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RESUMO
A familia Rubiaceae ocupa o quarto lugar em todo o reino vegetal, com relagdo ao numero de
espécies, apos as familias Orquidaceae, Asteraceae e Leguminosae. Com cerca de 13.143
espécies, abrange em torno de 611 géneros, dos quais 26 possuem mais de 100 espécies. Sua
distribuicdo geogréfica se concentra em regides quentes, principalmente na area dos trépicos,
onde crescem 75% das espécies. Nesse contexto, a espécie Genipa Americana L. (Rubiaceae)
apresenta grande importancia dentro do grupo, tendo em vista sua utilizagdo na recuperagao
de ecossistemas lacustres, acentuado estudo das caracteristicas quimicas e farmacoldgicas de
seus dois principais &cidos, genipinico e genipico, bem como sua vasta utilizacdo nos mais
diversos contextos da industria alimenticia, de couros, bebidas, tintas, combustiveis, madeiras,
dentre outras. Esta pesquisa teve por objetivo caracterizar o coléter presente nas estipulas da
espécie Genipa americana L. (Rubiaceae), de modo a descrever o processo de ontogénese,
determinar a micromorfologia e a anatomia, caracterizar o processo de externalizacdo da
secrecdo, e realizar a histoquimica da secrecdo. A metodologia empregada compreendeu
Microscopia Eletronica de Varredura, Microscopia Otica e Testes Histoquimicos. Os
resultados obtidos foram: Ontogénese em trés estagios: inicial, intermediario e final, com os
coléteres formados a partir de células da protoderme e do meristema fundamental, através de
divisdes anticlinais na protoderme e periclinais. Coléteres organizados na base da estipula em
formato triangular; tipo padrdo; presenca de constricio da base; epiderme palicadica,
constituida por células secretoras; eixo central, constituido por celulas parenquimaticas
alongadas, e ndo vascularizado. Mecanismo secretor apresenta acimulo de secrecdo e
formacdo de espaco subcuticular, distensdo da cuticula e liberacdo da secrecdo via poro
secretor apical cuticular. A analise da secrecdo permitiu caracterizar a natureza mista e
confirmar a presenca de mucilagem, proteinas, polissacarideos, lipideos e compostos
fendlicos. O estudo de estruturas secretoras como os coléteres, em muito tem contribuido para
a melhor caracterizacdo de representantes em espécies de Rubiaceae, vindo a se tornar uma

importante ferramenta de pesquisa.

Palavras-chave: Coléter. Genipa americana. Ontogénese. Processo secretor.



ABSTRACT
The Rubiaceae family occupies the fourth place in the whole vegetal kingdom, regarding the
number of species, behind the families Orquidaceae, Asteraceae and Leguminosae. With
about 13,143 species, covers around 611 genera, of which 26 have more than 100 species. Its
geographic distribution is concentrated in hot regions, mainly in tropical areas, where 75% of
species grow. In this context, the species Genipa americana L. (Rubiaceae) presents great
importance within the group, considering its use in the recovery of lacustrine ecosystems, an
accentuated study of the chemical and pharmacological characteristics of its two main acids,
genipinic and genipic, as well as its wide use in the most diverse contexts of the food
industry, leather, beverages, paints, fuels, wood, among others. This research aims to
characterize the colleter present in the stipules of Genipa americana L. (Rubiaceae), in order
to describe the ontogenesis process, determine the micromorphology and anatomy, to
characterize the process of secretion release, and to perform the histochemistry of the
secretion, in search of the following substances: Starch, Phenolic Compounds, Lipids,
Mucilage, Total Polysaccharides, Proteins and Tannins. The methodology used comprised
Scanning Electron Microscopy, Optical Microscopy and Histochemical Tests. The results
obtained led to the following conclusions: Ontogenesis in three stages: initial, intermediate
and final, with the colleters formed from cells of the protoderm and the fundamental
meristem, through anticlinal divisions in the protoderm and periclinais; colleters organized in
the base of the stipule in a triangular format; standard type; presence of base constriction;
palisade epidermis, constituted by secretory cells; central axis, constituted by elongated
parenchymatic cells, and non-vascularized. Its secretory mechanism presents an accumulation
of secretion and formation of subcuticular space, distension of the cuticle and release of
secretion across cuticular secretory pore. The secretion analysis allowed to characterize its
mixed nature and confirm the presence of mucilage, proteins, polysaccharides, lipids and
phenolic compounds. The study of secretory structures, such as colleters, has greatly
contributed to the better characterization of representatives of Rubiaceae species, and has

become an important research tool.

Keywords: Colleter. Genipa americana. Ontogenesis. Secretory process.
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1 INTRODUCAO

A caatinga € um ecossistema exclusivamente brasileiro, impar em suas feicoes, e
que se constitui na principal formacdo vegetal presente na regido semiarida.

A despeito de sua notavel heterogeneidade em termos da diversidade de espécies
(nativas ou esponténeas) ali presentes, boa parte das areas de caatinga encontra-se em
estarrecedor processo de degradacdo ambiental e intensa desertificacéo.

Esta degradacdo é resultado, por exemplo, da expansdo de &reas para cultivo
agricola e das recorrentes queimadas, da extracdo clandestina e comércio ilegal de madeira
nativa para fornos de atividades comerciais de pequeno e médio portes (olarias, padarias etc.),
de uso e ocupacéo inadequados do solo, dentre outros.

Dentre as fitofisionomias observadas no bioma caatinga, estdo diversas espécies
de porte arboreo, largamente utilizadas pelas comunidades da regido do semiarido no
tratamento das mais diversas enfermidades, a exemplo da aroeira (Myracrodruom urundeuva
Allemao), jenipapo (Genipa americana L.), jurubeba (Solanum paniculatum L.) e angico
(Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan.) (CORDEIRO e FELIX, 2014).

A Genipa americana L. (Rubiaceae), popularmente conhecida como jenipapo,
pertence a familia Rubiaceae, e esta presente em vérias formacdes florestais no Brasil, sendo
sua disponibilidade e comercializagéo restritas a sazonalidade (entre Novembro e Dezembro),
tendo seu fruto alta perecibilidade (SANTANA NETA, 2014).

A Genipa americana L. (Rubiaceae) apresenta importancia (a) nutricional, pois é
fonte de micronutrientes e compostos fendlicos; (b) econémica, em funcdo da comerciali-
zacdo de alimentos a partir dela produzidos, a exemplo de doces, licores, compotas e geleias;
e (c) farmacoldgica, por conta do uso medicamentoso de suas por¢des, como 0 fruto in
natura, decoccao da casca e folhas, suco, licor etc. (LORENZI, 1992 apud QUEIROZ, 2009).

A espécie tem também importancia ambiental, no que diz respeito a recomposi¢ao
de matas ciliares, devido as suas caracteristicas adaptativas, ja que suporta longos periodos de
alagamento com rapido crescimento e abundante producdo de sementes (DURIGAN e
NOGUEIRA, 1990 apud QUEIROZ, 2009).

Esta é, portanto, uma espécie que tem reais potencialidades de ampliacdo de suas
variadas aplicacBes, o que motivou a escolha da Genipa americana L. (Rubiaceae) para a
realizacdo deste estudo, contribuindo para o enriquecimento do conhecimento cientifico a ela
relacionado, de modo que venha a se tornar ferramenta de apoio para estudos de

caracterizacdo e distin¢do taxondmica entre as diferentes espécies do grupo.
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1.1 Objetivo geral

Esta pesquisa tem por objetivo geral caracterizar os coléteres presentes nas
estipulas da espécie Genipa americana L. (Rubiaceae), com relagdo a micromorfologia e

anatomia.

1.1.1 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, sdo apresentados 0s seguintes:

(@) Descrever o processo de ontogénese do coléter de Genipa americana L.
(Rubiaceae);

(b) Caracterizar a micromorfologia e anatomia do coléter de Genipa americana
L. (Rubiaceae) nos diferentes estagios de desenvolvimento;

(c) Caracterizar o processo de externalizacdo da secrecdo no coléter de Genipa
americana L. (Rubiaceae); e

(d) Realizar o estudo histoquimico da secrecdo presente no coléter de Genipa
americana L. (Rubiaceae), e evidenciar a possivel presenca das seguintes
substancias: Amido, Compostos Fenolicos, Lipideos, Mucilagem,

Polissacarideos Totais, Proteinas e Taninos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae ocupa o quarto lugar em todo o reino vegetal, com relacéo ao
nimero de espécies, apresentando cerca de 13.143 espécies, situando-se no ranking geral
deste reino apds as familias Orquidaceae, Asteraceae e Leguminosas, abrangendo em torno de
611 géneros, dos quais 26 tém mais de 100 espécies (DAVIS, 2006).

Sua distribuicdo geografica estd concentrada em regides de clima quente,
principalmente na area dos tropicos, onde se desenvolvem 75% das espécies. O maior nimero
de espécies se concentra na América do Sul, com cerca de 1.200 (30%) espécies
documentadas, seguida pela Asia, com 1.000 (25%), no qual a Malasia detém cerca de 607
(15%) (CHIQUIERE et al., 2004).

No Brasil, esta familia esta representada por 18 tribos, 101 géneros e 1.010
espécies, com ampla distribuicdo nos biomas da Amazodnia, Mata Atlantica, Cerrado e
Caatinga, tendo este ultimo presenca de 25 géneros. Os géneros com maior numero de
espécies sdo: Alibertia, Psychotria, Palicourea e Tocoyena (MENDONCA et al., 2013).

Segundo Delprete e Jardim (2012), a classificacdo da familia Rubiaceae sofreu
inimeras reorganizacdes, devido a influéncia de estudos filogenéticos moleculares, e de
estudos floristicos, bem como revisdes taxonémicas sobre Rubiaceae Neotropicais,
recentemente produzidas.

Entre os géneros mais importantes, devido a intensa utilizacdo na culinaria, e
atividades medicamentosa, téxtil e madeireira, destacam-se: Coffea (café), Genipa spp
(Jenipapo, bebida), Cinchona (quinina, alcaloide), Psychotria (ipecacuanha, expectorante),
Pausinystalia (loimbina, potenciador sexual), Rubia (corante), Uncaria spp. (anti-
inflamatério, imunoestimulador), Calycophyllum spp. (madeira de limdo), Neolamarckia
(madeira). Além destas, sdo também encontradas as plantas ornamentais tropicais,
representadas pelos géneros Ixora, Gardenia, Mussaenda, Portlandia e Serissa (GOVAERTS
et al., 2016).

Dentre as espécies, sdo encontradas arvores, arbustos ou ervas, lianas ou epifitas.
Ja dentre as caracteristicas morfologicas, sdo verificadas: estipulas interpeciolares,
persistentes ou deciduas; folhas simples, opostas ou verticiladas, inteiras, decussadas ou, as
vezes, disticas, geralmente pecioladas, glabras ou pubescentes. Podem ocorrer domacias

pequenas, nas axilas abaxiais das nervuras laterais (MENDONCA et al., 2013).
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Segundo Mendonca et al. (2013), as inflorescéncias podem ser terminais ou
axilares, cimosas, paniculadas, racemiformes, tirsoides, capitadas ou, as vezes, reduzidas a
uma flor solitaria, sésseis ou pedunculadas, com bracteas e bractéolas, por vezes bem
desenvolvidas e vistosas. Apresenta flores bissexuais ou, as vezes, unissexuais, actinomorfas
ou raramente zigomorfas, frequentemente disticas, por vezes, protoginicas.

As sementes vao de uma ou duas, por vezes, aparecendo frutos com grande
namero delas, apresentando as mesmas tamanho variavel, forma plana, subglobosa, cilindrica
ou angulosa, sendo aladas ou ndo. O endosperma é bem desenvolvido, raramente ausente.

A importéancia ecoldgica das Rubiaceae reside em sua abundancia, diversidade e
presenca em todos 0s extratos vegetais, sendo, devido a isso, muito utilizadas como um canal
para estudos ecoldgicos e do estado de conservagdo da vegetacdo tropical, principalmente em
composicao floristica e sociolégica.

Quando comparadas as outras grandes Familias de plantas (Orchidaceae e
Leguminosae), a Rubiaceae é a familia mais adequada para ser usada em analise ecoldgica,
porque as Orchidaceae sdo principalmente herbaceas, e as Leguminosae sdo taxonomicamente
menos estudadas que as Rubiaceae. Além disso, as Rubiaceae, juntamente com as
Melastomataceas, sdo a familia que fornece mais frutas comestiveis para aves tropicais
(BREMER e ERIKSSON, 1992).

A espécie G. americana L. (Rubiaceae) apresenta grande importancia dentro do
grupo, em razdo de sua utilizacdo na recuperacdo de ecossistemas lacustres (ORWA et al.,
2009), de um acentuado estudo das caracteristicas quimicas e farmacologicas de seus dois
principais acidos — genipico e genipinico —, com reconhecida atividade antimicrobiana
(TALLENT, 1964), tendo ainda vasta utilizacdo nos mais diversos contextos tanto da
industria alimenticia, quanto na de couros, bebidas, tintas, combustivel e madeiras (ORWA et
al., 2009).

A Figura 1, a seguir, apresenta a estrutura quimica da molécula de &cido genipico,

e a Figura 2, mais adiante, a estrutura da molécula do acido genipinico.
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Figura 1 — Estrutura da molécula de acido genipico.
o]

HO OH

Fonte: TALLENT (1964).

Figura 2 — Estrutura da molécula de acido genipinico.
0
0

HiC— gy OH oy

Fonte: TALLENT (1964).

2.2 Genipa americana L. (Rubiaceae)

2.2.1  Descricao Botanica

Trata-se de uma arvore decidua, de pequeno a medio porte, medindo de 8-20 m de
altura, ocasionalmente até 30 m, e com diametro de 30-80 cm. O tronco é geralmente alto e
em linha reta, com copa densa, e 0s galhos mais baixos, mais ou menos horizontais. A casca é
grossa e lisa (LORENZI, 2000).

As folhas sdo simples, opostas, oblongo-obovatas, medindo cerca de 10-35 cm de
comprimento por 4-13 cm de largura, com peciolo curto, as vezes, ligeiramente dentadas, com
nervura central esbranquicada proeminente, agrupadas na extremidade dos ramos. Para cada
par de folhas, existem dois pares de estipulas triangulares que, muitas vezes, deixam cicatrizes
muito distintas ao cair (FAO, 1986; ORWA et al., 2009).

As flores sdo bissexuais, pequenas (4 centimetros de largura), levemente
perfumadas de coloracdo amarelo-branco, tubulares e contendo 5 pétalas. Elas sdo suportadas
em suma, ramificadas, de inflorescéncias terminais (FIGUEIREDO et al., 1986; ORWA et
al., 2009).
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O fruto é uma grande baga, eliptica ou arredondada-oval, afinando rapidamente
para a haste final. Medindo 9-15 cm de comprimento por 7-9 ¢cm de largura, cada fruto pesa
entre 200g e 400g. Tem uma pele de couro fino, e um mesocarpo amarelo-castanho suave, de
cerca de 1-2 cm de espessura. Existem até 300 sementes por fruto. As sementes sdo duras,
lisas, de cor castanho escuro, medindo de 10-12 mm de comprimento, sendo cobertos com o
interior fibroso do mesocarpo (FIGUEIREDO et al., 1986; ORWA et al., 2009).

A Figura 3 mostra detalhes de diferentes partes da espécie Genipa americana L.
(Rubiaceae): arvore, folha, flor, apice caulinar vegetativo e fruto.

Figura 3 — Arvore, Folha, Flor, Apice Caulinar Vegetativo e Fruto
de Genipa americana L. (Rubiaceae).

Fonte: Elaborado pela Autora. )
Legenda: A — Arvore; B — Folha (seta branca) e Flor (seta vermelha); C — Apice Caulinar Vegetativo
(seta cinza, canto inferior esquerdo); e D — Fruto (seta preta, canto inferior direito).
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2.3 Estipula

Sdo estruturas anatomicas que tém como finalidade revestir e proteger o0s
primérdios foliares e o &pice caulinar vegetativo de plantas (MAYER et al., 2013).
Localizam-se na parte basal das folhas, em ambos os lados de inser¢do na mesma. Seu
surgimento e desenvolvimento se ddo desde o inicio da formagdo da folha, acompanhando-a
em todos os estagios, e repetindo-se de maneira perioddica, desde a porcao apical, seguindo o
intercalamento basal (WEBERLING, 2006).

Existem em diferentes formas: folidceas, livres, adnatas, internas, externas,
opostas, contrapostas, triangulares. Em alguns casos, apresentam-se assimétricas, em formato
de espinhos, e ocorrem também as formas mais rudimentares (WEBERLING, 2006).

A presenga ou auséncia tém sido utilizadas para descrever a taxonomia sistematica
de plantas da ordem das Angiospermas, notadamente o grupo das Rubiaceae, devido a sua
constancia na familia, que as distingue da maioria das outras, em particular das Asteridae.
Neste grupo, caracterizam-se por serem principalmente fundidas a uma estrutura interpeciolar
em ambos os lados do caule e entre as folhas opostas. Aquelas em formato laminar ou
fundidas em um cone, geralmente revestem os nds mais jovens, protegendo o0 apice crescente
em toda sua extensdo (ROBBRECHT, 1988).

Os tipos principais encontrados no grupo sdo: triangulares, ovatas, bulatas,
bifidas, multifidas e em formato de bainha. Verifica-se que, apos o crescimento do apice, as
mesmas podem permanecer ligadas ao caule ou ndo — 0 que as caracterizam como sendo
persistentes ou deciduas, respectivamente (ROBBRECHT, 1988). A Figura 4 mostra a
representacdo esquematica de uma folha, apontando as estruturas: caule, bainha estipula,

limbo e peciolo.

Figura 4 — Representacdo esquematica de uma folha, apontando caule,
bainha, estipula, limbo e peciolo.

Fonte: Adaptado de Google (2017).
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A Figura 5 mostra a estipula e o &pice caulinar vegetativo da espécie Genipa
americana L. (Rubiaceae).

Figura 5 — Estipula e &pice caulinar vegetativo da espécie
Genipa americana L. (Rubiaceae).

Fonte: Elaborado pela Autora.
Legenda: Estipula (circulo); apice caulinar vegetativo (seta
cinza).

2.4 Secrecao e Estruturas Secretoras

As plantas produzem variados tipos de secrec6es. Estas podem ser constituidas de
solugdes aquosas ou também conter outros constituintes, como sais, aminoacidos e agucares,
ou se comportarem como misturas complexas, podendo conter metabolitos primarios
(proteinas, polissacarideos e pectinas), ou ainda, metabolitos primarios e secundarios
(terpendides, fenilpropandides e alcaloides). Em adicdo, outras secre¢bes podem conter
variada quantidade de compostos, podendo alguns serem biologicamente ativos
(FIGUEIREDO et al., 2006).

Estas secrecbes podem ser sintetizadas ou simplesmente acumuladas e
eliminadas em células especializadas, as quais podem ocorrer isoladamente, como 0s
idioblastos secretores, ou se constituirem de estruturas glandulares altamente diferenciadas,

como os tricomas, as emergéncias, as bolsas e os canais laticiferos. Estas estruturas
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apresentam uma alta diversidade morfologica, e acredita-se que o0s tipos de secrecbes
produzidas por estas ndo tenham correlagdo com a morfologia das mesmas (FAHN, 1979;
FAHN, 1990; METCALFE e CHALK, 1983; DICKISON, 2000).

O processo de formacdo de secrecdo € considerado bastante complexo, podendo
incluir a sintese e o isolamento de determinadas substancias em compartimentos do
protoplasto da célula secretora, e posterior liberacdo para espagos intercelulares ou para a
superficie externa do corpo do vegetal (CASTRO e MACHADO, 2006).

Nesse contexto, as estruturas secretoras estdo divididas em duas categorias:
estruturas secretoras externas, cujo exsudato € liberado para o ambiente externo, e estruturas
secretoras internas, localizadas no interior da planta, cujo exsudato é liberado para o ambiente
externo somente quando ha injdria do 6rgdo (CARDOSO, 2011).

As estruturas secretoras externas estdo representadas pelos seguintes elementos:
coléteres, nectarios extraflorais, nectarios florais, hidropotios, hidatodios, glandulas de sal,
glandulas digestivas, tricomas urticantes, osmoforos e os elaiéforos. As estruturas secretoras
internas compreendem os seguintes tipos: idioblastos, canais e cavidades (dutos e bolsas), e 0s
canais laticiferos (CARDOSO, 2011).

Em Rubiaceae, as estruturas secretoras tém importancia no “taxa” durante os
estudos de classificacdo de novas espécies, tendo notavel participacdo o estudo dos coléteres,
bem como a natureza da secrecdo particularmente, produzida pelos mesmos, nos mais
diferentes representantes dentro do grupo.

A secrecdo de mucilagem é uma propriedade comum de muitas espécies vegetais,
e pode ser realizada por organismos diversos como, por exemplo: raizes, plantas carnivoras,
glandulas, 6rgaos reprodutivos, e no contexto geral das Rubiaceae, os coléteres tem especial
participagdo (DEXHEIMER e GUENIN, 1981; THOMAS, 1991).

2.5 Coléter

2.5.1 Definicdo do coléter

Os coléteres sdo estruturas secretoras caracterizadas por um eixo central alongado
formado por parénquima fundamental, cercado por uma camada de células epidérmicas em
formato de palicada (CUNHA e VIEIRA, 1997). Este tecido é formado apenas por células
secretoras (THOMAS, 1991).
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Dentre algumas defini¢cbes, pode-se destacar: “shaggy hairs" (SOLEREDER,
1908), "glandular shaggy hairs" (METCALFE e CHALK, 1979) e "squamellae" (RAMAYA
e BAHADUR, 1968).

De acordo com estudos realizados na familia Apocinaceae, acredita-se que a
origem dos coléteres deriva tanto de tecidos germinativos da epiderme, como também de
celulas das camadas subepidérmicas (RAMAYA e BAHADUR, 1968).

Os coléteres sdo diferenciados das demais estruturas secretoras através da
composicao do exsudato, que pode ser constituido unicamente por mucilagem (FAHN, 1979;
THOMAS, 1991) ou uma mistura de mucilagem e substéncias lipofilicas (FAHN, 1979;
FAHN, 1990; KRONESTEDT-ROBARDS e ROBARDS, 1991).

2.5.2  Funcéo do coléter

Acredita-se que a funcdo dos coléteres seja proteger o apice germinativo e as
gemas laterais dos processos fisicos e dos mecanismos quimicos de agressdo, como também
diminuir a perda de agua de algumas partes da planta.

Também ja foi demonstrada sua propriedade fungicida in vitro, contra esporos
patogénicos, bem como uma funcao nutricional, quando da observacdo de um ciclo simbidtico
entre bactérias presentes na secrecdo de nodulos foliares (HORNER e LERSTEN, 1968;
LERSTEN, 1975; MIGUEL et al., 2006; MIGUEL, 2009).

2.5.3 Ocorréncia dos coléteres

Os coléteres ocorrem em diferentes regides nas plantas, desde a estipula (adaxial)
em Rubiaceae, nas flores, na superficie adaxial e abaxial de folhas ou nas margens, podendo
aparecer associados aos tricomas e também ao calice, peciolos, nas bracteas, bractéolas e
também em corolas (THOMAS, 1991; GONZALEZ, 1998).

2.5.4  Distribuicdo dos coléteres

Os coléteres podem localizar-se na por¢do central das estipulas ou do célice, na
margem ou arranjados um a um, ou em formato de rolos na base da estipula, distribuidos em
linha reta ou formando dois tridngulos (KLEIN et al., 2004; MIGUEL et al., 2006).
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2.5.5  Morfologia dos coléteres

Alguns tipos principais estudados em espécies de Rubiaceae apresentam a
seguinte nomenclatura: alado (aspecto sugere que o coléter ndo tenha conexdo a estipula,
através de peddnculo), clavado (em formato de clave), dendrdide (exibem aspecto
ramificado), escova (formato de escova), estipular (ocorrem nas estipulas e podem variar do
formato triangular a quadrado na base, circular a eliptico no 4&pice, podendo ter um
estreitamento basal, especialmente marcado na face interna) e filiforme (organizagdo lembra
finos fios de cabelo) (HORNER e LERSTEN, 1968).

Existem ainda os do tipo lacrimiforme (apresenta similaridade ao tipo padréo,
sendo que a diferenca consiste no formato do corpo, podendo apresentar-se como a propria
classificagdo sugere — em formato de lagrima ou cbnico, com &pice geralmente, curvo),
laminar (finos e com aspecto de lamina), padrdo (com formato semelhante a dedos, exibindo
pedunculo curto e uma longa cabeca secretora), reduzido (com as mesmas caracteristicas do
padrdo, porém, de tamanho menor), séssil (apresentam-se, geralmente, em formato
hemisférico, com eixo central de mesmo formato e ligeiramente cénico) (LERSTEN, 1974a;
LERSTEN, 1974b; THOMAS, 1991).

O tipo padrdo tem como caracteristicas a presenca de um eixo central de células
parenquimaticas, cercado por uma epiderme secretora em formato de palicada (THOMAS,
1991), sendo este o tipo mais frequente e comum em especies de Rubiaceae, apresentando
algumas variacdes entre as espécies, com base no tamanho e na presenca de constricdo da
base, cuja descricdo segue: cOnico, obstrutivo, cilindrico, arredondado e em formato de
almofada (ROBBRECHT, 1988).

A Figura 6, a seguir, apresenta um coléter do tipo padrdo em Bathysa cuspidata
(Rubiaceae). Ja a Figura 7 mostra os coléteres presentes na estipula da espécie Genipa

americana L. (Rubiaceae).
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Figura 6 — Coléter do tipo padrdo em Bathysa cuspidata (Rubiaceae) — em corte

Fonte: Adaptado de Coelho et al. (2009).
Legenda: *: coléter; es: epitélio secretor; ec: eixo central.
Imagem obtida por MO.

Figura 7 — Coléteres presentes na estipula da espécie Genipa americana L. (Rubiaceae).

Fonte: Elaborado pela Autora.
Estipula (circulo); coléteres (seta vazada).
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2.6 Inclusdes

Em Rubiaceae, a ocorréncia de cristais de oxalato de célcio conta com estudos
prévios, datados do século XX. Solereder (1893) determinou tanto a natureza quimica destes
cristais, como também a ocorréncia em toda a familia.

A classificacdo morfoldgica dos cristais encontrados no grupo permanece a
mesma até hoje, e tem sua descri¢do da seguinte forma: réafides (feixes de cristais em forma de
agulha, mais ou menos paralelos), estildides (grandes cristais solitarios alongados), areia de
cristal (particulas diminutas), drusas (agregacdes com formato estelares a esféricas) e agulhas
de cristal solitarias (ROBBRECHT, 1988).

Estes cristais tém a funcdo de protecdo da casca das plantas contra a agdo de
invertebrados ou a herbivoria de vertebrados, como também podem fazer com que o oxalato
seja inviavel para as células das plantas, especificamente no caso das rafides, estruturas muito
presentes em Rubiaceae (NAKATA, 2003; MIGUEL, 2009).
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3 METODOLOGIA

3.1 Areade Coleta

As amostras de Genipa americana L. (Rubiaceae) utilizadas nesta pesquisa foram
coletadas de arvores nativas, localizadas em area publica no Distrito de Caponga da Bernarda,
municipio de Aquiraz, Estado do Ceard, sob coordenadas de localizagdo: 38°21°20.4” O ¢
4°03°39.4” S; conforme pode ser visualizado na Figura 8.

3.2 Material Botanico

Apices caulinares de individuos adultos de Genipa americana L. (Rubiaceae),
incluindo as estipulas e 0 meristema apical caulinar, foram coletados com o auxilio de podéo.
Amostras-testemunho foram depositadas no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal
do Ceara, tendo como numero de deposito a exsicata 59805. As estipulas foram dissecadas
dos apices caulinares com o uso de bisturis e pingas.

Para a microscopia, o material foi fixado quimicamente no laboratorio,
acondicionado de maneira a preservar as estruturas a temperatura ambiente, para a posterior
realizacdo dos procedimentos.

Na identificacdo das estipulas, seguiu-se descricdo proposta por Klein (2002), em
que o par de estipulas mais préximo ao meristema apical caulinar foi denominado estipulas do
primeiro no, o par seguinte, como do segundo no, e assim por diante.

Para a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram utilizados 4 individuos
adultos de Genipa americana L. (Rubiaceae), 0s quais originaram 30 amostras.

Para a Microscopia Otica (MO) e Histoquimica foram utilizados 3 individuos

adultos de Genipa americana L. (Rubiaceae), 0s quais originaram 24 amostras.
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Figura 8 — Mapa indicativo da area de coleta das amostras
da espécie Genipa americana L. (Rubiaceae).

s
e
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Fonte: Adaptad(i de Google Mabs (2017):
Legenda: A — Brasil; B — Estado do Ceara; C — Municipio de Aquiraz; e D — Distrito de Caponga da
Bernarda.



28

3.3 Microscopia

3.3.1  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Fragmentos da base da estipula contendo coléteres foram fixados em solugédo
aquosa contendo glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0%, diluidos em tampdo cacodilato de
sodio 0,05 M, pH ~ 7,2, sob temperatura ambiente, durante 6 horas.

Apobs esse periodo, as amostras foram lavadas por 90 minutos (3x), em tampao
cacodilato de sodio 0,05 M, seguindo-se, entdo, a etapa de desidratacdo, em uma série
etandlica ascendente [50%, 70%, 90%, 100%, 100%, 100%].

Apds a desidratacdo, as amostras foram secas com HMDS (Hexametildisilazano)
em acetona nas proporcdes 1:1, pelo intervalo de tempo de 2 horas. Apos esse periodo, as
amostras foram deixadas em HMDS Puro (Overnight).

Fragmentos secos de estipula e apices contendo coléteres foram aderidos com fita
adesiva de carbono dupla-face (3M) em suportes adequados. As amostras foram cobertas por
metalizacdo com uma camada de aproximadamente 20 nm de ouro, utilizando-se aparelho
METALIZADORA QUORUM R Q 150 T ES.

A observacdo e documentacao digital foram realizadas em microscopio eletrénico
de varredura (QUANTA FEG - 450) a uma aceleracgdo de voltagem de 15 kV ou 20 kV.

3.3.2  Microscopia Otica (MO)

Fragmentos da base da estipula, contendo coléteres, foram fixados em solucao
aquosa contendo glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0 % diluidos em tampdo cacodilato de
sodio 0,05 M, pH ~ 7,2, sob temperatura ambiente, durante 2 horas.

Apos esse periodo, as amostras foram lavadas por 90 minutos (3x), em alcool
50%, seguindo-se, entdo, a etapa de desidratacdo em uma série etanolica ascendente [50%,
60%, 70%, 100%]. Os fragmentos foram, entdo, infiltrados e polimerizados com historesina,
de acordo com as instrugdes do fabricante (Historesin Kit, da Leica).

Foram, entdo, obtidas sec¢des finas (4 pm) usando um Micrétomo (Leica RM
2265). Apos serem colocadas em laminas de microscopio, as pecas foram coradas com azul
de toluidina 0,05% em Tampéo fosfato 0,05 M durante 30 min. Laminas permanentes foram
montadas com VERNIZ®.
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O material foi examinado e a documentacdo analdgica foi realizada em um
microscépio 6ptico OLYMPUS UC30. Dados digitais foram obtidos no mesmo equipamento,
utilizando-se uma camera digitalizadora Model UC30 e o software CELL B.

3.4 Histoquimica

Fragmentos da base da estipula, contendo coléteres, foram fixados em solucédo
aquosa contendo glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4,0%, diluidos em tampéo cacodilato de
sodio 0,05 M, pH ~ 7,2, sob temperatura ambiente, durante 2 horas.

Apobs esse periodo, as amostras foram lavadas por 90 minutos (3x), em alcool
50%, passando-se a etapa de desidratacdo, em uma série etandlica ascendente [50%, 60%,
70%, 100%]. Os fragmentos foram infiltrados e polimerizados com historesina, de acordo
com as instrucdes do fabricante (Historesin Kit, da Leica).

Foram obtidas sec¢bes finas (4 pm) usando um Micrétomo (Leica RM 2265).
Apos serem colocadas em laminas de microscopio, as pecas foram submetidas aos seguintes

corantes:

(@) Lugol (amido), que cora 0 Amido presente nas amostras nas cores roxo ou
castanho;

(b) Dicromato de potassio 10% (compostos fendlicos), que cora os Compostos
Fendlicos presentes nas amostras em tons de castanho avermelhado a
castanho escuro;

(c) Sudan Black B (lipideos), que cora os Lipideos presentes nas amostras em
negro;

(d) Acido tanico 5% + Tricloreto de ferro 3% (mucilagem), que cora as
Mucilagens presentes nas amostras de negro;

(e) Acido periddico/Reativo de Schiff (polissacarideos totais), que cora 0s
Polissacarideos Totais presentes nas amostras de rosa; e

(f) Xylidine de Ponceau (proteinas), que cora as Proteinas presentes nas amostras
de vermelho e Vanilina Cloridrica 0,5% + Acido Cloridrico (HCL) 9%
(taninos), que cora 0s Taninos presentes nas amostras em tons de vermelho a

castanho.
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Os testes histoquimicos para deteccao das substancias foram realizados nos quatro
estagios de desenvolvimento do coléter de Genipa americana L. (Rubiaceae): (i) Pré-secretor;
(ii) Secretor; (iii) Pds-secretor; e (iv) Senescente. LAminas permanentes foram montadas com
VERNIZ®.

O material foi examinado, e a documentacdo digital foi realizada usando um
microscopio 6ptico OLYMPUS UC30, com os dados digitais sendo obtidos no mesmo

equipamento, utilizando-se camera digitalizadora Model UC30 e o software CELL B.
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4 RESULTADOS

A observacdo dos coléteres presentes nas estipulas de Genipa americana L.
(Rubiaceae) em diferentes nds, seguindo a classificacdo proposta por Klein (2002), permitiu
definir quatro estagios de desenvolvimento para 0s mesmos, sendo estes: Estagio Pré-secretor,
Secretor, POs-secretor e Senescente.

Os estagios de desenvolvimento foram definidos a partir da visualizacdo das
seguintes caracteristicas: (a) relacionadas a Estipula: aspecto celular, ocorréncia de feixe
vascular; e (b) ligadas ao Coléter: estrutura e forma da cuticula, constricdo da base, aspecto
das células que compde a epiderme palicadica e o eixo central; e (c) presenca de secrecdo.

Verificou-se que, a medida que os estagios foram definidos, o grupo de
caracteristicas citadas anteriormente apresentou-se de maneira diferenciada, de acordo com a
observacdo dos coléteres.

No Estagio Pré-secretor, foram evidenciadas as seguintes caracteristicas: A
estipula se apresentou com a superficie celular lisa e intacta, com celulas de aspecto
homogéneo, com presenca de feixe vascular.

Os coléteres localizados na base da estipula encontravam-se bem desenvolvidos,
com cuticula de aspecto liso e intacto, ocorréncia de constricdo da base, células da epiderme
palicadica e do eixo central sendo bem delimitadas, turgidas com ndcleo evidente e
citoplasma denso, com cuticula distendida.

Foi observada a presenca de secrecdo, tanto em meio externo quanto no interior
dos coléteres, apesar destes se encontrarem no Estagio Pré-secretor, com 0s eventos
ocorrendo de maneira dindmica, de modo que podem haver coléteres pré-secretores
coexistindo no mesmo né com os secretores, 0 que justifica o fato da presenca de secre¢cdo no
meio externo.

No Estagio Secretor, foram encontradas as seguintes caracteristicas: estipula ja se
apresentando com a superficie celular de aspecto enrugado, com células heterogéneas, em
processo de vacuolizagdo, presenca de feixe vascular e idioblastos secretores.

Os coléteres encontravam-se localizados na base da estipula, em notavel processo
secretor, estando imersos em secrecdo, com as células da epiderme palicadica e do eixo
central bem delimitadas, turgidas, também com nlcleo evidente, com citoplasma denso, e
extravasamento de secrecdo através de um poro secretor, localizado no apice da cabeca do

coléter.
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A cuticula apresentou aspecto celular diferenciado, quando comparado ao
encontrado no Estagio Secretor — liso e intacto, nesse caso, j& bastante distendida em virtude
do processo secretor em si.

No Estéagio Pos-secretor, foram evidenciadas as caracteristicas que se seguem: a
estipula nesse estagio ja havia iniciado o processo de desgaste, sendo evidenciados feixes
vasculares e idioblastos secretores com células de aspecto heterogéneo, entrando em colapso,
com inicio do processo de retracdo celular e vacuolizag&o.

Os coléteres localizados na base da estipula estavam em processo final de
secrecdo, com cuticula de aspecto enrugado, distendida, porém, um pouco retraida, ocorréncia
da constricdo da base, caracterizando nesse caso, 0 inicio do processo de senescéncia, células
da epiderme palicadica e do eixo central com citoplasma desorganizado/irregular, retraido,
cuticula retraida, distendida, impossibilidade de visualizacdo dos nucleos celulares.

No Estagio Senescente, 0 conjunto de caracteristicas encontradas foi o seguinte: a
estipula j& se encontrava bastante enrugada, em processo de desgaste acentuado, com células
heterogéneas em processo avangado de vacuolizagdo. Também os feixes vasculares e
idioblastos secretores se encontravam com células de aspecto heterogéneo.

Os coléteres estavam localizados na base da estipula, em avangado processo de
senescéncia, cuticula envelhecida e em processo de desgaste, ocorréncia de resquicios de
secrecdo, constricdo da base evidente, caracterizando processo final de senescéncia, células da
epiderme palicadica e do eixo central em avancado processo de colapso, citoplasma
desorganizado, com células retraidas, cuticula retraida, levemente distendida, também

impossibilidade de visualizacdo dos nucleos celulares.

4.1 Ontogénese dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)

No processo de Ontogénese dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae),
foram encontrados os estagios de desenvolvimento do coléter do tipo padréo, definidos em:
Inicial, Intermediario e Final, conforme pode ser visualizado na Figura 9, mais adiante.

No inicio do processo de desenvolvimento do coléter, foram encontradas as
células da epiderme (ver seta azul na Figura 9, quadros A, B, C, D e F) , a protoderme e do
tecido subjacente no coléter em formacdo, com ocorréncia de divisdo anticlinal, cujas células
precursoras da formacdo do coléter na epiderme apresentaram nucleo celular evidente (ver

seta laranja na Figura 9, quadros A e D).
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Nos estdgios intermediarios de desenvolvimento, foram observadas células da
epiderme palicddica e do eixo central bem caracterizadas, com nucleos celulares evidentes,
com tecido da protoderme em divisdo anticlinal (ver Figura 9, quadros E, F e G).

Foram encontrados coléteres em diferentes estdgios de desenvolvimento —
coléteres em estégio inicial (1), estagio intermediario (2) e em estagio final (3), ja totalmente
formados.

Foi observada consideravel expansao das células do eixo central, das células da
epiderme palicadica, j& bem caracterizadas, com nucleos celulares evidentes, com a cuticula
distendida, e a ocorréncia de secrecdo. A estipula bem caracterizada, de aspecto celular

homogéneo, apresentou ocorréncia de feixe vascular (Figura 9, quadro H).

4.2 Estagio Pre-secretor dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)

Conforme mostra a Figura 10, no Estagio Pré-secretor dos coléteres de Genipa
americana L. (Rubiaceae), foi encontrado um grupo de coléteres localizados na base da
estipula (Figura 10, quadro A), nos quais foram observados coléter turgido, cuticula com
aspecto liso, intacto, porém, denotando algum grau de distensdo, devido ao acimulo de
secrecdo, apontando para passagem ao Estagio Secretor.

Foi verificada também a presenca da constri¢cdo da base nos coléteres presentes neste
estagio (Figura 10, quadro B). Foi visualizada a estipula integra, sem grau de rugosidade
aparente (Figura 10, quadro C).

Foram encontradas células secretoras da epiderme palicadica, com aspecto turgido,
apresentando citoplasma denso, as células que compdem o eixo central, com caracteristicas
semelhantes, observando-se a distensdo da cuticula (Figura 10, quadros D e E).

Com relacdo as caracteristicas da estipula, foi evidenciada sua natureza integra,
apresentando células bem estruturadas, ndo denotando grau de rugosidade, tendo sido tambem
observada a presenca de feixe vascular, idioblastos secretores e a caracteristica de

homogeneidade celular (Figura 10, quadro F).
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Figura 9 — Ontogénese do coléter de Genipa americana L. Rubiaceae™.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: A a H - Microscopia Otica At. 0,05%. C: coléter, Cep: células da epiderme,
Cut: cuticula, Cob: coléter em brotamento, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep:
epiderme palicadica, Fv: feixe vascular, Nc: ndcleo, Pc: parede celular, S: secre¢do, St:
estipula. Barras A a C: 10x. Barras D a H: 20um.

! Na Figura, A, B e C representam estagios iniciais de formacdo do coléter padrdo (cortes transversais). D
representa o inicio do desenvolvimento do coléter (seta azul claro: células da epiderme em coléter brotando),
com ndcleos evidentes (seta laranja), e vacuolizacdo das células do interior. E, F e G representam estagios
intermediarios de desenvolvimento dos coléteres (cortes longitudinal e transversal), secrecdo presente. H
representa coléteres em diferentes estagios: (1) processo inicial; (2) durante o desenvolvimento (células do
interior do eixo central se tornam vacuoladas); e (3) coléter maduro em estagio inicial de secrecéo (cortes em
sec¢do transversal).
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Figura 10 — Estagio Pré-secretor dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)?.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: A, B e C - MEV (Microscopia Eletronica de Varredura). D, E e F - (Microscopia Otica At. 0,05%).
C: coléter, Cut: cuticula, Ch: constricdo da base, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep: epiderme
pali¢adica, Fv: feixe vascular, I: idioblastos, S: Secregdo, St: estipula. Barras: A: 500 um, B, C: 100 pm, D,
E: 20 um e F: 40 pm.

% Na Figura, A representa o grupo de coléteres localizados na base da estipula, onde se pode notar a auséncia de
secrecdo. B representa o coléter desenvolvido, cuticula com aspecto intacto, e evidéncia da constricdo da base. C
representa a estipula com superficie celular lisa e intacta. D (corte transversal) e E (corte longitudinal)
representam coléteres desenvolvidos. Observar epiderme palicadica, eixo central, cuticula distendida, células
targidas com nucleo evidente e citoplasma denso. F (corte transversal) representa a estipula, com presenca de
feixe vascular, idioblastos secretores, e aspecto celular homogéneo.
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4.3 Estagio Secretor dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)

Conforme pode ser observado na Figura 11, mais adiante, no Estagio Secretor dos
coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae), foi encontrado um conjunto de coléteres
localizados na base da estipula, imersos em secre¢do, com o coléter (corte transversal)
mostrando as células da epiderme palicadica e do eixo central, onde também foi detectada a
evidéncia de poro secretor no apice do coléter (ver Figura 11, quadro A).

Também foi evidenciada a presenca de um coléter em processo secretor (Figura 11,
quadro B), apresentando cuticula de aspecto diferenciado, com visualizagdo do aspecto
enrugado da estipula e a presenca de secre¢do no meio (Figura 11, quadro C).

Foram observados coléteres em processo secretor (Figura 5, quadros D e E), com
células turgidas, citoplasma denso, ocorréncia de extravasamento de secre¢do, com a cuticula
ja apresentando aspecto diferenciado — lisa, porém distendida, indicando atividade secretora.

A estipula apresentou ocorréncia de feixe vascular, idioblastos secretores, ja com

aspecto celular heterogéneo (vacuolizagdo) (Figura 11, quadro F).

4.4 Estagio Pds-secretor dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)

No Estagio Pos-secretor dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae) (ver
Figura 12), foram verificados coléteres localizados na base da estipula em processo final de
secrecdo, coléteres pés-secretores (Figura 12, quadro A), com evidéncia de constricdo da
base, indicando nesse estdgio o inicio do processo de senescéncia, com formacdo do
meristema de abscisdo, a cuticula com aspecto enrugado e também presenca de poro secretor
no apice do coléter (Figura 12, quadro B).

Evidenciou-se a estipula em avancado processo de desgaste (Figura 12, quadro C), e a
ocorréncia de coléteres pds-secretores apresentando células da epiderme pali¢adica e do eixo
central com citoplasma retraido (Figura 12, quadro D), além da visualizacdo da constricdo da
base, e ocorréncia de feixe vascular com células entrando em colapso (Figura 12, quadro E).

Denotou-se também o aspecto celular heterogéneo e a retracdo das células da estipula

em processo de vacuolizacdo, e a presenca de idioblastos secretores (Figura 12, quadro F).
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: A, B e C - MEV (Microscopia Eletronica de Varredura). D, E e F - (Microscopia Otica At. 0,05%).
C: coléter, Cut: cuticula, Ch: constricdo da base, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep: epiderme
pali¢adica, Fv: feixe vascular, I: idioblastos, P: poro secretor, S: secre¢do, St: estipula. Barras: A: 100 pum,
B: 200 um, C: 50 um, D: 20 um e E, F: 40 pm.

% Na Figura, A representa coléteres localizados na base da estipula imersos em secrecdo, coléter (corte
transversal), mostrando células do eixo central e epiderme palicadica, evidéncia de poro secretor com
extravasamento da secrecdo. B representa coléter secretando, cuticula com aspecto diferenciado. C representa
estipula com superficie enrugada. D e E (corte longitudinal e transversal) representa coléteres secretores: células
secretoras turgidas, com citoplasma denso, extravasamento de secrecdo. F representa estipula com presenca de
feixe vascular, idioblastos secretores, aspecto celular heterogéneo, vacuolizagao.
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Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: A e B e C - MEV (Microscopia Eletronica de Varredura). C, D e F - (Microscopia Otica At.
0,05%). C: coléter, Cut: cuticula, Ch: constricdo da base, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep:
epiderme palicadica, Fv: feixe vascular, I: idioblastos, P: poro secretor, S: secrecdo, St: estipula. Barras: A:
300 um, B: 200 pm, C: 50 um, D: 10 pm e E, F: 20 um..

* Na Figura, A representa coléteres localizados na base da estipula em processo final de secre¢do. B representa
Coléter em estégio final de secrecdo, constricdo da base evidenciando inicio do processo de senescéncia, cuticula
enrugada. C representa a estipula em avangado processo de desgaste. D, E e F (corte longitudinal e transversal)
representam coléteres Pos-secretores: células da epiderme palicadica e do eixo central com citoplasma retraido,
constricdo da base evidente, feixe vascular com células entrando em colapso, idioblastos secretores, aspecto
celular heterogéneo, retracao das células da estipula em processo de vacuolizagao.
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4.5 Estagio Senescente dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)

No Estagio Senescente dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae) (ver
Figura 13, adiante), foram encontrados coléteres localizados na base da estipula em avancado
processo de senescéncia, com cuticula envelhecida, rugosa, em processo de desgaste (Figura
13, quadro A).

Ainda nesse estagio, verificou-se, em coléter senescente, a cuticula desgastada,
resquicios de secrecdo, a presenca da constricdo da base, caracterizando o estagio de
senescéncia, com meristema de abscisdo ja totalmente formado (Figura 13, quadro B), e a
estipula ja bastante enrugada, em processo de desgaste acentuado (Figura 13, quadro C).

Foi possivel verificar as células da epiderme palicadica e do eixo central em
avancado processo de colapso, cuticula distendida de aspecto cisalhado/enrugado (Figura 13,
quadro D), com a ocorréncia de constricdo da base (ver seta preta na Figura 13, quadro E) e a
estipula com células heterogéneas em avancado processo de desgaste, com ocorréncia de

vacuolizacdo (Figura 13, quadro F).
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Fonte: Elaborado pela Autora. )
Legenda: A, B e C - MEV (Microscopia Eletrénica de Varredura). D, E e F - (Microscopia Otica At. 0,05%).
C: coléter, Cut: cuticula, Cb: constricdo da base, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep: epiderme

palicadica, Fv: feixe vascular, I: idioblastos, S: secregdo, St: estipula. Barras: A: 500 pm, B: 100 pm, C:
500 pm, D, E e F: 20 pum.

® Na Figura, A representa os coléteres localizados na base da estipula em avancado processo de senescéncia,
cuticula envelhecida e em processo de desgaste. B representa o coléter senescente, cuticula desgastada,
resquicios de secrecdo, constricdo da base evidente. C: Estipula enrugada, processo de desgaste acentuado. D, E
e F (corte longitudinal e transversal) representam os coléteres senescentes: células da epiderme pali¢adica e do

eixo central em avangado processo de colapso, cuticula distendida, constricdo da base, estipula com células
heterogéneas em processo avangado de vacuolizagao.
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As caracteristicas descritas nos itens 4.2 a 4.5 encontram-se resumidas na Tabela

Tabela 1 — Caracteristicas anatdmicas e da micromorfologia da estipula e dos coléteres
de Genipa americana L. (Rubiaceae), nos estagios pré-secretor,
secretor, pds-secretor e senescente.

Estagio
Estrutura Pré-secretor Secretor Pds-secretor Senescente
Células Homoaeneas Heterogéneas Heterogéneas Heterogéneas
g Vacuolizagdo  Vacuolizagdo  Vacuolizagéo
|dioblastos Presente Presente Presente Presente
secretores
Estipula Feixe
Presente Presente Presente Presente
vascular
Lisa,
Superficie Rugosidade Rugosidade Desgaste Desgaste
minima
Lisa Cisalhada Envelhecida
Cuticula Distendida Distendida Distendida
Intacta . x
Retraida Retracédo
Constrigao Presente Presente Presente Presente
da base
Epiderme Celulas Celulas Celulas Células
Coléter palicadica turgidas turgidas Irregulares colapsadas
Eixo central Células Células Células Células
turgidas turgidas Irregulares colapsadas
. Irregular Irregular
Citoplasma Denso Denso Retraido Retraido
. ) . Irregular Irregular
Nucleo Evidente Evidente Retraido Retraido
Coléter ++++ +++ ++ +
Secrecao .
Meio + ++++ +++ +
Externo

Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: (+): Reacdo; (++): Reacdo Leve; (+++): Reagdo Forte; e (++++): Reacdo Muito Forte.
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4.6 Micromorfologia e Anatomia dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)

Conforme pode ser visualizado na Figura 14, em relacdo a Micromorfologia e
Anatomia dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae), foram observados coléteres
localizados na base da estipula arranjados em tridngulos (Figura 14, quadro A). Os mesmos
foram classificados como sendo do tipo padrdo — abaulado na extremidade inferior e
ligeiramente afunilando para a extremidade superior em direcdo ao apice.

Verificou-se a presenca de coléter secretando, com visualizacdo da constricdo da base
(ver seta branca na Figura 14, quadro B) e um poro secretor no apice do coléter. Foi
visualizada a cuticula distendida, em virtude do processo secretor (Figura 14, quadro C).

Foi evidenciada a presenca da constricdo da base (ver seta preta na Figura 12, quadro
D), ligando o coléter a estipula. Nestes coléteres, foi observado arranjo celular composto por
células secretoras constituintes da epiderme pali¢cadica. Logo abaixo desse arcaboucgo, foram
evidenciadas as células que constituem o eixo central. Ambos 0s grupos apresentavam células
bem delimitadas com ndcleos evidentes.

Verificou-se a cuticula distendida em torno do coléter, em virtude da presenca de
secrecdo, encontrada também na regido externa a estrutura. Na estipula, foi evidenciada a
presenca de feixe vascular e de idioblastos secretores.

Estas caracteristicas foram observadas no Estagio Secretor (Figura 14, quadros A, C e

D) e Pds-secretor (Figura 14, quadro B) dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae).

4.7 Mecanismo de Secrecdo dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)

O Mecanismo de Secrecdo dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)
(ver Figura 15) caracteriza-se pela existéncia de coléteres que, durante o processo secretor,
apresentam a ocorréncia de acumulo de secrecdo em volta do apice, com evidéncia de poro
secretor caracteristico (Figura 15, quadros A e B), ocorrendo formacdo de espacos vazios
entre as células (vacuolizacdo), acentuada distensdo da cuticula, observando-se a retracdo do
citoplasma, com a formacdo de espaco subcuticular, e ocorréncia de constricdo da base, com
formacdo de meristema de abscisdo (Figura 15, quadro C).

Com relacdo ao aspecto celular do coléter secretor, foram evidenciadas células da
epiderme palicadica bem distendidas, juntamente com a cuticula, com formacao de espacos
vazios entre as células por extravasamento da secrecdo, e as células do eixo central com

aspecto desorganizado (Figura 15, quadros C e D).
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B :

Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: A e B - MEV (Microscopia Eletronica de Varredura). C e D - (Microscopia Otica At. 0,05%). C:
coléter, Cut: cuticula, Ch: constricdo da base, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep: epiderme
palicadica, Fv: feixe vascular, I: idioblastos, S: secre¢éo, St: estipula. Barras: A: 500 pum, B: 200 um, C, D:
20pum .

® Na Figura, A representa o grupo de coléteres localizados na base da estipula em formato de tridngulo, observar
presenca de secrecdo (estrela). B representa o coléter secretando, notar constricdo da base (seta branca). C
representa coléteres com visualizacdo evidente da cuticula distendida, presenca de secrecdo, estipula bem
preservada, eixo central do coléter bem delimitado com nucleos celulares evidentes (corte transversal). D
representa o coléter com constricdo da base (seta preta), estipula bem preservada, epiderme palicadica e eixo
central com células contendo ndcleos evidentes (corte longitudinal e transversal).
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Figura 15 — Mecanismo de Secrecio do coléter de Genipa americana L. Rubiaceae’.

Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: Ae B - M. E. V. (Microscopia eletronica de varredura). C e D - M. O. (Microscopia 6tica At. 0,05).
C: coléter, Cut: cuticula, Ch: constricdo da base, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep: epiderme
palicadica, Fv: feixe vascular, P: poro, S: secrecdo, St: estipula. Barras: A: 50 um, B: 100 um, C: 20 um, D:
40 pm.

" Na Figura, A representa o coléter secretando (detalhe dpice da cabeca do coléter. (Notar saida da secrecdo via
poro secretor). B representa o grupo de coléteres durante processo secretor, com visualizagao de apice secretor.
C representa coléteres em secrecdo. Notar acumulo de secrecdo em volta do &pice da cabeca do coléter e
formacdo de espagos vazios entre as células (vacuolizacdo), com a secrecdo em extravasamento (corte
longitudinal e transversal), estipula preservada. D representa o coléter secretor. Espacamento entre as células
com deslocamento de secrecdo juntamente com a cuticula distendida. Células do eixo central bem preservadas
(corte transversal).
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4.8 Histoquimica

48.1 Amido

A presenca de amido ndo foi detectada na secre¢do dos coléteres de Genipa

americana L. (Rubiaceae), em nenhum dos estagios de desenvolvimento.

4.8.2  Compostos Fenolicos

A presenca de Compostos Fendlicos foi detectada na secrecdo dos coléteres de
Genipa americana L. (Rubiaceae), nos estagios POs-secretor e Senescente. Dois grupos de
celulas apresentaram reatividade — as Células do Eixo central e as Células secretoras, ambos
0s grupos abrangendo as seguintes estruturas: a Parede celular, o Vacuolo, o Citoplasma e
Nucleo. A reatividade foi leve para o Estagio Pos-secretor, e acentuada para o Estagio

Senescente. Para a Secrecao isoladamente, o resultado foi de reatividade acentuada.

4.8.3  Lipideos

A presenca de Lipideos foi detectada na secrecdo dos coléteres de Genipa
americana L. (Rubiaceae) nos Estagios Pré-secretor e Secretor. No Estagio Pré-secretor,
foram evidenciadas: reatividade positiva para as células da Protoderme e do Meristema
fundamental, abrangendo Parede celular, Citoplasma e Nucleo; reatividade leve para a Parede
Celular e o Citoplasma; e reatividade acentuada para o Ndcleo.

No Estagio Secretor, foram evidenciadas: reatividade positiva para as células do
Eixo central e Células Secretoras, ambos os grupos abrangendo Parede celular e Citoplasma,
com reatividade leve em ambas as estruturas; e Nucleo com reatividade acentuada para as

Células do Eixo Central e leve para as Células Secretoras.

4.8.4  Mucilagem

A presenca de Mucilagem foi detectada na secrecdo dos coléteres de Genipa

americana L. (Rubiaceae) nos Estagios Pré-secretor e Secretor. No Estagio Pré-secretor,
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foram evidenciadas reatividade positiva para as células da Protoderme e do Meristema
Fundamental, abrangendo Espaco parede/célula com reatividade acentuada, e Citoplasma com
reatividade leve, para ambos 0s grupos.

No Estagio Secretor, foram evidenciadas reatividade positiva para as células do
Eixo central e Células Secretoras, ambos 0s grupos abrangendo Espaco parede/célula e

Citoplasma, com reatividade acentuada.

4.8.5 Polissacarideos Totais

A presenca de Polissacarideos Totais foi detectada na secrecdo dos coléteres de
Genipa americana L. (Rubiaceae) nos Estagios Pré-secretor e Secretor. No Estagio Pré-
secretor, foram evidenciadas reatividade positiva para as celulas da Protoderme e do
Meristema Fundamental, abrangendo Parede Celular, com reatividade acentuada, e Nucleo,
com reatividade forte.

No Estégio Secretor, foram evidenciadas reatividade positiva para as células do
Eixo central e Células Secretoras, ambos o0s grupos abrangendo Parede Celular, com
reatividade acentuada, e Nucleo, com reatividade forte. Isoladamente, a Secre¢do revelou
reatividade forte para a presenca de polissacarideos.

A Histoquimica para a deteccdo de Polissacarideos totais na coloracdo de PAS
(Figura 16) revelou o Estagio Secretor dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae).
Foram observados coléteres localizados na base da estipula, com a cuticula distendida,
presenca de feixe vascular, secrecdo, e a observacdo de um coléter brotando na base da
estipula (Figura 16, quadros A e B).

Os coléteres apresentaram reatividade positiva no teste para as Células do Eixo
central (parede celular e nicleo), para as Células secretoras (parede celular e nucleo), e para a

Secrecdo (Figura 16, quadros C e D).
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Figura 16 — Teste Histoquimico para deteccdo de Polissacarideos Totais nos coléteres de
Genipa americana L. (Rubiaceae), no Estagio Secretor®.
- i Fia i, ] ‘v

Fonte: Elaborado pela Autora.

Legenda: A, B, C e D - (Microsc. Otica PAS — Ac. Periddico/Reativo de Schiff). C: coléter, Cut: cuticula,
Cob: coléter em brotamento, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep: epiderme palicadica, Fv: feixe
vascular, Nc: ndcleo, Pc: parede celular, S: secrecdo, St: estipula. Barras: A e B: 20 um, C e D: 40 um.

4.8.6 Proteinas

A presenca de Proteinas foi detectada na secrecdo dos coléteres de Genipa
americana L. (Rubiaceae) nos Estagios Pré-secretor e Secretor. No Estagio Pré-secretor,
foram evidenciadas reatividade positiva para as células da Protoderme e do Meristema
Fundamental, abrangendo a Parede Celular (com reatividade leve), e Nucleo (com reatividade
acentuada).

No Estagio Secretor, foram evidenciadas reatividade positiva para as células do
Eixo central e Células Secretoras, ambos 0s grupos abrangendo as seguintes estruturas: Parede
Celular (com reatividade leve) e Ndacleo (com reatividade acentuada). Isoladamente, a

Secrecdo revelou reatividade leve para a presenca de polissacarideos.

® Na Figura, A e B (corte longitudinal e transversal) representam os coléteres localizados na base da estipula.
Observar cuticula distendida, feixe vascular, secrecdo, presenca de coléter em brotamento na base da estipula. C
e D (corte longitudinal e transversal) representam os coléteres. Observar a reatividade positiva do teste para
Células do eixo central (parede celular e ntcleo) e Células secretoras (parede celular e nicleo). Secrecao.
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A Figura 17 exibe a Histoquimica para a detec¢do de Proteinas na coloracdo de
Xylidine de Ponceau no Estéagio Secretor dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae),
tendo sido observados coléteres localizados na base da estipula, com a cuticula distendida,
bem como a ocorréncia de feixe vascular, presenca de secrecao, e a observacdo de um coléter
em brotamento na base da estipula (Figura 17, quadros A e B).

Os coléteres apresentaram reatividade positiva no teste para as Células do Eixo
central (parede celular e nucleo), Células secretoras (parede celular e ndcleo), e para a
Secrecdo (Figura 17, quadros C e D).

Figura 17 — Teste Histoquimico para deteccdo de Proteinas nos coléteres de Genipa
americana L. (Rubiaceae) no Estagio Secretor®.

Fonte: Elaborado pela Autora.
Legenda: A, B, C e D - (Microscopia Otica XP - Xylidine de Ponceau). C: coléter, Cut: cuticula, Cob:
coléter em brotamento, Cd: cuticula distendida, Ec: eixo central, Ep: epiderme paligadica, Fv: feixe
vascular, Nc: ndcleo, Pc: parede celular, S: secregdo, St: estipula. Barras: A, B e C: 20 um, D: 40

um.

® Na Figura , A e B representam os cortes longitudinal e transversal dos Coléteres localizados na base da
estipula. Nestes cortes, observar cuticula distendida, feixe vascular, presenca de coléter em brotamento na base
da estipula. J& C e D representam os cortes longitudinal e transversal dos Coléteres, onde pode ser notada a
reatividade positiva do teste para as células do eixo central (parede celular e nlcleo) e células secretoras (parede
celular e ndcleo). Secrecdo: reatividade leve.
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americana L. (Rubiaceae), em nenhum dos estagios de desenvolvimento. Os resultados
obtidos para os Testes Histoquimicos, realizados na secrecdo dos coléteres de Genipa

Taninos

A presenca de Taninos ndo foi detectada na secrecdo dos coléteres de Genipa

americana L. (Rubiaceae), se encontram resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Testes histoquimicos na secre¢do dos coléteres de Genipa americana L.
(Rubiaceae), nos estagios pré-secretor, secretor, pds-secretor e senescente.

Am CFe

Li

Mu

Pol

Prot

Tan

Estagio
Pré - Secretor

Protoderme

Meristema
Fundamental

Espaco Parede/Célula

Parede celular
Citoplasma
Nucleo

Espaco Parede/Célula

Parede celular
Citoplasma
Nucleo

+
+
++
+
+
++

++

+

++

+

++

+++

++

+++

+

++

+

++

Estagio
Secretor

Eixo
Central

Células secretoras

Espaco Parede/Célula

Parede celular
Vacuolo
Citoplasma
Nucleo

Espaco Parede/Célula

Parede celular
Vactolo
Citoplasma
Nucleo

++

++

++

++

++

+++

Estagio
Pds-Secretor

Eixo
Central

Células secretoras

Secregdo

Parede celular
Vacuolo
Citoplasma
Nucleo
Parede celular
Vacuolo
Citoplasma
Nucleo

1
+ + + 4+ + + + +

Estagio
Senescente

Eixo
Central

Células secretoras

Secregdo

Parede celular
Vacuolo
Citoplasma
Nucleo
Parede celular
Vacuolo
Citoplasma
Nucleo

- ++
- ++
- ++
- ++
- ++
- ++
- ++
- ++
- ++

Fonte: Elaborado pela Autora.
Legenda: Am: amidos; CFe: compostos fendlicos; Li: lipidios; Mu: mucilagem; Pol: polissacarideos; Prot:
proteinas; Tan: taninos. (+): Rea¢do; (++): Reacdo Leve; (+++): Reacdo Forte; e (-): Nao reagiu.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Na ontogénese dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae), conforme
observado, foram definidos trés estagios de desenvolvimento: inicial, intermediario e final.

No estagio inicial, com as células em divisGes anticlinais, seguidas pelas
periclinais, verificou-se a formacdo do coléter inicial, com a evidéncia das células da
protoderme, tanto do lado abaxial, dando origem a epiderme palicadica, quanto do lado
adaxial, as células subprotodérmicas, que levam a formacdo das células do eixo central
(PATEL e ZAVERI, 1975; DAVE et al., 1987), percebendo-se o citoplasma e também os
nacleos nos dois conjuntos celulares, bem como o aspecto vacuolado das células do eixo
central em formacéo.

Divergindo desse padrdo de formacdo, foram encontradas na espécie Hymenaea
stigonocarpa (Fabaceae, Caesalpinioideae) (PAIVA e MACHADO, 2006) e em Copaifera
langsdorffii Desf. (Fabaceae, Caesalpinioideae) (PAIVA, 2009), a formagdo dos coléteres
com a participacdo de tecidos oriundos apenas da protoderme, sem a participacdo de tecidos
internos, de modo que as células protodérmicas se expandem em direcdo anticlinal e passam a
sucessivas divisdes periclinais, e em diferentes planos, dando origem ao coléter final do tipo
alongado-cubico na espécie Hymenaea stignocarpa, e clavado em Copaifera langsdorffii.

No Estégio Intermediario, verificou-se a continuacdo do processo de expansdo do
coléter, com a mesma sequéncia de divisdes que levam a formacao do coléter estipular do tipo
padrdo, verificando-se que o aspecto colunar das células da epiderme palicadica ja se torna
bem mais evidente, como também as células do eixo central j& se mostram bem mais
organizadas, verificando-se a presenca da cuticula e de secrecdo no apice da cabeca do
coléter.

No Estdgio Final, foi visualizado um coléter maduro, em estagio inicial de
secrecdo, com células da epiderme palicddica de aspecto colunar, e do eixo central
organizadas, bem delimitadas, ambas com citoplasma e nucleos visualizaveis, com cuticula
bem distendida, caracterizando o inicio do processo de liberacdo da secrecéo.

Em espécies de Rubiaceae, esse padrdo de desenvolvimento foi descrito em
Pentas lanceolata (MURAVNIK et al., 2014) para os coléteres do tipo padrdo, como também
em outros grupos, a exemplo do ocorrido em coléteres dos tipos padrdo, sésseis e
trocleariformes, em espécies de Turnera e Piriqueta (Turneraceae) (GONZALEZ, 1998),

acreditando-se que todos os tipos tenham 0 mesmo padrao de formacéo.
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A investigacdo e caracterizacdo dos coléteres de Genipa americana L.
(Rubiaceae), com relagdo a Micromorfologia e a Anatomia destes, propiciaram identificar as
caracteristicas a seguir, e o padrdo de organizacdo e classificacdo Anatdmica, segundo
proposto por Robbrecht (1988) e Thomas (1991).

Foram observados coléteres organizados na base da estipula (superficie adaxial).
Esse padrdo de ocorréncia foi descrito em espécies de Rubiaceae conforme as observacdes em
Psychotria bacteriophila (HORNER e LERSTEN, 1968), Pavetta, Neorosea e Tricalysia
(LERSTEN, 1974a; LERSTEN, 1975), como também em outras espécies como as do género
Rhizophora mangle (LERSTEN e CURTIS, 1974), e em algumas espécies de Poligonaceae
(METCALFE e CHALK, 1979).

Em estudos, conforme os observados nas espécies de Simira glaziovii (K.
Schum.). Steyerm, Simira pikia (K. Schum.). Steyerm e Simira rubra (Mart.). Steyerm
(KLEIN et al., 2004). O arranjo dos coléteres na base da estipula se da de forma triangular, e
eles se apresentam com formato abaulado na extremidade inferior e ligeiramente afunilando
para a extremidade superior em direcdo ao apice, caracterizando o tipo padréo, conforme
definido por (LERSTEN, 1974a), tendo sido também observada a presenca da constricdo da
base.

Em Rubiaceae, essa observacdo caracteriza o tipo padrdo, sendo que a
diferenciacé@o entre as espécies se da pela presenca e tamanho da constricdo (ROBBRECHT,
1988). A ocorréncia da constricdo da base foi observada em espécies de Rubiaceae do género
Alseis pickelii (TULLII et al., 2013), Psychotria carthagenensis Jacq (VITARELLI e
SANTOS, 2009), Simira Aubl (Klein et al., 2004), como também em outras espécies,
Prestonia coalita (RIO et al., 2002) — Apocynaceae, e em Caryocar brasiliensis (PAIVA e
MACHADO, 2006) — Caryocaraceae.

Nédo foi observada a ocorréncia de vascularizagdo nos coléteres, conforme o
relatado na espécie Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum (BARREIRO e MACHADO, 2007),
uma espécie ndo-nodulada de Rubiaceae, 0 mesmo ocorrendo em outros grupos taxondmicos,
como observada em Plumeria rubra (MOHAN e INANDAR, 1986) e em Allamanda
cathartica (THOMAS e DAVE, 1989), Caryocar brasiliensis Camb. (Caryocaraceae)
(PAIVA e MACHADO, 2006), Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae, Caesalpinioideae)
(PAIVA e MACHADO, 2006), como também para 0s coléteres encontrados em Tontelea
micrantha (Celastraceae, Salacioideae) (MERCADANTE-SIMOES e PAIVA, 2013). Foi

evidenciada a ocorréncia de idioblastos secretores na estipula e também de feixes vasculares.
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Em linhas gerais, as caracteristicas encontradas no coléter estudado foram as
mesmas observadas para as da espécie Psychotria carthagenensis Jacq (Rubiaceae)
(VITARELLI e SANTOS, 2009) - tipo padrdo, células secretoras constituintes da epiderme
palicadica, ocorréncia de eixo central, composto por células parenquimaticas alongadas,
caracteristicas essas tambem encontradas nos grupos taxonémicos representados por
Mandevilla Lindl. (Apocynaceae) (APPEZZATO-DA-GLORIA e ESTELITA, 2000) e em
Caryocar brasiliensis Camb. (Caryocaraceae) (PAIVA e MACHADO, 2006).

Acredita-se que a origem dos coléteres em Genipa americana L. (Rubiaceae)
tenha a participacdo de tecidos oriundos da protoderme e do meristema fundamental, em
virtude da ocorréncia de células secretoras constituintes da epiderme palicadica, que “alberga”
0 grupo de células compostas do eixo central — parenquimaticas e alongadas, em arranjo de
aspecto colunar, conforme os estudos de Thomas (1991) e Klein et al. (2004), tendo 0 mesmo
sido observado em Psychotria carthagenensis Jacq (Rubiaceae) (VITARELLI e SANTOS,
2009) e ainda conforme o relatado em Caryocar brasiliensis Camb. (Caryocaraceae) (PAIVA
e MACHADO, 2006), cuja observacdo classifica os coléteres como emergéncias e nao
tricomas, conforme Solereder (1908).

As caracteristicas anatdmicas e da micromorfologia (mostradas na Tabela 1) tém
sido encontradas em alguns representantes da Familia Rubiaceae, como, por exemplo, nos
coléteres vistos em espécies de Bathysa gymnocarpa e B. stipulata (MIGUEL, 2010), Simira
(KLEIN et al., 2004), Bathysa nicholsonii K. Schum (MIGUEL et al., 2006), Alseis pickelii
(TULLII et al., 2013), como também em outros grupos taxondmicos, como, por exemplo, em
Mandevilla illustris e M. velutina, Apocynaceae (APPEZZATO-DA-GLORIA e ESTELITA,
2000).

Algumas caracteristicas anatdmicas e da micromorfologia da estipula e do coléter
diferenciam os estagios, e dao indicios da passagem de um estagio para o outro, de acordo
com as caracteristicas contidas na Tabela 1, conforme descrito a seguir: com relacdo as
caracteristicas da Estipula, do Estagio Pré-secretor para o Secretor, verifica-se que a mudanca
do aspecto das células de homogéneo a heterogéneo e a ocorréncia de vacuolizacdo marcam a
passagem entre esses dois estagios, permanecendo nos estagios seguintes.

Os idioblastos secretores e os feixes vasculares permanecem visualizaveis,
contudo, o aspecto mais preponderante entre 0s quatro estagios esta relacionado ao desgaste
da superficie da estipula, que, no Estagio Pré-secretor se encontra lisa, com rugosidades
minimas, no Estagio Secretor ja se percebe rugosidade crescente, acentuando-se nos Estagios

Pds-secretor (desgaste), e no Estagio Senescente (desgaste).
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A ocorréncia e observagdo desse achado marca a evolugdo anatdmica da estipula
em direcdo ao processo de senescéncia, a medida que o processo secretor dos coléteres evolui.
Comparativamente, para a espécie Alseis pickelii (TULLII et al., 2013), foi observada a
mudanca de coloracdo dos coléteres como também da estipula, conforme a evolucdo do
processo secretor e senescente evoluia paralelamente.

Com relacdo as caracteristicas do Coléter, verificou-se que a cuticula apresenta
diferencas que se tornam acentuadas a medida que o coléter avancga entre os estagios. No
Estéagio Pré-secretor, apresenta-se com aspecto liso e intacto, com suave distensdo — evidéncia
encontrada nos coléteres de Turneraceae (GONZALEZ, 1998), marcando a passagem ao
estagio seguinte.

No Estagio Secretor, 0 aspecto mais marcante € a distensdo da mesma — fato a que
se atribui o0 processo secretor em si. No Estagio Pos-secretor, em virtude das caracteristicas
desse estagio, que serve de intermédio entre os Estagios Secretor e Senescente, observa-se
uma cuticula com aspectos de rugosidade, distendida e com inicio de retracdo, 0 que
caracteriza esse estagio em si — marcando o final do processo secretor.

No Estagio Senescente, evidencia-se que a cuticula apresenta as caracteristicas de
retracdo e distensdo presentes, porém ja se encontra bastante envelhecida — marcando, de fato,
a senescéncia. Foi evidenciado para os coléteres das espécies Bathysa gymnocarpa e B.
stipulata (Rubiaceae) (MIGUEL et al., 2010), e também para Alseis pickelii (TULLII et al.,
2013), que a cuticula também sofre alteracbes a medida que o processo secretor e de
senescéncia avangam nessas espécies.

Observa-se ainda que o achado referente a distensdo da cuticula nos Estagios Pré-
secretor e Secretor revela a formacdo de um espaco subcuticular, que se mostra de forma
evidente nos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae). Esse espaco, criado em virtude
do deslocamento da cuticula, ocorre devido ao processo secretor em si, tendendo a retragédo
nos Estagios seguintes — Pds-secretor e Senescente —, marcando 0s momentos finais do
processo secretor nessas estruturas.

Tais observacBes foram encontradas para as espécies de Rubiaceae em Bathysa
gymnocarpa e B. stipulata (Rubiaceae) (MIGUEL et al., 2010), e também para Alseis pickelii
(TULLII et al., 2013) e ainda conforme o observado em Caryocar brasiliensis (PAIVA e
MACHADO, 2006) — Caryocaraceae. A formacdo desse espacgo subcuticular primordialmente
tem como fun¢do o acumulo dos produtos oriundos da atividade secretora da estrutura.

Com relacéo & caracteristica da presenca de constricdo da base, essa evidéncia se

faz presente em todos os estagios estudados. Contudo, verifica-se que ha uma forte correlacdo
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entre a ocorréncia da constricdo da base e a formacdo do meristema de abscisdo do coléter,
que, no caso estudado, verificou-se ter inicio no Estagio Pds-secretor, permanecendo no
Estagio Senescente, 0 que marca a passagem entre esses estagios.

A ocorréncia da constricdo da base tem sido relatada em véarias espécies de
Rubiaceae, contudo, para a especie Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) (PINHEIRO et al.,
2015), esse padrdo de ligagdo do coléter a estipula ndo foi relatado.

Sabe-se que 0 processo de senescéncia dos coléteres inicia-se na epiderme apical e
finaliza na basal em sua regido central, sendo de origem centripeta, com inicio pelas paredes
celulares da epiderme, conforme os estudos de Thomas e Dave (1989) e Miguel (2009), tendo
também sido relatado em Cariniana estrellensis (Lecythidaceae) (PAIVA, 2012) e em
Tontelea micrantha (Celastraceae, Salacioideae) (MERCADANTE-SIMOES e PAIVA,
2013).

Com relacéo as células que compdem a micromorfologia do coléter internamente
— Células da Epiderme Palicadica e do Eixo Central — verificou-se que o0 aspecto do arcabouco
celular dos dois grupos se apresenta semelhante nos Estagios Pre-secretor e Secretor — Células
turgidas —, caracterizando o inicio e a ocorréncia do processo de secrecao.

Nos Estagios Pds-secretor e Senescente, percebem-se células de aspecto irregular
a colapsado, definindo o final do processo secretor e o inicio da fase de senescéncia. Estas
caracteristicas também foram observadas para os coléteres da espécie Alseis pickelii (TULLII
et al., 2013).

Da mesma forma, o Citoplasma e o Ndcleo dessas células apresentaram
caracteristicas iguais nos Estagios Pré-secretor e Secretor, encontrando-se bastante densos e
com visualizacdo evidente, enquanto que, nos Estagios POs-secretor e Senescente, verificou-se
aspecto irregular e retracdo, causando perda da visualizacdo dessas estruturas, tendo sido
observado o mesmo para a espécie Alseis pickelii (TULLII et al., 2013).

A presenca da Secrecdo marca todos 0s quatro estagios, tanto no Coléter em si
guanto na regido externa ao mesmo. No Estagio Pré-secretor, ocorre presenca abundante de
secrecdo no interior do coléter, a qual vai decaindo a medida que o processo secretor avanca
em direcdo aos demais estagios: Secretor, POs-secretor e Senescente.

O contrario ocorre no meio externo a estrutura, com presenca minima de secre¢do
no Estagio Pré-secretor, que vai aumentando a medida que os demais estagios iniciam. Isto €
0 esperado, tendo em vista que o propdsito do processo secretor é lancar a secrecdo em
regibes internas da planta, ou no meio externo a estrutura, cumprindo o seu papel fisiolégico
(CASTRO e MACHADO, 2016).
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O Mecanismo de Secre¢do proposto para os coléteres de Genipa americana L.
(Rubiaceae) consiste no achado de um poro apical cuticular, através do qual a secrecdo é
externalizada.

Verificou-se que, mesmo antes do inicio do processo de extravasamento da
secrecdo, a cuticula j& se encontra em distensdo, com formacgdo de espaco subcuticular,
caracterizando essa fase e denotando o acUmulo de secrecdo na estrutura, em vias de
extravasamento. A presenca de poros e de rupturas na superficie do corpo do coléter ndo foi
evidenciada.

Um mecanismo de secrecdo semelhante ao observado para Genipa americana L.
(Rubiaceae) foi descrito para a Bathysa cuspidata (COELHO et al., 2013), consistindo na
observacdo de gotas de secrecdo no apice do coléter, sem, contudo, ter sido evidenciada a
presenca de poros ou rupturas. A ocorréncia de mecanismo secretor através da existéncia de
poro apical cuticular foi relatada em outros grupos taxonémicos, como, por exemplo, em
Turneraceae em coléteres do tipo padrdo (GONZALEZ, 1998).

Mecanismos de secrecdo diferentes foram relatados também em Rubiaceae, de
acordo com os estudos realizados em Bathysa nicholsonii K. Schum (MIGUEL et al., 2006;
MIGUEL et al., 2017), Psycothria nuda (MIGUEL, 2009) e Bathysa gymnocarpa e B.
stipulata (MIGUEL et al., 2010), consistindo na formacéo de cavidades secretoras na parede
celular externa.

Esta organizacdo em camadas possibilitaria a saida da secrecdo atraves dos
espacos formados nessas cavidades, sem ruptura da cuticula e sem a observacdo de mudancas
drésticas na cuticula das células epidérmicas durante todo o processo secretor, com tal
mecanismo consistindo na permeabilidade através da cuticula.

Em estudos recentes, realizados em Bathysa nicholsonii K. Schum (MIGUEL et
al., 2017), observou-se que durante 0 mecanismo secretor ocorrem mudangas tanto na parede
celular dos coléteres, quanto na secrecdo, essas mudangas estruturais possibilitam a ocorréncia
do processo secretor.

Ainda para Alseis pickelii (TULLII et al., 2013), o processo secretor consiste na
ruptura da cuticula via pressdo exercida pelo acimulo de secrecdo em espacos subcuticulares.
Ja para o observado em Tocoyena bullata (MIGUEL et al., 2016), consiste na liberacdo da
secrecdo via ruptura da cuticula; o mesmo, foi observado para Morinda citrifolia L.
(Rubiaceae) (PINHEIRO et al., 2015).

Em outras espécies, conforme os estudos em Allamanda cathartica (Apocynacea),

de Thomas e Dave (1989), e em Caryocar brasiliense (Caryocaraceae) e Hymenaea
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stigonocarpa (Fabaceae: Caesalpinioideae), de Paiva e Machado (2006a, 2006b), supde-se
que a via de liberagdo de secrecdo consiste na ruptura da cuticula via pressdo exercida pelo
acumulo de secrecdo em espacgos subcuticulares, conforme descrito anteriormente para
espécies de Rubiaceae. Essa observacdo também foi relatada nos estudos da espécie Plumeria
rubra L. (MOHAN e INAMDAR, 1986) e em Pterodon pubescens Benth. e Pterodon
polygalaeflorus Benth. (Fabaceae-Papilionoideae) (PAIVA et al., 2001).

A Histoquimica na secrecdo dos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)
confirmou a presenca de parte dos compostos estudados (conforme Tabela 2). Sendo assim,
Compostos Fendlicos foram confirmados nos Estagios Pos-secretor e Senescente; Lipideos e
Mucilagem foram confirmados nos Estigios Pré-secretor e Secretor; Polissacarideos e
Proteinas nos Estagios Pré-secretor e Secretor; e Polissacarideos e Proteinas na Secrecdo. Nao
foram encontrados sinais da presenca de Amidos e Taninos.

A secrecdo encontrada nos coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae)
caracteriza-se por ser de natureza mista, compreendendo a presenca de mucilagem, proteinas,
polissacarideos e lipideos nos estagios iniciais de secrecdo, e de Compostos Fenolicos nos
estagios finais.

Ressalta-se que o fator primordial de diferenciacdo entre os coléteres e as demais
estruturas secretoras reside no fato da composicdo do exsudato, o qual pode apresentar
constituicdo unicamente mucilaginosa — compostos de natureza hidrofilica (FAHN, 1979;
THOMAS, 1991), ou conter uma mistura de mucilagem e substancias lipofilicas — resinas
(FAHN 1979; FAHN, 1990; KRONESTEDT- ROBARDS e ROBARDS, 1991).

Achados semelhantes com relacdo a presenca de mucilagem, proteinas,
polissacarideos e lipideos em Rubiaceae foram relatados para as espécies, Psycothria nuda
(MIGUEL, 2009), Bathysa gymnocarpa e B. stipulata (MIGUEL et al., 2010), Bathysa
cuspidata (COELHO et al., 2013), cuja composicdo da secrecdo rica em substancias
hidrofilicas estaria mais ligada a protecao das estruturas em desenvolvimento.

Ja para a espécie Simira glaziovii (KLEIN et al., 2004), a presenca de proteinas
estaria, por sua vez, relacionada a protecdo contra microrganismos. Além da protecdo contra
patdgenos, a ocorréncia de proteinas no exsudato estaria ligada também a atividade
antifangica, conforme o relatado para a espécie Bathysa nicholsonii K. Schum (MIGUEL et
al., 2006).

Os achados relativos a presenca de lipideos na secrecdo dos coléteres de Genipa
americana L. (Rubiaceae) assemelham-se aos encontrados para B. stipulata (MIGUEL et al.,

2010), tendo sido encontradas vesiculas lipidicas proximas a parede celular. Ja para as células
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do eixo central e do epitélio secretor, o achado foi comparavel ao encontrado em Bathysa
cuspidata (COELHO et al., 2013), a despeito da técnica utilizada.

A ocorréncia de compostos fendlicos nos estagios finais da atividade secretora dos
coléteres de Genipa americana L. (Rubiaceae) marca o processo de senescéncia,
caracterizando os eventos finais do processo secretor em si, conforme verificado em
Rubiaceae, na espécie Bathysa cuspidata (COELHO et al., 2013), no qual, verifica-se a
degradacédo das organelas e membranas e 0 escurecimento do citoplasma, com mudanga de
coloracdo dos coléteres.

Estas caracteristicas foram relatadas também para outras espécies, como, por
exemplo, em Mandevilla illustris e M. velutina (Apocynaceae) (APPEZZATO-DA-GLORIA
e ESTELITA, 2000) e Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae: Caesalpinioideae) (PAIVA e
MACHADO, 2006b).

Por outro lado, a presenca de compostos fendlicos produzidos durante o processo
secretor, e acumulados em vacuolos para posterior utilizacdo, estaria ligada ao desempenho de
fungdo protetora contra herbivoria, nesse caso, uma defesa quimica, conforme observado em
Cariniana estrellensis (Lecythidaceae) (PAIVA, 2012).
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6 CONCLUSOES

Neste capitulo final, sdo apresentadas as consideragcdes finais do trabalho,

ressaltando os resultados obtidos com a aplicacdo das técnicas de pesquisa adotadas.

6.1 Consideracoes finais

6.1.1

6.1.2

6.1.3

ANANENENEN

6.1.4

6.1.5

Ontogénese

Diferenciacdo em trés estagios: inicial, intermediario e final, com ocorréncia de
divisbes anticlinais na protoderme: células do lado abaxial ddo origem a epiderme
palicadica, e as do lado adaxial — subprotodérmicas, ao eixo central; e

Ocorréncia de divisdes periclinais.

Origem

Mista: a partir de células da protoderme e do meristema fundamental.

Aspectos da micromorfologia e anatomia externa

Coléteres organizados na base da estipula em formato triangular;

Coléteres do tipo padrao;

Presenca de constricdo da base;

Epiderme palicadica, constituida por células secretoras; e

Eixo central: constituido por células parenquimaticas alongadas, ndo-vascularizado.

Mecanismo Secretor

Caracterizado por acumulo de secrecdo, com formacdo de espaco subcuticular,

distensdo da cuticula, e liberacdo da secrecdo via poro secretor apical cuticular.

Histoquimica

Natureza da secrecdo: mista;

Confirmacdo da presenca dos seguintes compostos: mucilagem, proteinas,
polissacarideos, lipideos, nos estagios iniciais de secrecdo; e

Compostos Fendlicos, nos estagios finais de secre¢éo.
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A especie Genipa americana L. (Rubiaceae) exibe a presenca de coléteres cujas
caracteristicas encontradas, ndao divergem da maioria dos coléteres estudados tanto em
espécies de Rubiaceae, como também em espécies de outros grupos taxondmicos, trazendo

este estudo informagfes que vem enriquecer a pesquisa nessa area.
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