INSTITUTO FEDERAL GOIANO — CAMPUS RIO VERDE
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E CONSERVAGCAO

COLETERES FOLIARES EM CLUSIA BURCHELLI ENGL. E
CLUSIA CRIUVA CAMBESS. SUBSP. CRIUVA (CLUSIACEAE)

Autora: Roberta Silva Teixeira

Orientadora: Valdnéa Casagrande Dalvi



RIO VERDE - GO
Agosto — 2020

INSTITUTO FEDERAL GOIANO — CAMPUS RIO VERDE PRO-
REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E CONSERVACAO

COLETERES FOLIARES EM CLUSIA BURCHELLI ENGL. E
CLUSIA CRIUVA CAMBESS. SUBSP. CRIUVA (CLUSIACEAE).

Autora: Roberta Silva Teixeira

Orientadora: Valdnéa Casagrande

Dalvi

Dissertacao apresentada, como
parte das exigéncias para obtencdo do titulo de MESTRE em
Biodiversidade e Conservacdo, no Programa de Pos-

Graduacdo em Biodiversidade e
Conservacao do Instituto Federal de

Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde
— Area de concentragdo Conservagdo dos Recursos Naturais.



RIO VERDE - GO
Agosto — 2020



Sistema desenvolvido pelo ICMC/USP
Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas - Instituto Federal Goiano

Teixeira, Roberta Silva
TT266¢C Coléteres foliares em Clusia burchelli Engl. e
Clusia criuva Cambess. subsp. criuva (Clusiaceae).
/ Roberta Silva Teixeira; orientadora Valdnéa
Casagrande Dalvi; co-orientador Diego Ismael Rocha. -
- Rio Verde, 2020.
70 ‘P

Dissertagdo (Mestrado em Biodiversidade e
Conservagdo) -- Instituto Federal Goiano, Campus Rio
Verde, 2020.

1. Clusia. 2. Coléteres. 3. Guttiferae. 4.
Secregdo. I. Casagrande Dalvi, Valdnéa , orient. II.
Ismael Rocha, Diego, co-orient. III. Titulo.

Responsavel: Johnathan Pereira Alves Diniz - Bibliotecario-Documentalista CRB-1 n°2376

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO
SECRETARIA DE EDUCAGAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAGCAO, CIENCIA E TECNOLOGIA GOIAND

Documentos 36/2020 - NREPG-RV/CPG-RV/DPGPI-RV/DG-RV/CMPRV/IFGOIANO
COLETERES FOLIARES EM CLUSIA BURCHELLI ENGL. E CLUSIA CRIUVA CAMBESS. SUBSP. CRIUVA
(CLUSIACEAE)

Autora: Roberta Silva Teixeira
QOrientadora: Prof2. Dr2. Valdnéa Casagrande Dalvi

TITULACAQO: Mestre em Biodiversidade e Conservacao - Area de Concentracdo Conservacao dos
Recursos Naturais

APROVADO em 24 de agosto de 2020.

Prof. Dr. Vinicius Coelho Kuster Prof. Dr. italo Antdnio Cotta
Avaliador externo - UF) / Jatal Coutinho
Avaliador externo - UFCE / Pici

Prof. Dr. Valdnéa Casagrande Dalvi
Presidente da Banca - IF Goiano / Rio Verde



Documento assinado eletronicamente por:

= [talo Anténio Cotta Coutinho, [talo Anténio Cotta Coutinho - Professor Avaliador de Banca - Universidade Federal do Ceara (07272636000131), em 25/08/2020
17:08:32.

» Vinicius Coelho Kuster, Vinicius Coelho Kuster - Professor Avaliador de Banca - Universidade Federal de Goids (01567601000143), em 24/08/2020 16:02:26.
= Valdnea Casagrande Dalvi, COORDENADOR DE CURSO - FUC0001 - CCGRAD-RV, em 24/08/2020 14:23:23.

Este documento foi emitido pelo SUAP em 12/08/2020. Para comprovar sua autenticidade, faga a leitura do QRCode ao lado ou acesse
https://suap.ifgoiano.edu.br/autenticar-documento/ e fornega os dados abaixo:

Codigo Verificador: 173539
Codigo de Autenticacdo: 8a997eceeb

INSTITUTO FEDERAL GOIANO

Campus Rio Verde

Rodovia Sul Goiana, Km 01, Zona Rural, None, RIO VERDE / GO, CEP 75901-970
(64) 3620-5600



]
B
BBl INSTITUTO FEDERAL
B Goiano
Repositorio Institucional do IF Goiano - RIIF Goiano
Sistema Integrado de Bibliotecas

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGCAO PARA DISPONIBILIZAR PRODUCOES
TECNICOCIENTIFICAS NO REPOSITORIO INSTITUCIONAL DO IF GOIANO

Com base no disposto na Lei Federal n°® 9.610/98, AUTORIZO o Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano, a disponibilizar gratuitamente o documento no Repositério Institucional do IF Goiano
(RIIF Goiano), sem ressarcimento de direitos autorais, conforme permissao assinada abaixo, em formato
digital para fins de leitura, download e impressao, a titulo de divulgacdo da producéo técnicocientifica no IF
Goiano.

Identificacdo da Producéo Técnico-Cientifica

[ ] Tese [ ] Artigo Cientifico

[ x ] Dissertagdo [ ] Capitulo de Livro

[ ] Monografia — Especializagio [ ]Livro

[ ]TCC - Graduagio [ ] Trabalho Apresentado em Evento

[ ] Produto Técnico e Educacional - Tipo:

Nome Completo do Autor: Roberta Silva Teixeira
Matricula: 2018202310840077

Titulo do Trabalho: Coléteres foliares em Clusia burchelli Engl. e Clusia criuva Cambess.
subsp. criuva (Clusiaceae).

Restri¢Bes de Acesso ao Documento
Documento confidencial: [x] Nao[ ] Sim, justifique:

Informe a data que podera ser disponibilizado no RIIF Goiano: 26/10/2020
O documento esta sujeito a registro de patente? [ ] Sim [X] Nao
O documento pode vir a ser publicado como livro? [ ] Sim [X] Nao

DECLARACAO DE DISTRIBUICAO NAO-EXCLUSIVA
O/A referido/a autor/a declara que:

1. 0 documento € seu trabalho original, detém os direitos autorais da produgdo técnico-cientifica e ndo
infringe os direitos de qualquer outra pessoa ou entidade;

2. obteve autorizacdo de quaisquer materiais inclusos no documento do qual ndo detém os direitos de
autor/a, para conceder ao Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano os direitos requeridos e



que este material cujos direitos autorais sdo de terceiros, estdo claramente identificados e reconhecidos no texto
ou contetdo do documento entregue;

3. cumpriu quaisquer obrigagdes exigidas por contrato ou acordo, caso o documento entregue seja baseado
em trabalho financiado ou apoiado por outra instituicdo que ndo o Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano.

Rio Verde, 23/10/2020

'(“—H ' 4 1=

B = A gy

Assinatura do

Autor e/ou Detentor dos Direitos Autorais

Ciente e de acordo:

Assinatura da orientadora



SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO
SECRETARIA DE EDUCACAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA

INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA GOIANO

Ata n° 35/2020 - NREPG-RV/CPG-RV/DPGPI-RV/DG-RV/CMPRV/IFGOIANO

PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUACAO E INOVACAO

ATA N2/46

BANCA EXAMINADORA DE DEFESA DE DISSERTACAO

Aos vinte e quatro dias do més de agosto do ano de dois mil e vinte, as 09h00min (nove
horas), reuniram-se 0s componentes da banca examinadora em sessdo publica realizada
por videoconferéncia, para procederem a avaliacdo da defesa de Dissertacdo, em nivel
de mestrado, de autoria de Roberta Silva Teixeira, discente do Programa de
P6sGraduacdo em Biodiversidade e Conservacgéo do Instituto Federal Goiano — Campus
Rio

Verde. A sessdo foi aberta pela presidente da Banca Examinadora, Prof?. Dr2, Valdnéa
Casagrande Dalvi, que fez a apresentacdo formal dos membros da Banca. A palavra, a
seguir, foi concedida a autora para, em 30 min., proceder a apresentacdo de seu trabalho.
Terminada a apresentacdo, cada membro da banca arguiu a examinada, tendo-se adotado
o sistema de dialogo sequencial. Terminada a fase de arguicdo, procedeu-se a avaliacédo
da defesa. Tendo-se em vista as normas que regulamentam o Programa de Pds-
Graduacdo Biodiversidade e Conservacdo, e procedidas as corre¢es recomendadas, a
Dissertacdo foi APROVADA, considerando-se integralmente cumprido este requisito
para fins de obtencéo do titulo de MESTRA EM BIODIVERSIDADE E CONSERVAGAO, na
area de

concentracdo em Conservacao dos Recursos Naturais, pelo Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde. A conclusdo do curso dar-se-a quando da entrega na secretaria do

PPGBio da versdo definitiva da Dissertagdo, com as devidas corregdes. Assim sendo, a



defesa perdera a validade se ndo cumprida essa condicdo, em até 60 (sessenta) dias da
sua ocorréncia. A Banca Examinadora recomendou a publicagdo dos artigos cientificos
oriundos dessa dissertacdo em periodicos apds procedida as modificacdes sugeridas.
Cumpridas as formalidades da pauta, a presidéncia da mesa encerrou esta sesséo de
defesa de Dissertacdo de Mestrado, e para constar, foi lavrada a presente Ata, que, apds
lida e achada conforme, sera assinada eletronicamente pelos membros da Banca

Examinadora.

Membros da Banca Examinadora

o o Situacdo no
Nome Instituicao
Programa
. Presidente
Profé. Dr2. Valdnéa IF Goiano — Campus
Casagrande Dalvi Rio Verde
. UFJ - Jatai Membro externo

Prof. Dr. vinicius
Coelho Kuster




Prof. Dr. italo Antdnio Cotta [UFCE - Pici Membro externo
Coutinho

Documento assinado eletronicamente por:

= [talo Antonio Cotta Coutinho, [talo Ant6nio Cotta Coutinho - Professor Avaliador de Banca - Universidade Federal do Ceara (07272636000131), em 25/08/2020
17:07:35.

= Vinicius Coelho Kuster, Vinicius Coelho Kuster - Professor Avaliador de Banca - Universidade Federal de Goids (01567601000143), em 24/08/2020 15:59:39.

= Valdnea Casagrande Dalvi, COORDENADOR DE CURSO - FUC0001 - CCGRAD-RV, em 24,/08/2020 14:40:31.

Este documento foi emitido pelo SUAP em 12/08/2020. Para comprovar sua autenticidade, faga a leitura do QRCode ao lado ou acesse
https://suap.ifgoiano.edu.br/autenticar-documento/ e fornega os dados abaixo:

Cédigo Verificador: 173556
Cddigo de Autenticacdo: 0211elffd2

INSTITUTO FEDERAL GOIANO

Campus Rio Verde

Rodovia Sul Goiana, Km 01, Zona Rural, None, RIO VERDE / GO, CEP 75901-970
{64) 3620-5600



DEDICATORIA

Esse trabalho é dedicado especialmente a minha mae Iraci Meneses Silva, a minha
irma Viviane Meneses Teixeira e meu tio Jodo Menez da Silva pelo apoio, conselhos e
toda ajuda incondicional que sempre me deram em todos 0s momentos durante o periodo
em que me dediquei ao mestrado.

A Alex Batista Moreira Rios que se tornou ainda mais que um amigo e sim um
irmdo de coracdo, sempre me dando 6timos conselhos, me ajudando com estadia em Rio
Verde e transmitindo ensinamentos de sua experiéncia em escrita, os quais favoreceram

meu desempenho para o término do meu trabalho.

AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ndo me desamparar em nenhum momento ao
longo dessa etapa de minha formacdo académica, onde aprendi, vivi experiéncias e
conheci pessoas fantasticas, que me fizeram, evoluir e amadurecer como ser humano e
profissional.

As equipes do Laboratorio de Anatomia Vegetal, do Laboratério de Ecologia e
Sistematica Vegetal — Herbario e Laboratorio de quimica organica e experimental do
Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde, por todo o apoio logistico que me
concederam e pela convivéncia que me trouxe muitos aprendizados. Agradeco
especialmente a Valdeir Martins por toda sua ajuda em laboratério e sua amizade.

O coorientador Diego Ismael Rocha pelos ensinamentos e supervisao que foram

essenciais para coletar dados e redigir minha dissertagéo.



Ao José Nascimento Janior, taxonomista, que de muito bom grado me auxiliou na
identificacdo e confirmacdo das espécies estudadas.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
financiamento cddigo 001, pela bolsa concedida e bem aproveitada.

Aos meus colegas de turma, pela convivéncia, troca de experiéncias e
companheirismo que foram muito importantes para fortalecer a determinacao para cursar
0 mestrado.

A equipe do Nucleo de Microscopia (LabMic) da Universidade Federal de Goias
(UFG), campus Samambaia, Goiania-GO por todo atendimento dado para que as imagens
de microscopia eletronica de varredura fossem obtidas.

E por ultimo e ndo menos importante, minha orientadora Valdnéa Casagrande
Dalvi, por jamais ter hesitado em me atender, ensinar, estimular meu senso critico e
sempre acreditar no meu potencial em todos os momentos ao longo dessa jornada. Serei
eternamente grata por nossa convivéncia produtiva, a amizade construida e pela excelente
formacé&o profissional que recebi. Pode ter a certeza de que vocé se tornou uma referéncia
e um exemplo de docente, pesquisadora e ser humano para essa mestranda que sempre

carregara seus ensinamentos ao longo da vida.

BIOGRAFIA DA AUTORA

Nascida no municipio de Acretina — GO.

Graduada em Ciéncias Biologicas — modalidade licenciatura, pelo Instituto
Federal de Ensino, Educacédo e Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde.

Durante o periodo em que foi aluna do mestrado em Biodiversidade e
Conservacao no Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, adquiriu formacdo e
desenvolveu um projeto de pesquisa de anatomia vegetal com énfase em estruturas

secretoras.



INDICE

Pagina
RESUIMO ... Erro! Indicador ndo definido.
ADSETACT ..o e et e et e e et et e e e e e aaaaaaaas 10
1. INTRODUGAD. ...ttt ettt sttt en st en s 1

1

1.1, A FaMIIA CIUSTACEAE. ... .. e 11
1.2. O gENEIO ClIUSIA.....c.viiviiiiir ettt ettt eneesraenn e s 12
L3, COIBERIES. ..ttt 12

2RI OIENCIAS. ..ottt n 13



Vi

3t ODJBEIVOS. ...ttt bt 19
(0T 11 (1] (o 1 D P TUPUSTP TP 20
N oS - Tl SRRSO 21
ACKNOWIEAEMENLS. ...\ ovntiet ettt et et et ee s 22
Compliance with ethical standards...............coiiiiiiiiiiiiii e 22
AUthOT CONETIDULIONS. ...\ e ettt ettt et ettt et e e e e e aaeeaeeas 22
L1 g0 0ot AT o SRS RS 23
Material and METNOGS. ........cui i 24
RESUILS. .ot e e 26
LD T2 T3] 103 28
R OTEINCES. ...t e 32
CAPITUIO T] -ttt et 47
RESUIMO. ...ttt b bbb ettt e e e ea e e e na e e e nnbe e fees 48
INEFOAUGED. ... ..t b bbbt enes b 49
Material @ MEATOUOS. ........eeuiiieiieeeie e e bbbttt en s 50
RESUITATOS. ...t ettt sb et bbb e b 52
DISCUSSAD. ...ttt sttt bbbt s bt b et es et es et e st eb et eb et e ebe et en e e 55
o - Yo LcTod T 1T o] (LSO 60
RETEIENCIAS. ...ttt s et ettt nreas 60

CoNSIAEragOES FINAIS. ... cc.eeveieeie ettt e e e teenaenres 74



vii

INDICE DE FIGURAS

LOF: 1011 (1] 0 TN S SSTUSTOSPSPIRS

Figure 1. Distribution of colleters in vegetative apex and leaves of Clusia burchelli...42
Figure 2. Ontogeny and structural characterisation of Clusia burchelli colleters......... 43
Figure 3 Histochemical characterisation of Clusia burchelli colleters...........c............. 44

Figure 4. Ultrastructural characterisation of Clusia burchelli colleters......................... 45

(OF: 1011 (1] (0 T I SRR STPSR PSSP
Figura 1. Local de coleta e amostragem Clusia criuva Cambess. subsp. criuva............. 70
Figura 2. Coléteres em Clusia criuva Cambess. subsp. Criuva...........ccccoevveveiieiiiinennns 71
Figura 3. Secdes anatémicas dos coléteres foliares de Clusia criuva Cambess. subsp.
criuva coradas com Azul de TOIUIAING. ........ccvviiieiiiee s 72
Figura 4. Testes histoquimicos dos coléteres de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva em
trés estagios de desenvolvimento foliar...........cccooviiiiiie i 73
RESUMO



viii

TEIXEIRA, ROBERTA SILVA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
agosto de 2020. Coléteres foliares em Clusia burchelli Engl. e Clusia criuva Cambess.
subsp. criuva (Clusiaceae). Orientadora: Valdnéa Casagrande Dalvi. Coorientador:

Diego Ismael Rocha.

SecrecOes de grande importancia econdmica e ecoldgica sdo amplamente estudadas em
Clusiaceae, no entanto os relatos de estruturas secretoras conhecidas como coléteres, sdo
escassos para 0 grupo. Assim, objetivamos caracterizar os coléteres foliares de Clusia
criuva Cambess. subsp. criuva e de Clusia burchelli Engl., identificar os compostos
quimicos produzidos em diferentes estagios de desenvolvimento foliar e identificar a
morfologia dessas estruturas. Folhas em diferentes estagios de desenvolvimento
(meristemas com primdrdios foliares, folhas adultas e folhas senescentes) foram coletados
e processadas segundo tecnicas usuais para microscopia de luz, incluindo testes
histoquimicos; microscopia eletronica de varredura e microscopia eletrbnica de
transmiss@o (Clusia burchelli). Nas duas espécies os coléteres ocorrem na face adaxial
das folhas, na regido de insercdo com o caule. S&o avascularizados, possuem um
pedunculo curto, uma cabeca multicelular formada por um eixo central de células
parenquimaticas e uma epiderme secretora, sendo classificados como coléteres do tipo
padrdo. No entanto, a maioria dos coléteres de Clusia burchelli séo alargados da base até
0 apice enquanto outros apresentam formato de cone. Em Clusia criuva subsp. criuva, 0s
coléteres possuem um formato lacrimiforme e uma constricdo na por¢édo apical. Os testes
histoquimicos evidenciaram a presenca de polissacarideos, pectinas, compostos fenolicos
e alcaloides nos coléteres nos trés estadios de desenvolvimento da folha em ambas as
espécies. Proteinas foram evidenciadas na secrecao e nas células da porcao secretora de
Clusia criuva subsp. criuva. Em Clusia burchelli foram encontrados ainda lipidios na
secrecdo e gotas de Oleo essencial no interior das células secretoras. A diferenca na
composicao quimica da secrecdo pode estar relacionada com o ambiente onde as espécies
ocorrem sendo Clusia burchelli endémica do cerrado e Clusia criuva subsp. criuva

ocorrente na Mata Atlantica ou pode ser caracteristicas intrinsecas das espécies.

PALAVRAS-CHAVES: Clusia, Coléteres, Guttiferae, Secrecdo.

ABSTRACT



TEIXEIRA, ROBERTA SILVA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
agosto de 2020. Leaf colleters in Clusia burchelli Engl. and Clusia criuva Cambess.
subsp. criuva (Clusiaceae). Orientadora: Valdnéa Casagrande Dalvi. Coorientador:

Diego Ismael Rocha.

Secretions of great economic and ecological importance are widely studied in
Clusiaceae, however reports of secretory structures known as colleters are scarce for the
group. Thus, we aim to characterize the leaf colleters of Clusia created Cambess. subsp.
criuva and Clusia burchelli Engl., to identify chemical compounds produced at different
stages of leaf development and to identify the morphology of these structures. Leaves at
different stages of development (meristems with leaf primordia, adult leaves and
senescent leaves) were collected and processed according to usual techniques for light
microscopy, including histochemical tests; scanning electron microscopy and
transmission electron microscopy (Clusia burchelli). In both species, colleters occur on
the adaxial surface of the leaves, in the region of insertion with the stem. They are
avascularized, have a short peduncle, a multicellular head formed by a central axis of
parenchymal cells and a secretory epidermis, being classified as standard type colleters.
However, most Clusia burchelli colleters are extended from the base to the apex while
others are cone-shaped. In Clusia he created subsp. criuva, the colleters have a
lacrimiform shape and a constriction in the apical portion. Histochemical tests showed
the presence of polysaccharides, pectins, phenolic compounds and alkaloids in the
secretion of colleters in the three stages of leaf development in both species. Proteins
were evidenced in the secretion and in the cells of the secretory portion of Clusia created
subsp. criuva. Clusia burchelli also found lipids in the secretion and drops of essential
oil inside the secretory cells. The difference in the chemical composition of the secretion
may be related to the environment where the species occur, Clusia burchelli being
endemic to the cerrado and Clusia creating subsp. occurring in the Atlantic Forest or may
be intrinsic characteristics of the species.

KEY WORDS: Clusia, Colleters, Guttiferae, Secretion.



1. INTRODUCAO

1.1. A familia Clusiaceae

A familia Clusiaceae Lindley, composta por 27 géneros cerca de 1.000 espécies (Judd
et al. 2009), é dividida em duas subfamilias: Clusioideae e Kielmeyeroideae (Stevens
2005). Clusiaceae apresenta distribuicdo cosmopolita, no entanto a maior diversidade nas
regides neotropicais (Kumar et al. 2013). No Brasil, as espécies estdo distribuidas do Rio
Grande do Sul ao Amazonas e sdo encontradas especialmente na AmazoOnia, Mata
Atlantica e Cerrado (Brittich 2010). O catalogo de plantas e fungos do Brasil descreve a
presenca de 10 géneros de Clusiaceae, compreendendo 123 espécies, sendo que destas
43 sdo endémicas. Entre os géneros de maior ocorréncia no Brasil estdo os géneros Clusia
L. com 63 espécies e Tovomita Planch. & Triana com 30 espécies (Forzza et al. 2010).

As espécies dessa familia possuem habitos bastante variados incluindo plantas
arbdreas, epifitas, hemiepifitas ou, ocasionalmente lianas (Gustafsson 2000). Os
caracteres vegetativos e florais possuem valor diagnostico, principalmente em nivel
genérico e especifico (Judd et al. 2009). Dentre as sinapomorfias da familia destacam-se
a producdo de compostos quimicos (por exemplo, xantonas, benzofenonas da classe dos
compostos fenolicos e hidrocarbonetos, quinonas e proteinas) (Stevens 2001; Ruhfel et
al. 2011).

Clusiaceae é conhecida pelo o uso de latex da espécie Clusia insigns Mart. e de outras
espécies dos géneros Moronobea Aubl., Platonia Mart. e Symphonia L. para calafetar
barcos, confeccionar mascaras, tochas entre outras utilizagdes (Steyermark et al. 1998).
No entanto, o exsudato comumente denominado de latex foi recentemente identificado
como resina (Alencar et al. 2020). Segundo esses autores, a resina pode variar muito em
sua composicdo, entre espécies diferentes ou entre diferentes érgdos da mesma espécie,
mas € sempre predominantemente terpénica. Assim, espécies de Clusia e alguns
representantes do clado Clusidide ndo possuem latex mas sim ductos secretores
resiniferos.

As resinas florais também merecem destaque na familia. Bittrich et al. (2010) relatam
que as resinas, sendo assim classificadas pelo seu aspecto fisico (6leo viscoso) e nao
quimico, sdo conhecidas em duas familias de angiospermas: Euphorbiaceae e Clusiaceae
(espécies de Clusia L., Clusiella Planch. & Triana e uma espécie do género Tovomitopsis

Planch. & Triana). Estruturas secretoras de resina séo relatadas em flores de Clusia
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valeorioi Standl. e em espécies de Kielmeyera Mart. & Zucc., ndo sendo especificado

qual a natureza dessas estruturas (Gustafsson et al. 2007; Hochwallner and Weber 2006)
bem como em folhas dos géneros Kielmeyera Mart. & Zucc., Vismia Vand., Hypericum
L., Calophyllum L,, Clusia L., Tovomitopsis Planch. & Triana e Garcinia L. (Bittrich
2010).

Ecologicamente o “latex” protege a planta contra o ataque de microrganismos ¢ a
resina é usada pelas abelhas na construcdo de seus ninhos e protege também contra a
invasdo de microrganismos devido a acdo bactericida de seus constituintes (Lokvam et
al. 2000). Flores de ambos o0s sexos oferecem resina como recompensa (Lokvam et al.
2000).

1.2. O género Clusia

Um dos maiores géneros da familia € o género neotropical Clusia, que consiste em
300-400 espécies (Luttge 2007) das quais 68 sdo encontradas no Brasil (Bittrich et al.
2015). As especies do género ocorrem desde a América Central até o sul do Brasil
(Gustafsson et al. 2007). No Brasil o género possui ampla ocorréncia sendo sua
ocorréncia confirmada para todas as regibes brasileira (Flora do Brasil 2020), se
destacando ainda por sua importancia ecoldgica (nas formacGes de restinga), medicinal
e ornamental (Judd et al. 2009).

Clusia apresenta uma grande importancia para a medicina popular sendo
frequentemente produzidas infusdes a partir das partes aéreas (folhas e casca) as quais
sdo usadas para o tratamento de problemas reumaticos, como purgativa e curar feridas
(Corréa 1984), para problemas estomacais (Silva 2010), anti-HIV e antifungica

(Machado 2002; Wu et al. 2014). Além disso tém sido investigados sua acéo analgésica,

antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante, antiparasitaria, antitumoral, citotoxica,
imunomoduladora e hipolipidémica com resultados promissores na maioria dos casos
(Camargo 2002; Ferreira 2012).

Dentre os principios ativos relatados para o género destacam-se as benzofenonas
poliisopreniladas, terpenoides, benzoquinonas, flavonoides (Andrade et al. 1998;
Camargo 2002; Silva 2010; Anholetti et al. 2015) triterpenos, esteroides, acidos

tocotrienoloicos, bifenilas e xantonas (Camargo 2002; Ferreira 2012).
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1.3. Coléteres

Além das glandulas de resina a presenca de coléteres foi registrada para espécies da
familia Clusiaceae (Thomas 1991) principalmente para o género Clusia (Machado &
Emmerich 1981; Thomas 1991, Bittrich 2010; Silva et al. 2019).

Coleteres sdo estruturas secretoras externas encontradas na superficie adaxial de
6rgéos reprodutivos e/ou vegetativos jovens de um grande nimero de familias (Thomas
1991). Recentemente Vilhalva et al. (2016) relataram coléteres em érgdos subterraneos
de Galianthe grandifolia E.L. Cabral (Rubiaceae).

A palavra coléter vem do grego colla, “cola”, indicando a secre¢do pegajosa desta
estrutura constituida unicamente por mucilagem (Fahn 1979; Thomas 1991) ou uma
mistura de mucilagem e substancias lipofilicas (Fahn 1979, 1990; Kronestedt & Robards
1991).

A funcdo principal da secrecdo produzida por coléteres relaciona-se com a protecdo
de meristemas e 6rgdos em desenvolvimento, sendo estes lubrificados e protegidos contra
dessecacdo (Thomas 1991). A porcdo lipofilica atua como dissuasivo contra
microrganismos (Demarco 2005); repelente de insetos, impedimento aos herbivoros
(Smith 1963; Curtis & Lersten 1974); defesa contra patdgenos, e como um notavel agente
antimicrobiano, inibindo a proliferacdo de fungos e atividade bacteriana (Castro &
Demarco 2008; Calvo et al. 2010; Cardoso-Gustavson et al. 2014).

Observacdes relativas a duracdo funcional dos coléteres de Clusia langsdorffii
reforcam a hipdtese que essas estruturas oferecem protecdo as folhas jovens, ja que estdo
presentes apenas durante a fase em que as folhas em desenvolvimento sdo especialmente
suscetiveis a desidratacdo (Paiva 2009). Mayer et al. (2011) defendem que o termo
"coléter” € melhor utilizado como um conceito funcional, ja que somente a composicao
e funcdo do exsudato sdo pré-condicdes a sua caracterizacdo. Além da funcdo ecoldgica,
a presenca e o tipo de coléteres sdao importantes parametros taxonémicos e filogenéticos
(Coutinho et al. 2015) dentre 0s quais destacam-se estudos com espécies de Apocynaceae
(Thomas 1991; Demarco 2005), Aquifoliaceae (Thomas 1991; Gonzaléz and Tarragd
2009), Euphorbiaceae (Thomas 1991; Vitarelli et al. 2015), Gentianaceae (Thomas 1991,
Renobales et al. 2001), Rubiaceae (Lester 1974; Thomas 1991) e Leguminosae
(Coutinho et al. 2015; Silva et al. 2017) entre outras.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Compreender a estrutura anatdmica dos coléteres foliares de duas espécies de
Clusia identificando as principais classes de metabdlitos secretados e as variagcdes na
estrutura e composicdo da secrecéo ao longo do desenvolvimento foliar.

3.2. Especificos
- Caracterizar por meio de avaliagdes morfoanatdmicas os coléteres foliares de
Clusia criuva Cambess. subsp. criuva e Clusia burchelli Engl,;
- Descrever a micromorfologia dos coléteres;
- ldentificar através de testes histoquimicos a composi¢do do exsudato de ambas as

espécies;

- ldentificar os mecanismos de sintese e liberacdo da secrecéo de Clusia burchelli Engl.e;
- Averiguar o desenvolvimento dessas estruturas secretoras bem como as possiveis

mudancas na composicao da secre¢do de acordo com o desenvolvimento foliar.
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Abstract

Clusiaceae species are known globally for the economic importance of their secretory
structures; however, reports of colleters in the family are scarce. Therefore, in the present
study, we characterised the leaf colleters in Clusia burchellii by investigating the nature
of the major chemical substances of the secretions and the cellular aspects associated with
the synthesis and release of the secretions. Meristem with leaf primordia and leaf samples
at different developmental stages were collected, fixed in FAA (formalin, acetic acid, and
50% ethanol), and examined under light and electron microscopy. Histochemical tests
were performed to determine the nature of the secreted substances. Colleters of the
standard type occur at the base of the petiole, are sessile or short pedunculated, and
originate from protoderm and ground meristem cells. During leaf development, young,
active, and whitish colleters become brownish and inactive at late developmental stages.
Alkaloids and phenolic compounds were common in central axis cells. Proteins were not
observed in the secretions; however, a mixture of hydrophilic and lipophilic substances,
which can prevent water loss under hot tropical climates, were found. Secretion
accumulation was observed in the periplasmic region of the secretory cells and in the
subcuticular spaces. Cuticular pores were present especially in the apical portion of the
colleters. Our data illustrate variations in the amounts of secretions throughout the leaf
developmental stages and revealed some cellular aspects of the secretion mechanisms in

the leaf colleters of C. burchellii.

Keywords: Colleters, Clusiaceae, Guttiferae, Mucilage, Plant secretion, Ultrastructure
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Introduction

The term ‘colleter’ originates from the Greek word ‘kolla’ and was used for the
first time by Hanstein (1848; Thomas 1991) to refer to the sticky substances secreted by
the structure. The colleters may synthesize mucilage solely or a mixture of mucilage and
resin (Fahn 1979; Thomas 1991), which has been interpreted as an adaptive strategy for
protecting reproductive and vegetative meristems against desiccation (Fahn 1979;
Thomas 1991; Mayer et al. 2011, 2013). In addition, it has been associated with symbiotic
bacteria (Lersten 1974; Machado et al. 2015), where the secretion could act as a barrier
against herbivores and pathogens (Miguel et al. 2006; Ribeiro et al. 2017), as well as
facilitate gliding of surfaces over each other in the course of growth (Uphof 1962) or act

as a lubricant during floral development (Leitdo and Cortelazzo 2008).
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According to some authors, the term ‘colleter’ is better used in a functional
context, since only the chemical composition and function of the gland are considered in
their characterization (Thomas 1991; Mayer et al. 2011, 2013; Ribeiro et al. 2017).
Cardoso-Gustavson et al. (2014) also reported that the chemical composition of the
exudate, morphology of the gland, its proximity to the developing organs, and secretory
activity during the development of vegetative or floral organs must be taken into account
when defining a gland as a colleter.

Colleters are widely distributed among the angiosperms and were reported in
about 60 families by Thomas (1991); the types and positions of colleters have been
demonstrated to be useful taxonomic characteristics in different plant clades (Lersten
1974; Rio et al. 2005; Simdes et al. 2006; Gonzalez and Tarrag6 2009; Mayer et al. 2011;
Silva et al. 2012; Coutinho et al. 2015; Lopes-Mattos et al. 2015; Vitarelli et al. 2015;
Fernandes et al. 2016; Judkevich et al. 2017; Ribeiro et al. 2017; Silva et al. 2017; Feio
et al. 2018; Silva et al. 2019). In recent decades, an increasing number of studies have
reported colleters in different groups, including first recordings of the structure in
Anacardiaceae (Lacchia et al. 2016), Aquifoliaceae (Gonzalez and Tarragd 2009),
Celastraceae (Mercandantes-Simdes and Paiva 2013), Lecythidaceae (Paiva 2012), in
monocotyledons (Leitdo and Cortelazzo 2008; Mayer et al. 2011), and even in
Thelypteridaceae, a monilophyte (Oliveira et al. 2017).

In Clusiaceae, colleters were first reported by Thomas (1991), ), which opened
path for morphofunctional description of Clusiaceae colleters and the identification of
chemical characteristics of their secreted substances. To date, filiform colleters have been
reported for Garcinia brasiliensis flowers (Leal et al. 2012) and lachrymiform colleters
(cone shaped) for Clusia fluminensis and Clusia lanceolata leaf axes (Silva et al. 2019)
and Clusia grandiflora petiole (Machado and Emmeric 1981; Bittrich 2003).

Clusia burchellii Engl. is endemic to the Brazilian Neotropical savanna (i.e.,
Cerrado sensu lato), especially in rocky fields (Bittrich et al. 2015). The rocky fields are
characterised by rocky formations with altitudes often greater than 900 m; the soils are
shallow with rapid drainage, acidic, low organic matter content, and nutrient-poor and
originate from the decomposition of quartzite and arenite rocks (Ribeiro and Walter
2008). The rocky field environments experience dry and rainy seasons with daily
temperature fluctuations, occasional fires events, constant winds, and intense solar
radiation (Goodland and Ferri 1979; Ratter et al. 1997; Simon et al. 2009).
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Despite the extensive recent studies on colleters, very few studies have explored
correlations between the composition of the secretions and the plants’ environments
(Tresmondi et al. 2015, 2017; Faria et al. 2019). In the case of C. burchellii, the
occurrence of colleters has not been reported or observed; however, the observation of
copious secretions that cover the apical meristems and young leaves has led us to
hypothesize that the species has colleters. Consequently, considering the biological
importance of colleters and the relative scarce information on the secretory structure in
Clusiaceae, the objective of the present study was to characterize the morphoanatomy of
C. burchellii leaf colleters and to investigate the major chemical compounds in the
secretions, as well as the cellular aspects associated with the synthesis and release of the

secretions.

Material and methods Collection area and plant material sampling

The Parque Estadual da Serra dos Pireneus is located within the municipalities of
Pirendpolis, Cocalzinho de Goias, and Corumba de Goias, in the state of Goias, Brazil,
with a maximum altitude of 1.385 m at Pico dos Pireneus. The vegetation includes several
Cerrado phytophysiognomies such as the Cerrado sensu stricto, clean field, dirty field,
humid semideciduous forest, gallery forest, and rock field formations (Siqueira 2014).

Leaf samples were collected at three development stages (young, adult, and
senescence) from three C. burchellii individuals in areas of rock fields near Pico dos
Pireneus (15° 47" 15" S 48° 50' 16™ W). Here, young leaves refer to the meristem with
leaf primordia, adult leaves refer to the fully expanded leaves, and senescent leaves refer
to those with typical brown colouring. Reproductive branches were herborised and placed
at the HRV (Rio Verde Herbarium) at the Instituto Federal Goiano, campus Rio Verde,
Goias, Brazil under accession numbers IFRV 607, IFRV 1070, IFRV 1071.

Light microscopy

The collected samples were fixed in FAA (formalin, acetic acid, and 50% ethanol;
1:1:18 by volume) for 24 h (Johansen 1940) for histological characterisation or NBF
(neutral buffered formalin) in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.0) (Lillie 1965) for
histochemical studies. Fresh material was also used for histochemical tests. After 24
hours, all fixed samples were stored in 70% ethylic alcohol, dehydrated in an ethanol

series, and then embedded in (2-hydroxiethyl)-methacrylate (Historesin embedding Kit,
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Leica TM, Heidelberg, Germany). Transverse and longitudinal sections (7 pum-thick)
were obtained using a rotary microtome (Modelo 1508R Logen Scientific) using the
lowprofile steel blades. The sections obtained from the material fixed in FAA were
stained with toluidine blue (O'Brien and McCully 1964) and mounted on resin (Permount,
Fisher Scientifc, New Jersey, USA). The sections of the samples fixed in NBF were

separated to perform the histochemical tests.

Histochemical tests

The samples fixed in NBF and embedded in historesin were subjected to the
following histochemical tests: Periodic acid Schiff (PAS) staining (MacManus 1948) for
total polysaccharides; ruthenium red (Gregory and Baas 1989) staining for
pectins/mucilage; Sudan I11 (Pearse 1985) staining for total lipids; xylidine Ponceau
(O’Brien and McCully 1981) and Coomassie Brilliant Blue (Fisher 1968) staining for
protein; ferric chloride staining for phenolic compounds (Johansen 1940); and the
Wagner’s reagent test (Furr and Mahlberg 1981) for alkaloids. The Nadi reagent test for
essential oils and resins (Davis and Carde 1964) and neutral red test under fluorescence
(Kirk 1970) for total lipids were carried out using hand-sectioned fresh material. Samples
not treated with the reagents were also observed under light microscopy. All observations
were made under a light microscope (model BX61, Olympus Optical, Tokyo, Japan)

equipped with an image capture system.

Scanning electron microscopy

For scanning electron microscopy (SEM) examinations, leaf samples were fixed using
Karnovsky’s fixative (0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.2) (Karnovsky 1965) and
dehydrated in acetone series to wash out the secretions, and critical-point dried (Bozzola
and Russel 1992) using CO2 in Autosamdri® (model 815, A Series A). Subsequently, the
samples were sputter-coated with gold using a Denton Vacuum, Desk V. Observation and
image capture were performed using a scanning electron microscope (Jeol, JSM — 6610),
equipped with Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDS) and NSS Spectral Imaging
(Thermo scientific, USA).



13

Transmission electron microscopy

For ultrastructure analysis, the materials were fixed for 24 h in Karnovsky’s
fixative (pH 7.2 in 0.1 M sodium phosphate buffer) (Karnovsky 1965) and post-fixed in
1% osmium tetroxide in the same buffer for 2 h. Dehydration was carried out in a
progressively increasing acetone series and embedding was in Epon. Ultra-thin sections
(70 nm) were contrasted with 2% uranil acetate, 0.2% lead citrate, and analysed under a
transmission electron microscope (JEOL, JEM 2100), equipped with EDS and operated
at 80 kV.

Results Colleter distribution

The colleters of C. burchellii occurred at the bases of petioles, facing up toward
the adaxial surface (Fig. 1). The colleters were whitish when young, i.e., when present in
the young leaves, with abundant, translucent, and sticky secretions (Fig. 1a, b). In the
adult leaves, the colleters were yellowish with a brownish apex (Fig. 1c), and reduced
secretions (Fig. 1d). In the senescent leaves, the colleters turned brownish (Fig. 1e), with

minimal secretions (Fig. 1f).

Ontogeny and colleter structure

The colleters of C. burchellii exhibited asynchronous development. Colleters at
the initial developmental stages were fully differentiated, and senescent colletters were
already present in leaf primordia (young leaves) (Fig. 2a-c).

The origin of the colleters involves protodermal and ground meristem activity
(Fig. 2a). At the initial stages of development, intense cell division occurred in both
meristem tissues (Fig. 2 a, b), in which all cells had a polygonal shape and typical
meristem features such as dense cytoplasm and voluminous nucleus (Fig. 2a). Afterward,
the ground meristem cells lengthened and initiated the formation of the colleter central
axis (Fig. 2b), while the protodermis cells continued to divide and expand. The secretory
phase only began after the fully expanded colleter stage, when it was possible to
differentiate between palisade secretory epidermis and central axis cells (Fig. 2c, d).

The colleters were classified as standard type, although they were wide from the
base to the tip (Fig. 2d, e) or had a dilated base and a tapered tip, similar to a cone shape

(Fig. 2d, f). The colleters were not vascularised (Fig. 2g), generally sessile, or short
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pedunculated (Fig. 2d-f). They had a secretory portion formed by an elongated
parenchyma axis with upper layers of juxtaposed cells forming a palisade (Fig. 2d, g), all
covered with an evident cuticle (Fig. 2h). Numerous pores were observed in the cuticle,

especially in the apical portion of the colleters (Fig. 2i).

Histochemical analysis

The colleters were yellowish, especially in the secretory cells (Fig. 3a), which
intensified with progression of the leaf developmental stages. Polysaccharides were found
in the secretory cells (Fig. 3b); however, the highest levels of accumulation of the
secretion were observed at the initial stages of leaf development. Lipids were observed in
the secretion (Fig. 3c), while drops of essential oil (bluish colouring) occurred in the inner
layers of the palisade epidermal cells (Fig. 3d). Phenol compounds and alkaloids were
found predominantly in the cells in the central axis (Fig. 3e, f) from the meristemic to the
senescence stages of the leaves. Minor increases in the substances were observed with

progression of the leaf developmental stages. There were no proteins in the secretions
(Fig. 3g, h).

Ultrastructural organisation

There were cytological differences between the epidermal and central axis cells
of the colleters (Fig. 4). The secretory epidermal cells exhibited characteristics associated
with high metabolic activity, with a high nucleus cytoplasm ratio, voluminous nuclei,
conspicuous nucleoli, and dense cytoplasmrich in organelles (Fig. 4a). Mitochondria and
Golgi apparatus were differentiated, and these were the major and most abundant
organelles in the cells, in addition to free ribosomes (Fig. 4b). Small vacuoles with dense
inclusions were also observed (Fig. 4c).

Unlike the secretory cells, the cells of the central axis of the colleter were in a
vacuolisation process (Fig. 4d). The cells had large and numerous vacuoles filled
completely with osmiophilic substances (Fig. 4d) and some organelles with mitochondria
and chloroplasts (Fig. 4d, e). Plasmodesma were also observed, facilitating
communication among adjacent cells (Fig. 4e).

During the secretion process, the epidermal cells presented dense cytoplasm, and
hyalin was observed in the periplasmatic regions of the secretory cells (Fig. 4f and g). In

the cytoplasm, Golgi apparatus active in vesicle production and reticuli were present on
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the periphery of the cells (Fig. 4h, i) and paramural bodies were observed in the
periplasmic space (Fig. 4i)

The outer cell wall had three ultrastructurally distinct layers: a basal
polysaccharide rich layer, a cuticular membrane subdivided into arborescent and
reticulated layers, and a thin cuticle proper (Fig. 4j). Cuticle pores were observed on the

surfaces of colleters, and they might be involved in secretion release mechanisms (Fig. 2

).

Discussion

Based on the structural and histochemical analyses, composition of the secretion,
and location of the structures, the present study confirmed that the secretion observed in
the field covering the meristems and young leaves of C. burchellii is produced by
colleters.

The mixed origin of C. burchellii colleters, involving protoderm and fundamental
meristem, has been reported widely for colleters in different taxa (Thomas 1991; Coelho
et al. 2013; Muravnik et al. 2014; Judkevick et al. 2017) including other species of Clusia
(Silva et al. 2019). Conversely, reports are increasingly emerging of colleters with
exclusively protodermal origins (Mayer et al. 2011; Silva et al. 2012; Cardoso-Gustavson
et al. 2014; Dalvi et al. 2014; Coutinho et al. 2015; Lacchia et al. 2016; Silva et al. 2017;
Ballego-Campos and Paiva 2018; Almeida and Paiva 2019). The data confirm the
ontogenetic differences, in contrast to literature that does not consider colleters as
trichomes but as projections formed from epidermal and subepidermal tissues (Evert
2013). The phylogenetic implications of the two origins (mixed or simply protodermal)
are not elucidated.

The C. burchellii colleters are anatomically classified as standard type colleters.
Standard type colleters comprise of a secretory palisade epidermis covering a
nonsecretory central axis, which may or may not be vascularised with xylem and phloem
(Lersten 1974), and are the most common type of colleter reported in literature.
According to Robbrecht (1988), standard colleters may be conical, cylindrical, round, or
pad-like, with the first being the most common. Silva et al. (2019) classifies the colleters
from C. fluminensis and C. lanceolata as lachrymiform colleters, a term proposed by
Gonzalez and Tarrag6 (2009). In the present case, we could conclude that the colleters in

the three Clusia species are distinct, which could facilitate taxonomic work in the group.
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However, the lachryform terminology adopted by Silva et al. (2019) is based on the shape
of the colleter, which could be classified as a standard type colleter based on its anatomy
(Lersten 1974). It reveals terminological confusion between type and shape of the
colleter, especially in relation to the standard, reduced standard, and filiform colleter
types. Herein, we propose that the colleter classification should be based on the sectioned
material, as well as on surface analysis (SEM). Although they seem subtle, classification
approaches that take only colleter shape into account could lead to inaccurate colleter
type categorisation.

C. burchellii have colleters with no vascularisation. Two hypotheses have been proposed
with regard to vascularisation in colleters. Thomas (1991) proposed that it is always
connected to the organ to which it is attached. Conversely, Carlquist (1969) reviewed the
evolutionary interpretations of floral structure and proposed that the vascular tissue bear
a certain relationship with organ size. Data on vascularisation of colleters in Clusiaceae
are still scarce, and the characterisation of the structures in other species of the family
could enhance our understanding of the development and evolution of the structure in the
group.

The shift in colour of the colleters from white or translucent to pale yellow at the
base, and brownish at the tip to complete blackening, as observed in C. burchellii, has
similarly been reported in different species, and is associated with the termination of
secretory activity and the initiation of senescence (Thomas and Dave 1989a, b, 1990;
Thomas 1991; Appezzato-da-Gloria and Estelita 2000; Paiva 2009; Dalvi et al. 2014;
Coutinho et al. 2015; Silva et. al 2017).

Different authors have associated the changing of colouring in colleters with
phenolic compound production (Thomas and Dave 1990; Thomas 1991; Appezzato-
daGldria and Estelita 2000). In C. burchellii, we observed increasing levels of
accumulation of phenolic compounds and terpenoids in the cells of the central axis, which
could corroborate the change in colour observed. According to Muravnik et al. (2014),
phenols and terpenoids act as antibacterial, fungicidial, and insecticidal barriers.

Proteins were not observed in the secretions of the C. burchellii colleters; however, a
mixture of hydrophilic (polysaccharides) and lipophilic (lipids) substances was found.

The species is found in rocky field areas where the climate is hot and dry in some

periods of the year. According to Appezzato-da-Gléria and Estelita (2000), the

occurrence of colleters and the synthesis of highly hydrophilic polysaccharides can
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prevent water loss under hot tropical climates, such as the Cerrado domain. The premise
has been reinforced in studies comparing the components of secretions in Rubiaceae
species growing in forests and savanna (Tresmondi et al. 2015, 2017). The authors
reported differences in secretions, with hydrophilic secretions being predominant in
forest species and lipophilic or mixed secretions being dominant in savanna species.
According to the authors, the high proportions of Rubiaceae species from savannas with
apices covered with colleters’ lipid exudates could be in response to environmental
conditions such as elevated temperatures, prolonged drought periods, and high rates of
solar radiation. Conversely, Faria et al. (2019) did not observe differences in the
compositions of the secretions of Salicaceae species between the cerrado and forest.

Overall, the presence of colleters represents an adaptive strategy, since the
polysaccharide secretions seal the young leaves and protecting the meristem and buds
against dehydration during dry periods, which is one of the primordial functions
associated with the colleters (Fahn 1979; Thomas 1991). The lipid compounds may
facilitate the prevention of water loss and fungal or microorganism infestation (Fahn
1979; Mayer et al. 2013). Clusia is a genus distributed in diverse ecosystems and the
comparison of secretions under different environments could reveal the potential adaptive
strategies of the species.

The ultrastructural analysis revealed differentiation between epidermal and axis
colleter cells in C. burchellii, since they exhibited several cytological differences. Unlike
in the axis cells, the cytological features observed in the epidermis, such as dense
cytoplasm, prominent nuclei, a large number of mitochondria, and small vacuoles, may
be interpreted as signs of high metabolic activity and the secretory activity carried out by
the cells. Such features have also been reported in secretory tissues in colleters of other
plant species (Coelho et al. 2013; Oliveira et al. 2017; Ballego-Campos and Paiva 2018;
Almeida and Paiva 2019). The abundance of mitochondria and the low amount of starch
and reserve compounds demonstrated the high energy demands of the secretion and
release processes.

During the secretory process, the presence of the Golgi apparatus in epidermal
cells, which participated in the production of dictyosomal vesicles, and their high number
near the plasma membrane indicated the release of materials from the apoplast, and a
granulocrine secretion mechanism in the colleters (Fahn 1979, 2000). These observations,

in addition to the accumulation of secretions observed in the periplasmic space of
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epidermal cells and beneath the cuticle, are consistent with the secretion mechanism
proposed by Paiva (2016), in which the pressure exerted by secretions accumulated in the
periplasmic space facilitates the passage of secretions through the cell wall, followed by
their release. Notably, the external periclinal cell walls of the colleters of C. burchellii,
consisted of layers with apparently different arrangements and composition. The dynamic
structure of the cell wall potentially facilitates, in part, the transport of the secretions.

Under SEM, pores were observed in the C. burchellii colleter cuticle. Speculations
that secretion are released through pores or cuticle rupturing are common in literature
(Souza 2014; Silva et al. 2017). Some authors contend that even when pores are not
observed, the distension of the cuticle is an indication that the secretions are released via
cuticle rupture (Mercandes-Simdes and Paiva 2013; Silva et al. 2017). The cuticle rupture
appears to be a consequence of mucilage expansion following hydration, as reported by
several authors (Bower 1926; Gutterman et al. 1967; Oliveira et al. 2017). Other authors
have reported that secretions are accumulated in periplasmic spaces or subcuticle spaces
before being released to the exterior through the cell wall, without the breaking of the
cuticle, which is permeable (Canaveze and Machado 2015). Here, we contend that the
secretions were released through pores because cuticle rupture was not observed.
However, the precise mechanism of secretion export remains unclear. Similarly, in C.
lanceolata, ruptures were not observed in the cuticle, and the researchers suggested that
more external layers of the cell wall are involved in the release of substances (Silva et al.
2019).

In summary, in the present study, we have described the morphoanatomical
structure and cellular aspects associated with the secretion mechanisms of C. burchellii
leaf colleters and explored the relationships between the nature of the secretions and the
ecological environment. The results could enhance our understanding of the diversity and
function of secretory structures in Clusiaceae, especially colleters, a gland that has been

hardly reported in the family.
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Figure captions
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Fig. 1 Distribution of colleters in vegetative apex and leaves of Clusia burchelli observed
by photographs (a, ¢, €) and under scanning electron microscopy (b, d, f). Vegetative apex
(a, b). Note the wet aspect of the vegetative apex showing the translucent and abundant
secretion (asterisks) of the young colleters distributed at the base of the apex (arrow).
Colleters located at the base (ellipse) of adult (c, d) and senescent leaves (e, ). Bars = a,
¢, € 10mm; b 200 pm; d 500 pm; f 100 pum
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Fig. 2 Ontogeny and structural characterisation of Clusia burchelli colleters. Light (a-d,
g, h) and scanning electron microscopy (e, f, i). Early stages of colleter development (a-
c). Note the protoderm cells (white arrow) and the cells from the lower layers (a). Colleter
at secretory phase, showing typical palisade epidermal cells (ep) with dense cytoplasm
and the parenchyma central axis cells (ax) (d). Morphological variation of colleters (e, f).
Cross section from the colleter, showing the multiple epidermis (ep) and the central axis
(ax) (g). Histochemical test with Sudan 111, showing cuticle of the colleter (black arrow)

(h). Cuticular pores (i). Bars = a, b 50 um; c, e, h 100 um; d 500 um; f, g 200 um; i 2 um
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Fig. 3 Histochemical characterisation of Clusia burchelli colleters. Longitudinal section

of leaf colleters subjected to several histochemical reagents. Control (a). reaction with
Periodic acid Schiff’s reagent; total polysaccharides stain magenta (b), Lipid (asterisks)
detected by Neutral red reagent (c). Essential oil (arrow) observed in secretory cells using
Nadi reagent (d). Alkaloids (e) and phenolic compounds (f) stained brown in the central
axis cells by Wagner’s reagent and Ferric choride tests, respectively. Negative reaction
for proteins by Coomassie Brilliant Blue (g) and Xylidine Ponceau (h) tests.
Abbreviations: ep epidermis; ax central axis cells. Bars = Bars = a, b, d, f, g, h 200 pum;

c, € 500 um
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Fig. 4 Ultrastructural characterisation of Clusia burchelli colleters. Epidermal cells (a-c)
showing large nuclei (n) with a conspicuous nucleolus (nu) (a), dense cytoplasm with
differentiated organelles (b) and small vacuoles with electron-dense matrix with a
flocculent character (c). Central axis cells (d, ) showing large and numerous vacuoles
with electron-dense matrices (d). Note the plasmodesma (arrowhead) distributed
throughout cell wall (e). General view showing the cytological differences between
epidermal cells (ep) and central axis cells (ax) during the secretory phase (f). Note the
hyaline secretion deposited in the periplasmic space of secretory cells (asterisks) (f, g).
Epidermal cells during the secretory phase (h-j). Note the abundance of Golgi apparatus

(9) and vesicles (white arrow) forming the periplasmic space by depositing the secretion
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(h, 1). The outer cell wall with three distinct layers: a basal polysaccharide rich layer (pol);
a cuticular membrane subdivided into arborescent (ar) and reticulated layers (ret); and a
thin cuticle proper (cp) (j). Secretion deposition below the proper cuticle layer (j). Bars =

a,d, g5um;b,c, e h ilum;f10 um;j500 nm
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Resumo

Coléteres produzem uma secre¢do pegajosa constituida por mucilagem ou por uma
mistura de substancias hidrofilicas e lipofilicas com a funcdo de protecdo de meristemas
e 6rgdos em desenvolvimento contra danos bioticos e abidticos. Em Clusiaceae essas
estruturas sdo pouco estudadas. Essa pesquisa descreve a ontogenia dos coléteres foliares
de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva e identifica variacdes na estrutura e na
composicdo do exsudato em diferentes estagios de desenvolvimento foliar (primérdios
foliares recobrindo o meristema, folhas adultas e folhas senescentes). As amostras foram
coletadas e processadas segundo técnicas usuais para microscopia de luz e microscopia
eletronica de varredura. Coléteres consistem em um eixo central ndo vascularizado,
multicelular, parenquimatoso, recoberto por uma camada de epiderme secretora em
palicada. A secrecdo é liberada por rompimento da cuticula. Durante o desenvolvimento
foliar mudangas na coloracdo, na estrutura e na abundancia da secrecdo foram observadas.
Assincronia no desenvolvimento foi perceptivel nos primérdios foliares sendo
observados desde coléteres em inicio de formacéo ateé coléteres em inicio de senescéncia.
Nessa fase ha abundancia de secrecdo polissacaridica e proteica. Nas folhas adultas e
senescentes ha acimulo de compostos fendlicos e alcaloides e ocorre degradacéo celular.
As mudancas estruturais e na composicao da secrecdo ao longo do desenvolvimento foliar
enfatizam a funcdo dos coléteres de protecdo de meristemas e regides em

desenvolvimento.

Palavras-chave: Coléteres, Clusia, Histoquimica, Secrecao.
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Introducéo

Com a evolucdo das plantas terrestres diversas formas de prote¢do permitiram
uma maior capacidade de competicao e resisténcia as adversidades ambientais garantindo
a sobrevivéncia das plantas em diversos ambientes (Paiva & Machado 2006, Paiva 2016;
Méaximo & Demarco 2018). Uma dessas estratégias é a defesa quimica através dos
compostos produzidos pelas estruturas secretoras (Maximo & Demarco 2018).

Essas secregdes, frequentemente relacionadas a defesa direta e indireta contra
agentes bioticos e abidticos (Paiva 2016), podem ser solu¢Bes aquosas ricas em sais,
aminoacidos e agUcares ou misturas com maior ou menor complexidade constituidas
apenas por metabolitos primarios ou por metabdlitos primarios e secundarios (Ascensdo
2007, Paiva 2016). Apesar de haver mistura na composicao quimica, ha predominancia
de um composto ou grupo de compostos, 0 que sugere especificidade na atividade das
celulas secretoras (Paiva 2016).

Os coléteres sdo estruturas secretoras que produzem uma Secrecdo composta
predominantemente por mucilagem, ou uma mistura de mucilagem e terpenos e/ou
resinas (Fahn 1979, Thomas 1991). Essa secre¢do, presente na superficie adaxial de
Orgaos vegetativos e reprodutivos, protege os meristemas e 6rgaos em desenvolvimento
contra a dessecacgédo (Thomas 1991), podendo agir como repelente de insetos (Smith 1963;
Curtis and Lersten 1974), como um impedimento aos herbivoros e patdgenos e como um
notavel agente antimicrobiano, inibindo a proliferacdo de fungos e atividade bacteriana
(Castro and Demarco 2008; Calvo et al. 2010; Cardoso-Gustavson et al. 2014).

No entanto, devido a funcdo primordial desempenhada (protecdo de 6rgdos em
desenvolvimento) os coléteres tem desenvolvimento precoce sendo comum sua
diferenciacdo, apice da atividade secretora e até mesmo sua senescéncia anteceder o
completo desenvolvimento do 6rgdo onde essa estrutura esta inserida. Sendo assim,
poucos trabalhos enfocam a estrutura dos coléteres ao longo do desenvolvimento foliar
buscando entender as alterac@es estruturais e ha composi¢cdo da secrecdo em decorréncia
do processo de senescéncia dos coléteres.

Em Clusiaceae, familia conhecida como Guttiferae (Judd et al. 2009), apesar das
secrecdes de aparéncia leitosa serem comuns, os estudos envolvendo as secrecdes

produzidas pelos coléteres sdo restritos a poucas espécies do género Clusia (Machado and
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Emmerich 1981; Silva et al. 2019). Clusia € um dos maiores géneros da familia com
300400 espécies (Luttge 2007) das quais 68 sdo encontradas no Brasil (Bittrich et al.
2015) distribuidas nos diferentes biomas (BFG 2015). Utilizamos Clusia criuva Cambess.
subsp. criuva, ocorrente em uma area de Mata Atlantica, como modelo para descrever as
variacdes na estrutura e na composicao quimica da secrecdo ao longo do desenvolvimento

foliar.

Material e métodos Local de coleta e amostragem

Amostras da base dos primordios foliares envolvendo o meristema apical caulinar,
base de folhas completamente expandidas e folhas senescentes de seis individuos de
Clusia criuva Cambess. subsp. criuva foram coletados no entorno do Parque Estadual da
Pedra Azul, em Domingos Martins, no Espirito Santo (20° 24' S e 41° 01' W) (Fig. 1). O
parque esta inserido em uma area de Mata Atlantica abrangendo areas de Floresta
Ombrofila Densa Montana e Altimontana e Vegetagdo Rupestre (IEMA 2020) (Fig. 1).
Os individuos de Clusia foram coletados a pleno sol, sobre afloramento rochoso, em uma
regido de transicdo de floresta para a area rupestre (Fig. 1). Ramos férteis foram
herborizados e depositados no herbario do IF Goiano, campus Rio Verde (IFRV) sobre
0s numeros 1205, 1206 e 1207. A confirmacéo da identidade foi feita através de envio do

material para especialista.

Estudos anatémicos (Microscopia de Luz)

As amostras coletadas foram fixadas em campo em FAA (formalina, &cido acético
glacial e alcool etilico 70%, 1:1:18, v/v) (Johansen 1940) para caracterizacao estrutural e
em FNT (formalina neutra tamponada) para aplicacdo de testes histoquimicos. Apés 48
horas, as amostras fixadas em FAA foram transferidas para alcool etilico 70% e as
amostras em FNT passaram pelo processo de desidratacdo até sua estocagem em alcool
etilico 70%.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etilica, incluidas resina
do tipo metacrilato (Historesin, Leica) e seccionadas no plano transversal e longitudinal
(7um de espessura) em microtomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific) com
utilizacdo de aco descartaveis de baixo perfil. Os cortes obtidos do material fixado em
FAA foram corados com azul de toluidina pH 4,8 (O’Brien et al. 1964) e as laminas

montadas com resina sintética (Permount). Os cortes das amostras previamente fixadas


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2175-78602017000500935&lng=pt&tlng=pt#B6
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2175-78602017000500935&lng=pt&tlng=pt#B6
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2175-78602017000500935&lng=pt&tlng=pt#B6
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em FNT foram submetidos aos testes histoquimicos incluindo: reacdo de PAS para
polissacarideos totais (Jensen 1962); vermelho de Ruténio (Johansen 1940) para pectinas;
cloreto férrico (Johansen 1940) para compostos fenolicos gerais; reagente de Wagner
(Furr & Mahlberg 1981) para alcaloides; Sudan 1V para lipidios totais (Pearse, 1985) e;
Xylidine Ponceau (O"Brien and McCully 1981) para proteinas. Amostras ndo submetidas
a testes histoquimicos ou corantes (branco) foram utilizadas para comparagdes. As
laminas montadas com resina sintética (Permount).

As observacdes e a documentagdo fotogréafica foram realizadas em microscopio
Olympus (modelo BX61) equipado com sistema de captura de imagens, cdmera DP-72 e
fluorescéncia, do Laboratério de Anatomia Vegetal do Instituto Federal de Educacéo,

Ciéncia e Tecnologia Goiano (IF Goiano, campus Rio Verde), Goias, Brasil.

Estudos micromorfoldgicos (Microscopia Eletronica de Varredura - MEV)

Para caracterizar a micromorfologia dos coléteres as amostras foliares foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 48 horas e estocadas em alcool
etilico 70%. A seguir as amostras foram desidratadas em série acetonica e levadas para
secagem ao ponto critico (Bozzola & Russel 1992), utilizando-se equipamento
Autosamdri®, 815, Series A. Posteriormente, as amostras foram fixadas em stubs com
fita adesiva dupla face e metalizadas no sistema para deposicao de filmes de ouro, Denton
Vacuum, Desk V. A observacdo e a captura de imagens foram realizadas em microscépio
eletrénico de varredura (MEV), Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo scientific
NSS Spectral Imaging no Laboratorio de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic) da

Universidade Federal de Goiania, campus Samambaia, Goiania, Goias, Brasil.

Resultados Variagdes na morfologia e na atividade secretora dos coléteres

Os coléteres de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva estdo localizados na face
adaxial das folhas, na regido de inser¢cdo com o caule (Fig. 2). Nos primérdios foliares,
recobrindo os meristemas observamos grande acumulo de secrecdo (Fig. 2A-E)
translicida (Fig. 2A). Os coléteres sdo humerosos, diminutos, dispostos em duas ou trés
fileiras (Fig. 2E) e apresentam uma coloracdo esbranquicada. Nessa fase do
desenvolvimento foliar observamos assincronia no desenvolvimento dos coléteres (Fig.
2E) com intensa producéo e liberacdo da secrecdo via rompimento cuticular na porcdo

apical do coléter (Fig. 2C-D) e inicio da senescéncia constatada pelo colabamento das
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celulas da porcao apical (Fig. 2F). Nas folhas completamente expandidas os coléteres
adquirem coloracdo amarelada com o &pice amarronzado (Fig. 2G) e uma reducdo na
quantidade da secrecdo € observada (Fig. 2H). Na porc¢éo apical, uma constri¢do separa o
apice amarronzado no qual colapso e rompimentos celulares sdo comuns (Fig. 21). Por
fim, os coléteres adquirem coloracdo escura (Fig. 2J) coincidindo com a senescéncia das
folhas. Nessa fase pouca ou nenhuma secrecéo € observada e 0s coléteres apresentam-se
murchos (Fig. 2K).

Ontogenia e variagdes na histologia dos coléteres

Os coléteres sdo formados precocemente durante o estagio inicial de
desenvolvimento das folhas, protegendo assim o meristema (Fig. 3). No inicio do
desenvolvimento algumas células do protoderme sofrem alongamento no sentido
anticlinal (Fig. 3A) e sucessivas divisdes resultam em uma projecdo formada pela
epiderme multisseriada (Fig. 3A). Concomitante, as células subepidérmicas sofrem
divisdo e formam o eixo central constituido de células parenquimaticas (Fig. 3A-B). As
divisdes se intensificam culminando na formagao dos coléteres (Fig. 3B-C).

Os coléteres sdo sésseis com apice truncado ou afilado (Fig. 3C) sendo
avascularizados (Fig. 3C-D). Possuem uma cabeca multicelular formada por um eixo
central de células parenquimaticas e uma epiderme secretora (Fig. 3B-D) revestida por
uma cuticula espessa (Fig. 3B), sendo classificados como coléteres do tipo padrdo. A
epiderme secretora comumente apresenta mais que duas camadas de células justapostas
colunares dispostas em palicada. Ainda nos primdrdios foliares é possivel observar o
inicio da senescéncia de alguns coléteres a qual é evidenciada pelo colabamento das
células da porcéo apical (Fig. 3C) comprovando a assincronia no desenvolvimento (Fig.
3D).

Nas folhas adultas a degradacdo das células da porcdo apical € acentuada (Fig.
3F) e ha acumulo de compostos fenolicos (Fig. 3G). Nas folhas senescentes a epiderme
secretora da maioria dos coléteres apresenta-se completamente degradada com células

colapsadas e/ou rompidas (Fig. 3H-1), no entanto, ndo ha abscisdo dos coléteres.

Caracterizacdo histoquimica
Os testes histoquimicos evidenciaram a presenca de polissacarideos (Fig. 4A-C)

na secrecdo dos coléteres nos trés estadios de desenvolvimento da folha. No entanto, é
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nitida a abundancia de secrecdo extravasada pelos coléteres nos primérdios foliares (Fig.
4A). Nos coléteres das folhas adultas observamos acumulo de secre¢do no espaco
subcuticular (Fig. 4B). Nos coléteres das folhas senescentes, por sua vez, ndo ha acimulo
de secrecdo nas células secretoras nem no espaco subcuticular visto que as células
encontram-se degradadas (Fig. 4C).

Pectinas foram observadas na secrecdo extravasada pelos coléteres nos trés
estagios de desenvolvimento foliar (Fig. 4D-F). Ha acimulo desse composto no
citoplasma das células secretoras (Fig. 4D) e no espaco subcuticular (Fig. 4E). Assim
como no resultado para polissacarideos totais, as células da porc¢do secretora dos coléteres
nas folhas senescentes ndo acumularam pectinas (Fig. 4F).

O citoplasma das células secretoras reagiu positivamente para proteinas apenas
nos coléteres dos primérdios foliares (Fig. 4G-1). Presenca de alcaloides, como conteido
celular, foi registrada em todos os coléteres sendo restrita as células do eixo central nos
primadrdios foliares (Fig. 4J) se expandindo para as células secretoras nas folhas adultas
(Fig. 4K) e senescentes (Fig. 4L). A maioria dos coléteres nos primérdios foliares néo
apresentaram compostos fenolicos embora em alguns tenha sido observado um pequeno
acumulo nas células da porcdo apical (Fig. 4M). Por outro lado, grande acumulo de

fendlicos foi constatado nas folhas adultas (Fig. 4N) e senescentes (Fig. 40).

Discusséo

A funcéo de protecdo de meristemas é 6rgaos em desenvolvimento, atribuida aos
coléteres, é consenso na literatura tanto que aspectos funcionais devem ser levados em
consideracdo para definir uma glandula como coléter (Thomas 1991; Mayer et al. 2011,
2013; Cardoso-Gustavson et al. 2014; Ribeiro et al. 2017). Baseado nas analises
morfologicas, anatdmicas e histoquimicas confirmamos a presenca de coléteres na base

das folhas de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva.

Variag6es na morfologia e na atividade secretora dos coléteres

As mudancas de coloragdo observadas ao longo do desenvolvimento dos coléteres
foram relatadas para outras espécies pertencentes a diferentes familias incluindo
Apocynaceae (Thomas & Dave 1989, Appezzato-da-Gloria & Estelita 2000; Rio et al.
2002), Gentianaceae (Dalvi et al. 2014), Rubiaceae (Lersten 1974; Miguel et al. 2006;
2009; Vitarelli & Santos 2009; Klein et al. 2010; Pinheiro et al. 2019). Esses autores
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geralmente associam as alteracfes na coloracdo com a producdo de compostos fendlicos
0 que pode ser comprovado em Clusia criuva Cambess. subsp. criuva pois ha producéo
de compostos fendlicos e alcaloides especialmente nas folhas adultas e senescentes.

A secrecdo visivel em campo, embora presente nas folhas adultas e em pouca
quantidade nas folhas senescentes, € resultado do acimulo de secre¢do produzido nas
folhas jovens visto que nesse estagio do desenvolvimento foliar os coléteres estdo em

senescentes, portanto inativos na producgéo de secre¢do. Embora diminutos podemos
observar ainda em campo, que o0s coléteres ndo sofrem abscisao, estando presentes

mesmo nas folhas em processo de senescéncia.

Ontogenia e variagdes na histologia dos coléteres

Os coléteres de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva sdo originados da
protoderme e do meristema fundamental sendo classificados como emergéncias. A
assincronia no desenvolvimento nos primordios foliares € comum sendo relatada para
diversas e espécies. Segundo Thomas (1991) coléteres se desenvolvem a partir da
protoderme e de camadas subepidérmicas. Gonzaléz (1998) observou que um grupo de
células protodérmicas apresenta aumento radial e divisdo anticlinal e que algumas celulas
subepidérmicas se dividem para formar uma protuberéncia. Sendo assim a divisao
anticlinal origina a epiderme secretora e as celulas subepidérmicas ddo origem ao eixo
parénquimatico do coléter.

Outros autores reportam que 0 mais comum sdo 0s coléteres serem formados
apenas pela a protoderme a partir dessas divisdes periclinais e anticlinais, sem haver o
envolvimento do meristema fundamental (Paiva & Machado 2006; Paiva 2009; Rocha et
al. 2011; Paiva & Martins 2011). Para o género Clusia a origem mista foi comprovada
para os coléteres de Clusia fluminensis Planch. & Triana. e Clusia lanceolata Cambess.
(Machado & Emmerich 1981; Silva et al. 2019).

Os coléteres de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva sdo do tipo padrdo

avascularizados. Coléteres de tipo padrdo sdo morfologicamente constituidos por um eixo
central parenquimatico cercado por uma camada de células epidérmicas secretoras em
palicada (Lester 1974). Esse mesmo tipo de coléter foi encontrado para Clusia lanceolata
Cambess. (Machado & Emmerich 1981) e Clusia burchelli Engl. (capitulo 1). Por outro
lado, coléteres do tipo padrdo lacrimiforme - cilindricos com uma base estreita e as vezes

com um apice afunilado — foram descritos para Clusia fluminensis Planch. & Triana e
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Clusia lanceolata Cambess. (Machado & Emmerick 1981; Silva et al. 2019). No entanto,
entendemos que o lacrimiforme se refere a forma do coléter o qual é do tipo padrdo
segundo (Lester 1974).

Os estudos sobre essas diferencas morfologicas dos coléteres podem ser
importantes para oferecer contribuicdes para trabalhos de taxonomia e estabelecer
relagdes filogenéticas dentro da familia Clusiaceae. A importancia taxondmica e
filogenética dos coléteres é relatada para diferentes familias incluindo Anacardiaceae
(Lacchia et al. 2016), Apocynaceae (Thomas 1991; Demarco 2005; Canaveze & Machado
2015; Ribeiro et al. 2017), Aquifoliaceae (Thomas 1991; Gonzaléz & Tarragd 2009),
Euphorbiaceae (Thomas 1991; Vitarelli et al. 2015; Almeida & Paiva 2019),
Gentianaceae (Thomas 1991; Renobales et al. 2001), Leguminosae (Coutinho et al. 2015;
Francino et al. 2015; Silva et al. 2017), Polygalaceae (Aguiar-Dias et al. 2015),
Rubiaceae (Lersten 1974; Thomas 1991; Pinheiro et al. 2019), Rutaceae (Macedo et al.
2016) e Salicaceae (Fernandes et al. 2016) entre outras.

Ainda nos primordios foliares observamos coléteres em inicio de senescéncia a
qual é acentuada nas folhas adultas e senescentes. Uma das caracteristica comum aos
coléteres é apresentarem-se degenerados ou em processo de degeneracdo conforme o
crescimento do érgao como noticiado para espécies de Alibertia sessilis (Vell.) K. Schum.
(Rubiaceae) (Barreiro & Machado 2007), Hibiscus pernambucensis Arruda (Malvaceae)
(Rocha et al. 2011), Tontelea micrantha (Celastraceae) (Mercadantes-Simdes & Paiva
2013), Macrocarpaea obtusifolia Mart. & Schult. (Gentianaceae) (Dalvi et al. 2013),
Chamaecrista L. Moench (Leguminosae, Caesalpinioideae S.L.) (Coutinho et al. 2015),
Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) (Pinheiro et al. 2019). Essa degeneracdo tem
implicacdo com a fase secretora desses coléteres que se inicia-se nas regides
meristematicas e Orgaos jovens e se estende até o final da fase de expansdo foliar
(Mercadantes-Simdes & Paiva 2013). Outras alteracGes como o enrugamento da cuticula,
formacdo de uma constricdo na base dos coléteres e rompimento celular indicam a
senescéncia dos coléteres (Pinheiro et al. 2019).

Embora senescentes os coléteres de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva nao
sofrem abscisdo. A abscisdo € um processo natural € a consequéncia do processo de
senescéncia (Fahn 1974; Leite 2012). Os coléteres que nao sofrem abscisdo, muitas vezes
podem permanecer nos ramos apés a abscisdo das folhas, podendo essa permanéncia estar

associada a um determinado papel ecoldgico por parte dessas estruturas (Leite 2012).
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Caracterizacao histoquimica

Mucilagens, pectinas, proteinas, compostos fendlicos e alcaloides foram
encontrados nos coléteres de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva. No entanto, ha um
predominio de composto conforme o estagio de desenvolvimento foliar. Nas folhas em
formac&o secrecdo abundante de natureza polissacaridica, péctica e proteica é constatada.
A mucilagem € constituida principalmente por polimeros de polissacarideos com alto
peso molecular (Fahn 1988) e juntamente com a pectina pode atuar como absorvedores
de agua devido as suas propriedades higroscopicas (Hall et al. 1981, Nobel et al. 1992).
Este resultado concorda com a funcdo dos coléteres de produzir secre¢es que protegem
os primordios das folhas e as folhas jovens durante o seu desenvolvimento (Lersten, and
Horner 1968; Lersten, 1974; Fahn, 1979) e/ou que promovem a lubrificacdo do meristema
caulinar para minimizar o atrito dos tecidos da folha em desenvolvimento e para evitar a
sua dessecacgédo (Fahn, 1979; Thomas, 1991; Mayer et al., 2011, 2013; Silva et al., 2012).
As proteinas, por sua vez, estdo relacionadas com a defesa contra atividade fungica e
ataque de patogenos (Klein et al. 2004; Miguel et al. 2006) sendo comumente relatadas
na secrecdo dos coléteres (Gonzalez & Tarragd 2009; Coelho et al. 2013; Dalvi et al.
2013; Lacchia et al. 2016; Pinheiro et al. 2019). Com a expansdo foliar a secrecdo desses
compostos em Clusia criuva Cambess. subsp. criuva cessa visto que ha um alto gasto
energético para producéo de secrecdo que nao tem mais funcionalidade nas folhas adultas
e senescentes.

Por outro lado, nas folhas adultas e senescentes hd producdo intensificada de
compostos fendlicos e alcaloides. Os alcaloides sdo bases organicas nitrogenadas
encontradas principalmente em plantas e atuam como inseticidas (Velten et al. 1998;
Dewick 2002) o que poderia atuar em uma defesa contra herbiboria. Fendlicos também
foram reportados para outras espécies de Clusia tanto secrecdo presente no meristema,
quanto nas folhas adultas (Silva et al. 2019). Segundo Coelho et al. (2013) compostos
fendlicos e lipidios sdo produtos finais do processo de senescéncia da secrecdo de
coléteres mucilaginosos. Coelho et al. (2013) enfatizam que a degeneracédo das organelas
e membranas dessas células secretoras, resultam no escurecimento do citoplasma, sendo
iSs0 posterior ao processo de senescéncia. Sendo assim, segundo Paiva (2009) conforme
a atividade secretora progride, algumas organelas que eram menores em tamanho e

exibiam compostos fendlicos parecem aumentar a producao desses compostos dentro dos
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coléteres, quando esse caminha para a senescéncia 0 que mostra que de acordo com o
desenvolvimento do coléter aumenta a producéo de diferentes compostos.

Através da microscopia de varredura foram observados rompimentos da cuticula
na porgdo apical dos coléteres de Clusia criuva Cambess. subps. criuva presentes nos
primdrdios foliares. Especulacdes de que a secre¢cdo dos coléteres seja liberada por poros
ou rompimento da cuticula sdo comuns na literatura (Paiva & Machado 2006; Silva et al.
2017). Porém além do rompimento cuticular nessa espécie também foi observado uma
ruptura total de células em estagios jovens, o que pode significar que a célula entra em
lise para a saida da secrecéo.

Desta forma observamos que ha diferencas na composicdo do exsudato e nas

caracteristicas estruturais dos coléteres ao longo do desenvolvimento foliar.
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Lista de figuras

Figura 1: Local de coleta e amostragem Clusia criuva Cambess. subsp. criuva.
Individuos crescendo em area de afloramento rochoso no dominio da Mata Atlantica nos
arredores do Parque Estadual da Pedra Azul, Domingos Martins, Espirito Santo. Folhas

em diferentes estagios de desenvolvimento.
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Figura 2: Coléteres em Clusia criuva Cambess. subsp. criuva. A: Secrecdo recobrindo
os primérdios foliares e meristema apical. B: Secrecdo recobrindo o meristema
(microscopia eletronica de varredura-MEV). C e D: Rompimento da cuticula (ponta da
seta) e extravasamento da secrecdo. E: Localizacdo dos coléteres junto ao meristema
apical caulinar F: Porcéo apical do coléter com colabamento celular. G e H: Coléteres nas
folhas adultas, foto em campo e MEV, respectivamente. |: Coléter apresentando

rompimento celular. J e H: Coléteres nas folhas senescentes. Barras: A, G, J= 1mm; B,
C, H= 2000m; D, F, K= 20 Om; 1=500m; E=5000m; *secre¢do e —detalhes dos

coléteres.
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Figura 3: SecGes anatbmicas dos coléteres foliares de Clusia criuva Cambess. subsp.
criuva coradas com Azul de Toluidina. A-F: Coléteres nos primordios foliares. G-H:
Coléteres nas folhas senescentes. A: Formacdo dos coléteres a partir de células
protodérmicas e subepidérmicas. B: Detalhe da cuticula corada com Sudan Ill. C:
Coléteres totalmente formados evidenciando o eixo central e a epiderme secretora. D:
Assincronia no desenvolvimento dos coléteres. E-F: Coléteres em inicio de senescéncia
(ponta de seta). G-H: Degradacdo celular (ponta de seta) dos coléteres. H: Observa-se

aidna secrecdo extravasada. Barras: A, B, D, F-H=5000m; C, E= 2000m. * = secrec¢éo.

— desenvolvimento dos coléteres. ES = epiderme secretora e EC=eixo central.
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Figura 4: Testes histoquimicos dos coléteres de Clusia criuva Cambess. subsp. criuva
em trés estagios de desenvolvimento foliar. A-C: Reacdo com PAS evidenciando a
presenca de polissacarideos. D-F: Presenca de pectina € confirmada a partir do teste
vermelho de ruténio. G-l: Teste de Xylidine Ponceau, com resultado positivo para a
presencas de proteinas apenas nos primérdios foliares. J-L: Teste de reagente de Wagner
evidenciando a presenca de alcaloides nas folhas adultas e senescentes. M-O: Teste de

cloreto férrico demonstrando o0 aumento na quantidade de compostos fendlicos nos

coléteres ao longo do desenvolvimento foliar. Barras: A, D, G, Je M =5000m; B, E, H,

KeN=2000m;C, F, I, LeO=1000m; * = Secregao e — = Acumulo de secrecao.
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Considerac0es finais

O género Clusia possui ampla distribuicdo no territorio brasileiro, sendo bastante
utilizado como ornamental e também pela indUstria farmacéutica, devido principalmente
a sua secrecdo de natureza diversa. Descrevemos o desenvolvimento de coléteres foliares
em espécies de Clusia, que sdo estruturas encontradas principalmente em érgéos jovens,
pois produzem uma secrecao rica em mucilagem que atua na protegéo contra dessecacéo.
Porém esses também podem produzir uma gama de outras substancias. Diferencas
morfoldgicas e anatdmicas sdao comuns e possuem importancia taxonémica e evolutiva.
Coléteres em Clusia ocorrem na base do peciolo, na regido de insercdo da folha com o
caule. Sdo considerados do tipo padrdo e de origem mista. Morfologicamente os coléteres
apresentaram uma diferenca entre as espécies, sendo esses em Clusia criuva. subsp.
criuva mais achatados e afunilados, apresentando um murchamento nas células da cabeca
secretora do coléter. Em Clusia burchelli, por sua vez, os coléteres possuem uma
morfologia diversificada, e podem ser longos e uniformes ou apresentar pontas afiladas,
semelhantes a cones.

A secrecdo é translicida é de natureza mucilaginosa, mas com uma composicéo
heterogénea composta por polissacarideos, pectinas, compostos fendlicos e alcaloides na
secrecdo dos coléteres nos trés estadios de desenvolvimento da folha em ambas as
espécies. Proteinas foram evidenciadas na secrecao e nas células da porcao secretora de
Clusia criuva. subsp. criuva e em Clusia burchelli o resultado foi negativo para proteinas
na secrecdo. Em Clusia burchelli ainda observou-se lipidios na secrecdo e gotas de 0leo
essencial no interior das células secretoras.

Tais caracteristicas podem ser Gteis em trabalhos taxonémicos e filogenéticos

envolvendo a familia e o género Clusia.



