

desenvolvimento.

5.2 Estagios de desenvolvimento do coléter

O desenvolvimento de coléteres em M. citrifolia ocorre de forma assincrona,
apresentando diferentes estagios de desenvolvimento em um mesmo né. Outras espécies
apresentaram as mesmas caracteristicas. Em Caryocar brasiliensis (Caryocaraceae)
(Paiva e Machado, 2006) e Tocoyena bullata (Miguel et al., 2016), foram descritas
coléteres em diferentes estagios de desenvolvimento, presentes no mesmo no.
Diferentes estigios de desenvolvimento garantem a produ¢do de secre¢do durante todo
o desenvolvimento da inflorescéncia como observado na ordem Malpighiales (Gagliardi
et al.,, 2016). Coléter no inicio de desenvolvimento, encontra-se indiferenciado. Os
estdgios foram definidos em quatro tipos: coléteres indiferenciados, pré-secretores,

secretores € senescentes.
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5.2.1 Coléter indiferenciado

Coléteres apresentam origem mista, sendo originado do tecido fundamental
e protoderme. (Paiva e Machado, 2006). Coléter de M. citrifolia apresentou mesma
caracteristica, tendo o desenvolvimento da estrutura secretora origem mista. No inicio
de desenvolvimento do coléter, as células da protoderme e do tecido fundamental estdao
ainda indiferenciadas. Ambas as células no inicio do desenvolvimento sido
isodiamétricas (Klein et al., 2004). Tanto na protoderme como no meristema
fundamental, ocorrem divisdes periclinais e anticlinais formando um amontoado, que
com o desenvolvimento da estrutura secretora vao se tornando alongadas (Dave et al.,
1988). Essas sucessivas divisdes € de fundamental importancia para a diferenciacdo

celular.

Coléteres de origem mista foram descritos por vérios autores para familia
Rubiaceae (Da Cunha e Vieira, 1993; Klein et al., 2004 e Barreiro e Machado, 2007).
Além de Rubiaceae, coléteres de origem mista foram descritos para familia de
Apocynaceae (Appezzato-da-Gloria e Estelita, 2000). No entanto, Paiva e Machado
(2006) consideram estruturas secretoras presente em Hymenaea estigonocarpa
(Fabaceae) como coléteres, embora eles tenham apenas origem na protoderme. Esta
caracteristica foi observada em Hibiscus pernambucensis (Malvaceae) (Rocha et al.,
2011). Na espécie Ipomoea asarifolia (Convolvulaceae), o autor classifica a estrutura
secretora com base na presenca de polissacarideos na secrecdo (Martins et al., 2011).

Ap6s diferenciacio, coléter de Morinda citrifolia entra em estagio pré-secretor.

5.2.2 Coléter pré-secretor

Coléter pré-secretor apresenta células diferenciadas, no eixo central e
epiderme secretora. O coléter maduro e diferenciado possui eixo central longo e curto
pedinculo (Thomas e Dave, 1990). Nesse estigio de desenvolvimento, as células
secretoras dos coléteres de Morinda citrifolia estdo turgidas. A secrecdo ocupa maior

parte do conteudo celular.

Em M. citrifolia, nesse estdgio de desenvolvimento, foi observado
constricdo na base. A morfologia do coléter para a espécie M. citrifolia é do tipo padrao,
sendo caracteristica recorrente na familia Rubiaceae. A morfologia anteriormente

mencionada foi descrito em Bathysa nicholsonii (Miguel et al., 2006), Simira (Klein et
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al., 2004) e Gardenia licida (Dave et al., 1988). Além de Rubiaceae, tais caracteristicas
foram observadas em outras familias como Euphorbiaceae (Martins et al., 2016),
Aquifoliaceae (Gonzalez e Tarragd, 2009) e Apocynaceae (Rio et al., 2002). Apds

estagio pré-secretor, o coléter libera secrecao para o meio externo.

5.2.3 Coléter secretor

Coléteres de M. citrifolia em estagio secretor apresenta morfologia do tipo
padrdo, sendo caracteristica mais comum encontrado em angiospermas (Thomas, 1991).
Este tipo morfoldgico de coléter foi descrito por varios autores (Dave et al., 1988; Klein
et al., 2004; Miguel et al., 2006; Miguel et al., 2010). A estrutura secretora descrita
anteriormente e formada por curto pedinculo, eixo central que pode apresentar
vascularizacdo, bem como feixe de rifides. As células secretoras estdo dispostas em
palicada com cuticula espessa (Vitarelli et al., 2015; Appezzato-da-Gléria e Estelita,

2000).

Na espécie M. citrifolia foi observado constri¢do na base do coléter, estando
esta caracteristica presente em outras espécies da familia Rubiaceae. Esses resultados
mostram que a anatomia em coléteres ndo diferem muito no género Rubiaceae, sendo
visto em Gardenia liicida (Dave et al., 1988) espécies de Simira (Klein et al., 2004),
Bathysa nicholsoni (Miguel et al., 2006), Psychotria carthagenensis (Vitarelli e Santos,
2009) e Pentas lanceolata (Muravnik et al., 2014). A maioria das caracteristicas
anatdmicas dos coléteres foi observada também em outras familias, como visto em
Myrtaceae (Silva et al., 2012), Apocynaceae (Appezzato-da-Gléria e Estelita, 2000; Rio
et al., 2005) e Turneraceae (Gonzalez, 1998). Nao foi observado traco vascular em
coléteres de Morinda citrifolia, no entanto, muitos autores descreveram a presenga de
traco vascular na estrutura secretora (Tresmondi et al., 2015; Miguel et al., 2010;

Miguel et al., 2006; Klein et al., 2004; Rio et al., 2002).

Aparentemente, a presenca de traco vascular ndo possui importancia em
relacdo a atividade das estruturas secretoras. A presenca de um vestigio vascular na
estrutura secretora depende apenas da proximidade do coléter com tragos vasculares dos
tecidos onde estdo inseridos (Appezzato-da-Gloria e Estelita, 2000). O numero e o

tamanho dos coléteres tambem é determinante para o fornecimento da vascularizagdo,
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uma vez que, o coléter requer uma maior entrada de precursores para produgdo da

secrecao (Tresmondi et al., 2015).

Coléteres em fase secretora produzem grande quantidade de exsudato,
estando de acordo com sua principal fun¢do, proteger o primérdio foliar e folhas jovens
durante seu desenvolvimento. Essa funcao de protecao € unanime na literatura (Thomas,
1991; Miguel et al., 2006; Miguel et al., 2010; Muravnik et al., 2014; Tresmondi et al.,
2015). A secregdo de M. citrifolia e translucido e cobre todo 4pice vegetativo, sugerindo

um mecanismo de prote¢do dos tecidos meristematicos.

Dois mecanismos de liberagdo da secre¢do para o meio externo foi visto em
M. citrifolia, por ruptura e passagem de secre¢do através da cuticula. O acimulo de
secrecdo ocorre no espago subcuticular, ocasionando o deslocamento da cuticula e
rompimento. Tais caracteristicas foram descritas por muitos autores (Dave et al., 1988;
Paiva e Machado, 2006; Vitarelli et al., 2015; Miguel et al., 2016). No entanto, na
espécie Morinda citrifolia ndo foi observado o actimulo de secre¢do no espago

subcuticular, somente o0 rompimento.

Outro resultado sugere que, a passagem da secrecdo pode ocorrer sem o
rompimento da cuticula. Alguns autores fornecem evidéncias em relagdo a passagem da
secrecdo através da parede periclinal externa, sem causar o rompimento da cuticula. Em
coléteres de Psychotria carthagenensis (Rubiaceae) a passagem de secrecdo ocorre
através de poros (Vitarelli e Santos, 2009), por microporos em Oncidium flexuosum
(Orchidaceae) (Mayer et al., 2011), difusdo em Bathysa gymnocarpa e Bathysa
stipulata (Rubiaceae) (Miguel et al., 2010), canais secretores em Ficus enormis
(Moraceae) (Machado et al., 2013) e vesiculas secretoras em Cannabis sativa
(Canabaceae) (Mahlberg e Eun-Soo, 1992). No entanto, esses resultados ainda deixam
ddvidas em relacdo a passagem de secre¢do sem rompimento de cuticula. Em Morinda
citrifolia, os dados sdao ainda inconclusivos em relagdo ao modo de passagem da

secrecdo sem rompimento cuticular.

5.2.4 Coléter senescente

Coléter senescente foi caracterizado por possuir superficie enrugada, com
secrecdo ainda presente na superficie. Em estigio senescente ocorre a vesiculagdo do

protoplasto, indicando que os dictiossomos estdo produzindo enzimas liticas, o que
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sugere morte celular programada (Paiva, 2012). Nesse estigio de desenvolvimento,
coléteres de Morinda citrifolia apresenta constricdo pouco evidente, devido as células
secretoras ficarem menos volumosas e desorganizadas (Miguel et al., 2010; Fernandes
et al., 2016). Nesta fase é notavel a formacdo de um meristema de abscisdao na base do
coléter (Miguel et al., 2016). Na area de abscisdo e possivel observar uma cicatrizagdao
(Macedo et al., 2016; Fernandes et al., 2016), sendo esta caracteristica evidente na
espécie Morinda citrifolia. Em Cariniana estrellensis (Lecythidaceae) foi descrito
componentes fenélicos na area de abscisdo (Paiva, 2012). Nao foi possivel verificar

compostos fendlicos nesta mesma area em Morinda citrifolia.

5.3 Testes histoquimicos

M. citrifolia apresenta secre¢do constituida de muitos componentes
quimicos. E conhecido que a composi¢io quimica da secrecio do coléter e complexa,
sendo comum a presenca de proteinas (Coelho et al., 2013; Mayer et al., 2013),
polissacarideos (Vitarelli et al., 2015), lipidios (Paiva, 2009; Martins et al., 2016) e
mucilagem (Rio et al., 2002; Machado et al., 2015). Reagdo para proteinas em Morinda
citrifolia foi realizada com xylidine ponceau (XP), podendo ser detectado utilizando
outros métodos: azul brilhante de comassie (Coelho et al., 2013), anilina azul (Mayer et
al., 2013) e azul de bromophenol (Barreiro e Machado, 2007). Em Morinda citrifolia,
proteinas estdo presentes, principalmente, em células secretoras e nucleo, sendo em
menor quantidade no eixo central e secrecdo. Em coléteres de Zanthoxylum
minutiflorum (Rutaceae) foi descrito proteinas principalmente nas células secretoras
(Macedo et al., 2016). Em Croton glandulosus (Euthorbiaceae) foi observado proteinas
na secrecdo dos coléteres (Machado et al., 2015). No entanto, em Casearia (Salicaceae)
nao foi descrito presenca de proteinas na estrutura dos coléteres, bem como na secre¢io

(Fernandes et al., 2016).

Teste histoquimico com PAS foram descritos para vérias espécies, sendo
caracteristica comum a presenga de polissacarideos. Em Casearia (Salicaceae) foi
observado polissacarideos em células secretoras e secre¢do (Fernandes et al., 2016), na
espécie Delechampia alata (Euphorbiaceae) polissacarideos foram descritos na secrecio
(Martins et al., 2016). Em Bathysa cuspidata (Rubiaceae) polissacarideos foram
observados na secrecdo e células secretoras (Coelho et al.,, 2013), sendo tais

caracteristicas encontradas na espécie Morinda citrifolia. Proteinas e polissacarideos
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foram encontrados na secrecio e células secretoras de Morinda citrifolia, cuja funcdo é
proteger os tecidos em desenvolvimento contra dessecacdo e danos durante o
crescimento. Mesma funcdo foi relatada na espécie Pentas lanceolata (Rubiaceae)

(Muravnik et al., 2014).

Mucilagem presente em coléteres de M. citrifolia, demonstram a
importancia desse composto na protecdo de estruturas em desenvolvimento. A natureza
higroscopica e textura viscosa da mucilagem mantem regides meristeméticas hidratadas
(Silva et al., 2012). A composi¢cdo quimica da mucilagem envolve uma complexa
mistura de agucares, formados a partir de unidades de agtcar e acido urdnico (Bhatia et
al. 2014), no entanto, em sementes de arabidopsis, 0 composto em maior quantidade na
mucilagem € pectina. Pectina e um polissacarideo 4cido, que forma um gel na matriz
extracelular(Western et al. 2000). Em tubérculos de Dioscorea batatas, a mucilagem e

constituida por agua, pectinas, acucares e acidos organicos (Misaki et al., 1972)

Na espécie M. citrifolia, lipidios de cunho estrutural, presentes na parede
periclinal externa reagiu fortemente com sudan black. Nao foi detectado lipidios na
secrecdo de M. citrifolia, no entanto lipideos podem estar presentes em outras partes da
estrutura do coléter, sendo que tal caracteristica ndo foi observado em coléteres de M.
citrifolia. Em coléteres de Zanthoxylum minutiflorum (Rutaceae), lipideos foram

descritos nas células secretoras e cuticula (Macedo et al., 2016).

Amido nao foi observado na secrecdo dos coléteres de M. citrifolia, sendo
energeticamente  desfavoravel seu desperdicio. Esta caracteristica descrita
anteriormente, € recorrente em outras espécies estudadas como Bathysa cuspidata
(Rubiaceae) (Coelho et al., 2013) e Delechampia alata (Euphorbiaceae) (Martins et al.,
2016). No entanto, graos de amido e goticulas de 6leo podem estar presentes nas células
secretoras, como observado em Tontelea micrantha (Celastraceae, Salacioideae), sendo
provavelmente uma reserva energética transitéria. Esta estratégia facilita a fonte de
energia ininterrupta para a sintese de mucilagem e secrecdo durante o periodo
relativamente curto de secrecdao (Mercadante-Simdes e Paiva, 2013). O amido constitui
reserva energética sendo formado nos plastidios das plantas superiores, o amido é
sintetizado nas folhas, onde serve como carboidrato de reserva temporario, acumulando-
se nos cloroplastos durante o dia e servindo como fonte principal para a sintese

de sacarose citosOlica durante a noite (Vandeputte e Delcour, 2004; Tester et al.,
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2004). Compostos fenodlicos ndo foram observados na secrecdo de M. citrifolia,
caracteristica em comum encontrado em coléteres de Bathysa cuspidata (Coelho et al.,
2013). Os flavonoides, grupo de metabolitos secundarios da classe dos fendis, exercem
nas plantas prote¢do contra raios ultravioleta, protecao contra insetos, virus, bactérias,
atracdo de polinizadores, acdo antioxidante e inibi¢do de enzimas (Zuanazzi e

Montanha, 2004).
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6 CONCLUSAO

— Coléteres de M. citrifolia possuem quatro estagios de desenvolvimento, sendo eles:
indiferenciado, pré-secretor, secretor e senescente. Esses quatros estidgios apresentam

caracteristicas morfologicas e anatdmicas distintas.

— Dois mecanismos de secrecdo foram observados para espécie M. citrifolia, por

ruptura de cuticula e sem ruptura respectivamente.

— O primeiro mecanismo ocorre por ruptura na cuticula, caracterizando-se como
processo fisico. O segundo mecanismo de secre¢do ocorre sem ruptura na cuticula,
sendo que a passagem do exsudato na parede periclinal externa na espécie M. citrifolia

carece de investigacdo mais detalhada.

— Proteinas, polissacarideos e mucilagem sdao predominantes na secrecdo. Apenas
proteinas foram identificadas no nucleo. Lipideos foram identificados na parede

periclinal externa.
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