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RESUMO

SILVA, MAYCON DE SOUSA. Caracterizacdo morfoanatémica e histoquimica das
glandulas foliares de Rosa lucieae Franch. & Rochebr. ex Crép (Rosaceae).
Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacgéo) — Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas.
Instituto Federal Goiano - campus Rio Verde. Rio Verde, Goias, 2022.

Secrecdes estdo comumente presentes em plantas vasculares e podem ser
constituidas por uma diversidade de metabdlicos secundarios e/ou primarios.
Secrecfes pegajosas em plantas, constituidas por resinas ou mucilagens, podem ser
produzidas por tricomas glandulares ou coléteres. Em Rosaceae, estruturas
secretoras como tricomas glandulares, coléteres e hidatdédios foram registradas em
diferentes espécies. Nosso estudo oferece uma descricdo morfoanatdmica das
glandulas foliares de Rosa lucieae, desvendando a identidade e fungdo secretora
dessas glandulas. Para isso, folhas de R. lucieae foram coletadas em diferentes
estagios de desenvolvimento e submetidas a técnicas usuais de microscopia de luz,
incluindo testes histoquimicos e microscopia eletrbnica de varredura. Foram
identificados dois tipos de glandulas foliares: o tipo |, denominado coléteres; e o tipo
II, os tricomas glandulares. Os coléteres apresentam um eixo parenguimatico envolto
por uma epiderme secretora em palicada e uma cuticula espessa. O pedunculo pode
ou néo estar presente. Esse tipo de glandula ocorre associada aos dentes foliares ou
entre os dentes e nas margens das estipulas e podem ser caducas nas folhas
expandidas. Por outro lado, os tricomas glandulares sédo persistentes, apresentam um
pedunculo de tamanho variavel e uma epiderme secretora recoberta por uma cuticula
delgada. Sao encontrados na base do foliolo, pecidlulo, raque, peciolo e nas margens
das estipulas. Os coléteres secretam predominantemente mucilagem e os tricomas
glandulares secretam lipidios e terpenos. A atividade secretora dos coléteres é
predominante nos primérdios foliares, mantendo os foliolos unidos e protegendo
meristemas e folhas da dessecacao. Os tricomas glandulares, por sua vez, mantém a
atividade secretora nos diferentes estagios de desenvolvimento foliar, protegendo as
diferentes regides da folha contra patégenos e herbivoros.

Palavras-chave: coléteres, dentes foliares, Rosaceae, secre¢cdo pegajosa, tricomas
glandulares



ABSTRACT

SILVA, MAYCON DE SOUSA. Morphoanatomical and histochemical
characterization of foliar glands in Rosa lucieae Franch. & Rochebr. ex Crép
(Rosaceae). Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduac&do) — Licenciatura em
Ciéncias Bioldgicas. Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde. Rio Verde Goiés,
2022.

Secretions are commonly present in vascular plants and may consist of a variety of
secondary and/or primary metabolites. Sticky secretions in plants, consisting of resins
or mucilages, can be produced by glandular trichomes or colleters. In Rosaceae,
secretory structures such as glandular trichomes, colleters and hydathodes have been
recorded in different species. Our study offers a morphoanatomical description of the
leaf glands of Rosa lucieae, revealing the identity and secretory function of these
glands. For this, leaves of R. lucieae were collected at different stages of development
and submitted to usual light microscopy techniques, including histochemical tests and
scanning electron microscopy. Two types of leaf glands were identified: type I, called
colleters; and type Il, glandular trichomes. The colleters have a parenchymal axis
surrounded by a palisade secretory epidermis and a thick cuticle. A stalk may or may
not be present. This type of gland is associated with leaf teeth or occurs on teeth and
on the margins of stipules and may be deciduous on expanded leaves. On the other
hand, glandular trichomes are persistent, have a stalk of variable size and a secretory
epidermis covered by a thin cuticle. They are found at the base of the leaflet, petiolule,
rachis, petiole and on the margins of the stipules. Colleters predominantly secrete
mucilage and glandular trichomes secrete lipids and terpenes. The secretory activity
of the colleters is predominant in the leaf primordia, keeping the leaflets together and
protecting meristems and leaves from desiccation. The glandular trichomes, in turn,
maintain secretory activity at different stages of leaf development, protecting different
regions of the leaf against pathogens and herbivores.

Keywords: colleters, leaf teeth, Rosaceae, sticky secretion, glandular trichomes
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1 INTRODUCAO

Secrec¢fes estdo comumente presentes em plantas vasculares e podem ser
constituidas por uma diversidade de metabdlicos secundérios e/ou primérios (Fahn
1979, 1988; Bennett e Wallsgrove 1994), os quais desempenham papéis ecologicos
bem definidos (Prado e Demarco 2018). Secrecdes pegajosas como resinas e
mucilagens sdo amplamente reportadas (Jung-Mendacolli e Bernacci 1997; Paiva
2009; Garcia et al. 2014, Sadala-Castilho et al. 2016; Macédo et al. 2016; Demarco
2017).

Resinas sdo misturas de substancias, que incluem terpenoides, flavonoides e
lipidios. Sua composicdo de terpenos difere dos 6leos essenciais (Roshchina e
Roshchina 1993) pois, enquanto os 6leos essenciais contém terpenoides de baixa
massa molecular (principalmente monoterpenos C10 e sesquiterpenos C15) (Gupta
et al. 2012), as resinas consistem em terpenoides de alto peso molecular volateis e
nao volateis (Croteau e Johnson 1983). Assim, as resinas exercem diversas funcdes
nas plantas, incluindo deterréncia de herbivoros e atracdo de polinizadores (Duke
1991; Lerdau et al. 1994; Paré e Tumlinson 1999; Singsaas 2000). Em virtude de sua
consisténcia viscosa, auxiliam ainda na dispersdo de certos frutos (Heinrich et al.
2002) sendo capazes de prevenir o ataque de insetos, fungos e bactérias nos 6rgéo
aéreos da planta (Roshchina e Roshchina 1993).

Mucilagens séo acidos complexos e/ou polimeros polissacaridicos neutros de
alto peso molecular (Fahn 1988). Apresentam ampla distribuicdo nas plantas,
formando solucdes coloidais que em contato com a agua tornam-se viscosas (Priolo
De Lufrano e Caffini 1981; Baas e Gregory 1985; Roshchina e Roshchina 1993).
Podem atuar como fontes de alimento, na protecdo de estruturas ou corpos em
desenvolvimento, na protecao contra radiacdo, na protecédo contra herbivoria, como
adesivo na dispersdo de sementes, na regulacao da germinacdo de sementes, na
captura de insetos por plantas carnivoras, como lubrificante de pontas de raizes em
crescimento e, em interagcdes raiz-microrganismo (Fahn 1979; Baas e Gregory 1985;
Roshchina e Roshchina 1993; Paiva 2009; Mayer et al. 2011; Tresmondi et al. 2017,
Almeida e Paiva 2019; Teixeira et al. 2021; Amiri et al. 2021).

Quanto a posicao, as estruturas secretoras séo classificadas em externas e
internas (Esau 1953; Appezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro 2006). Duas
estruturas secretoras externas comumente estao correlacionadas com a producéo de

secrecdes pegajosas: os tricomas glandulares e os coléteres. Tricomas glandulares,



originadas da protoderme, podem ser encontrados em toda a parte aérea da planta e
sdo uma importante fonte de substancias lipofilicas, ou seja, gorduras, ceras, 0leos
essenciais e resinas (Maffei et al. 1989; Muravnik e Shavarda 2012; Lu et al. 2021).
No entanto, a secrecdo geralmente contém polissacarideos e proteinas (Paiva e
Martins 2011; Tozin e Rodrigues 2019), alcaloides (Munien et al. 2015) ou compostos
fendlicos (Jachuta et al. 2018), que protegem as plantas contra herbivoros e
patégenos.

Coléteres sd@o estruturas secretoras que produzem uma substancia viscosa,
constituida por mucilagens ou por uma mistura de mucilagem, terpenos e proteinas,
que lubrifica e protege as gemas em inicio de desenvolvimento (Fahn 1979; Thomas
1991, Paiva 2009; Almeida e Paiva 2019). Embora predominem na face adaxial de
estipulas, peciolos e laminas foliares, bracteas, bractéolas, calice e corola (Thomas
1991; Mayer et al. 2011; Macédo et al. 2016; Almeida e Paiva 2019) estudos recentes
tém destacado presenca de coléteres associados aos dentes foliares em diferentes
grupos de plantas (Gonzalez e Tarragé 2009; Paiva 2012; Chin et al. 2013;
Mercadantes-Simdes e Paiva 2013; Vitarelli et al. 2015; Fernandes et al. 2016; Rios
et al. 2020). Além dos coléteres, duas outras glandulas sdo comumente encontradas
associadas aos dentes foliares, os hidatodios (Feild et al. 2005; Goncalves et al. 2020;
Rios e Dalvi 2020; Rios et al. 2020) e os nectéarios extraflorais (Leitdo et al. 2002;
Thadeo et al. 2008; Meira et al. 2020; Rios et al. 2020).

A distincdo de tricomas glandulares e coléteres nem sempre é clara.
Dependendo da estrutura e composicdo do exsudato, os tricomas podem receber
denominacdes funcionais, como nectéarios, que produzem néctar, e coléteres, que
secretam mucilagem (Fahn 1979). Por outro lado, os coléteres receberam, ao longo
do tempo, diferentes nomes, incluindo tricomas glandulares (Paiva 2009; Mayer et al.
2011; Machado et al. 2013; Oliveira et al. 2017). Segundo alguns autores, o termo
‘coléter' € melhor utilizado em um contexto funcional, pois apenas a composi¢cao
quimica e a funcédo da glandula sdo consideradas em sua caracterizacdo (Thomas
1991; Mayer et al. 2011, 2013; Ribeiro et al. 2017), ou seja, 0s coléteres estao
envolvidos na protecdo dos meristemas e no desenvolvimento dos 6rgaos.

Rosaceae compreende cerca de 2800-3500 espécies distribuidas em 100
géneros (Simpson 2006; Potter et al. 2007; Judd et al. 2008; Chen et al. 2020).
Estudos moleculares suportam trés subfamilias: Rosoideae Juel com

aproximadamente 2000 espécies, Amygdaloideae Arnott com cerca de 1000 espécies



e Dryadoideae Arnott com pouco mais de 30 espécies (Potter et al. 2007; Xiang et al.
2016; Chen et al. 2020).

Diferentes glandulas s&o reportadas em folhas de Rosaceae: tricomas
glandulares foram descritos para as folhas de Rubus idaeus L. (Chwil e Kostryco
2020), Rosa rugosa Thunb. (Hashidoko et al. 2001), Potentilla L. (Faghir et al. 2011)
e Rosa spp. L. (Adumitresei e Gostin 2016); nectarios extraflorais em Prunus
marginata Dunn, Prunus mume Sieb e Zucc., Prunus persica (L.) Batsch, Prunus
phaeosticta (Hance) Maxim. e Prunus salicina Lindl.; e coléteres foram registrados
para Prunus spp. L. (Chin et al. 2013), Mespilus germanica L., Amelanchier sp. Medik.,
Aronia mitschurinii A. Skvorts. et Maitulina e Crataegus sanguinea Pall (Kumachova
et al. 2021). Ademais, os registros da gutacdo em Rosaceae, documentados a mais
de um século, foram realizados inclusive para o género Rosa L. (Burgerstein 1904). A
gutacao consiste na eliminacdo do excesso de agua e solucdes aquosas do interior
da planta por meio da folha, através de estruturas conhecidas como hidatddios
(Schooley 1997; Roshchina e Roshchina 1993; Chen e Chen 2016). A descrig&o sobre
a anatomia dos hidatodios em Rosaceae € escassa e muitos trabalhos se referem a
estrutura apenas como glandula (Kellner et al. 2012).

Assim, diante das diversas func¢des atribuidas as secrecdes pegajosas e a
ocorréncia de tricomas glandulares, coléteres e registros de gutacdo em espécies de
Rosaceae, objetivamos: (i) Caracterizar a morfoanatomia das glandulas foliares de
Rosa lucieae Franch. & Rochebr. ex Crép; (ii) Identificar a composi¢do quimica da
secrecdo através de analises histoquimicas; (iii) Comparar a atividade secretora das
glandulas ao longo doo desenvolvimento foliar e (iv) Identificar a natureza dessas

glandulas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material Vegetal
Uma populagdo de R. lucieae cultivada no campus do Instituto Federal de
Educacéao, Ciéncia e Tecnologia Goiano, campus Rio Verde (Estado de Goias, Brasil),
Brasil (17°48'15"S 50°54'24"W — 750 m de altitude) foi utilizada para coleta de material
vegetal. Ramos floridos foram coletados, secos e depositados na cole¢éo do herbario
do Instituto Federal Goiano, campus Rio Verde, Goias, Brasil (IFRV) (IFRV 1256).
Amostras foliares em diferentes estagios de desenvolvimento (primordios

foliares, folhas expandidas e senescentes) (Fig. 1) foram fixadas em FAA



(formalina:acido acético:etanol 70%, 1:1:18 em volume) por 48 horas e posteriormente

desidratadas e armazenado em etanol a 70% (Johansen 1940).

2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Para estudos micromorfolégicos, fragmentos das margens dos foliolos,
peciolulo, raque, estipulas e peciolo, armazenados em etanol 70% (nos trés estagios
de desenvolvimento da folha) foram desidratados em série crescente de etanol até
100%, secos em ponto critico com CO:2 (Bozzola e Russel 1992) utilizando o sistema
de secagem de amostra pelo ponto critico de CO2 (Autosamdri®, 815, Series A,
Tousimi Research Corporation, Rockville, Maryland 20852, USA), montada em stubs
usando fita dupla face e revestida com ouro em um Denton Vacuum (Desk V, Denton
Vacuum LLC, Moorestown, Nova Jersey, EUA). As observagdes e fotografias foram
realizadas utilizando um microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JSM — 6610,
Toquio, Japédo) equipado com Espectroscopia de Raios-X Dispersivos de Energia
(EDS Thermo Scientific NSS Spectral Imaging, Téquio, Japdo) no Laboratério
Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucéo (LabMic) da Universidade Federal de

Goias, Goiania, Brasil.

2.3 Microscopia de luz e histoquimica

Para avaliar a presenca, distribuicAo e a caracterizacdo anatdomica das
glandulas foliares, parte das amostras do material armazenado em etanol (incluindo
margens dos foliolos, pecidlulo, raque, estipulas e peciolo) foi submetida a
diafanizacdo com 10% de hidréxido de sodio e 20% de hipoclorito de sédio (Arnott
1959). Outra parte foi desidratada em série etilica para inclusdo em resina de 2-
hidroxietil metacrilato (Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha) seguindo a
recomendacao do fabricante ou em terc-butanol para inclusdo em parafina (Johansen
1940) com dimetilsulféxido (Histosec Merck, Darmstadt, Alemanha). Cortes
paradérmicos (dentes foliares) e transversais (demais regifes da folha) com 5—7 um
foram obtidos usando o micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific, China).

Os cortes de material embebido em resina foram corados com azul de toluidina
a pH 4,7 (O'Brien et al. 1964) e as laminas foram montadas com balsamo do Canada.
Os cortes do material embebido em parafina foram submetidos aos seguintes testes
histoquimicos: Xylidine Ponceau, para proteinas (O'Brien e McCully 1981); Sudan llI,

para lipidios estruturais (Pearse 1980) e autofluorescéncia em luz UV, para compostos



fendlicos totais (Roshchina et al. 2017). As laminas foram montadas com balsamo do
Canada ou agua. Reacdes com Sudan lll, para lipidios estruturais (Pearse 1980);
NADI, para identificar os 0leos essenciais, 6leo-resinas, ou uma mistura de ambos
(David e Carde 1964) e vermelho neutro sob fluorescéncia, para lipidios totais (Kirk
1970) foram realizados em amostras de material fresco, cortadas a méo livre com o
auxilio de uma lamina de barbear. Testes com vermelho de ruténio para pectinas
(Johansen 1940) e reacdo de &cido periddico-Schiff (PAS) para deteccdo de
polissacarideos totais (McManus 1948) foram realizados em amostras frescas e
embebidas. As observacfes foram feitas em microscopio de luz (LEICA DM500,
Heerbrugg, Suica) e as fotografias em fotomicroscépio Olympus (BX61, Toquio,
Japéao) equipado com sistema de captura de imagem (camera DP-72) no Laboratério
de Anatomia Vegetal do IF Goiano, campus Rio Verde, Goias, Brasil.

3 RESULTADOS
3.1 Aspectos morfologicos das glandulas foliares

Foram observadas variagdes na morfologia e na coloracao das folhas/foliolos
bem como na textura da secrecdo e permanéncia da atividade secretora ao longo do
desenvolvimento foliar (Fig. 1). Nos primordios foliares as glandulas marginais,
associadas aos dentes, séo transllicidas e rapidamente adquirem uma coloracéo
avermelhada (Fig. 1a). No estagio seguinte, logo ap6s emergirem, os foliolos se
mantém fechados (Fig. 1b, c) com as glandulas completamente avermelhadas. Antes
da completa expanséao foliar, as glandulas marginais, associadas aos dentes séo
facilmente visualizadas (Fig. 1d). A secrecdo dessas glandulas, transparente (Fig. 1e)
e pegajosa (Fig. 1f), mantém os foliolos fechados. Nas folhas expandidas (Fig. 1g), a
secrecdo, quando presente, se torna enrijecida (Fig. 1h) e as glandulas adquirem uma
coloracdo amarronzada/enegrecida (Fig. 1i).

Além das glandulas associadas aos dentes, glandulas entre os dentes (Fig. 2a),
na nervura central da face abaxial do foliolo, no peciolulo (Fig. 2b, g), na raque (Fig.
2c¢), nas estipulas (Fig. 2d, e) e no peciolo (Fig. 2f) foram observadas. Essas glandulas
também apresentam o mesmo padrdo de coloracdo (Fig. 2d, e€), no entanto, ndo
mantém a coloragdo avermelhada nos foliolos expandidos. A secrecao extravasada é

pegajosa (Fig. 2f, g) e permanece nos foliolos mais velhos.
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Figura 1 - Morfologia dos foliolos de Rosa lucieae evidenciando a ocorréncia de dentes
foliares. Imagens em campo (a-d, g) e em estereomicroscopio (e, f, h, i). a. Glandulas
marginais mudando de translicidas para uma cor avermelhada no estdgio mais jovem dos
foliolos. b. Foliolos (fo) ap6s emergirem. c. Foliolo com margens unidas. d. Foliolo em
expansédo, com glandulas associadas aos dentes (circulos brancos). e. Secrecao (se) liberada
pela glandula associada ao dente. f. Aspecto pegajoso da secrecdo. g. Foliolos expandidos.
h. Detalhe da glandula no foliolo expandido. i. Glandulas enegrecidas nos foliolos expandidos.
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Figura 2 - Morfologia das glandulas do tipo Il em diferentes posi¢des da folha de Rosa lucieae.
Imagens em estereomicroscépio. a. Glandulas (setas brancas) entre os dentes em primdrdio
foliar. b. Glandulas no pecidlulo (pe), abaixo do foliolo (fo). c. Glandulas do longo da raque. d.
Estipulas (es) com glandulas marginais transltucidas em folhas jovens. e. Glandulas do tipo |
(setas cinzas) e Il nas estipulas de folha expandida. f. Peciolo com detalhe da glandula de
coloracdo avermelhada recoberta por secrecdo. g. Secrecdo (se) liberada no apice da
glandula do pecidlulo em folha expandida.

3.2 Aspectos micromorfolégicos das glandulas foliares

Os dentes foliares ocorrem ao longo da margem foliolar, exceto na base dos
foliolos (Fig. 2d, 3a). As glandulas no apice dos dentes (tipo 1) sdo evidentes nos
primordios foliares, se mantém nos foliolos expandidos (Fig. 3b) e permanecem na
maioria dos dentes das folhas senescentes. Formam um continuo-dente-glandula, no
entanto, uma leve constricdo pode ser observada nos foliolos expandidos (Fig. 3b).
Essas glandulas possuem uma cabeca secretora conica (Fig. 3b). Nas glandulas das

folhas expandidas observa-se rompimento da cuticula, formando aberturas na porgéo



apical (Fig. 3c). Acumulo de secrecéo extravasada é comum (Fig. 3d-e), a qual pode
ser vista em campo ou estereomicroscopio. Ao longo do dente observam-se alguns
estdbmatos concentrados (Fig. 3c, e) diferenciando essa regidao das demais porg¢oes
do limbo foliar. Na maioria dos dentes das folhas expandidas observa-se um
murchamento da glandula (Fig. 3f) acarretando ondulacdes na superficie (Fig. 39).
Nesse estadio, bactérias sdo comuns na secrecao (Fig. 3h).

Dois tipos de glandulas foram encontrados na base dos foliolos onde os dentes
estdo ausentes (Fig. 4a-c), entre os dentes (Fig. 2a), no pecidlulo (Fig. 4d-f), ao longo
da raque (Fig. 4g-i), no peciolo (Fig. 2e) e nas estipulas (Fig. 4j, k). Estas foram
denominadas de glandulas tipo | (semelhante as glandulas associadas aos dentes) e
glandulas do tipo Il. As glandulas do tipo | apresentaram um peddnculo curto e uma
cabeca secretora variando de conica (Fig. 4b, i). Ocorrem associadas aos dentes
estipulares, na base dos foliolos e entre alguns dentes. Por outro lado, a glandula do
tipo 1l possui um pedunculo curto ou longo (cerca de Y2 de comprimento da cabeca
secretora) e uma cabeca secretora ovada ou clavada (Fig. 4e, h). Esse tipo ocorre
com exclusividade no peci6lulo (Fig. 4d), ao longo da raque (Fig. 4g), no peciolo (Fig.

2e) e raramente é encontrada entre os dentes (Fig. 2a).
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Figura 3 - Micromorfologia das glandulas associadas aos dentes foliares de Rosa lucieae nos
diferentes estagios de desenvolvimento. a. Visao geral das glandulas na porcao basal dos
foliolos jovens. Observe na margem a glandula do tipo | associada ao dente (circulo branco)
e as outras glandulas marginais. b. Detalhe da glandula associada ao dente em folha
expandida. Observe a constricdo (cabeca de seta branca) entre o dente e a glandula. c.
Rompimento cuticular no apice da glandula. Observe os estématos (circulos pretos) ao longo
do dente. d. Rompimento da cuticula (ct) e liberacdo da secrec¢éo (se). e. Dente foliar com
secrecdo no apice da glandula e estbmatos. f. Enrugamento da glandula em folha expandida
g. Detalhe da superficie rugosa da glandula. h. Bactérias (ba) na superficie da glandula.
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Figura 4 - Micromorfologia das glandulas foliares de Rosa lucieae. a. Glandulas (setas
brancas) na margem do limbo. b. Glandula do tipo | com cabeca glandular clavata e pedunculo
curto. c. Glandulas do tipo | (seta cinza) e Il (setas brancas) nas margens da base do foliolo.
d. Glandulas no pecidlulo. e. Detalhe da glandula evidenciando o pedunculo longo e a cabeca
secretora ovada. f. Rompimento cuticular (cu). g. Glandulas na raque. h. Pedunculo da
glandula do tipo Il apresentando cerca de %2 de comprimento da cabega secretora. i. Glandula
do tipo | com secrecao (se) visivel. j. Estipulas (es). k. Detalhe da estipula com glandulas nas
margens.
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3.3 Aspectos anatdmicos das glandulas foliares

As glandulas do tipo | apresentam uma porgao dilatada com eixo central
parenquimatico, circundada por epiderme secretora unisseriada em palicada (Fig. 5a-
c) e cuticula espessa (Fig. 5d). Drusas ocorrem nas células parenquimaticas do eixo
central (Fig. 5e). Também foi constatado, nas glandulas associadas aos dentes,
acumulo de compostos fendlicos nas células do eixo central e na regido basal,
especialmente nas folhas expandidas e nas folhas senescentes, formando uma zona
de abscisédo (Fig. 5f). Como resultado da abscisdo da glandula do tipo I, uma cicatriz
pode ser observada na regiao apical do dente foliar em folhas senescentes (Fig. 59).
Por outro lado, as glandulas do tipo Il, possuem uma epiderme secretora em palicada
(Fig. 5g, h) e um pedunculo curto ou longo (Fig. 5h, i). Essas glandulas estdo
presentes em todos os estagios de desenvolvimento. Ambas as glandulas sao

avascularizadas.

3.4 Composicao da secrecéo

As glandulas do tipo |, associadas aos dentes, secretam predominantemente
polissacarideos os quais foram comprovados pelos testes com PAS (Fig. 6a, b) e
vermelho de ruténio (Fig. 6¢, d). Outros compostos como lipideos (Fig. 6e), terpenos
(Fig. 6f, g) e proteinas (Fig. 6h) também sdo comuns na secrec¢do. A secre¢cdo nas
folhnas jovens é transparente e pegajosa mantendo os foliolos fechados pelas
margens. A secrecdo liberada na porcédo apical das glandulas ainda é evidente nas
folhas expandidas. No entanto, em folhas senescentes, a secrecdo, quando visivel,
se torna enrijecida. A secrecdo é liberada via rompimento da cuticula (Fig. 3f). A
composicao da secrecao € a mesma para as glandulas do tipo | que ocorrem entre 0s
dentes, na base do foliolo e nas estipulas.

Por outro lado, as glandulas do tipo Il secretam predominantemente lipideos
(Fig. 7a) e terpenos (Fig. 7b), ndo sendo detectada a presenca de mucilagens (Fig.

7c-e) e proteinas (Fig. 7f) na secrecéo.
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Figura 5 - Caracteriza¢do anatdmica das glandulas foliares de Rosa lucieae. Glandula do tipo
| (a-f) e Il (h-j). Cortes paradérmicos (a, c, d, f, i, j) e transversais (h). Corados com azul de
toluidina (a, c, f, h-j), dente foliar diafanizado (b, e, g) e submetido a Sudan Il (d). a. Glandula
do tipo | associada ao dente foliar com uma cabega glandular constituida por um eixo central
(ec) de células parenquimaticas, cobertas por uma epiderme secretora (ep) unisseriada com
células em palicada. b. Glandula associada ao dente. c¢. Glandula do tipo | localizada entre os
dentes foliares. Observe que a anatomia é similar as glandulas associadas aos dentes. d.
lipidios estruturais evidenciado uma cuticula (ct) espessa. Abaixo da cuticula € nitido o espaco
subcuticular (ss) onde a secrecao é acumulada. e. Drusas presentes nas células do eixo
central. f. Coloracdo esverdeada, quando submetida ao azul de toluidina, indicando a
presenca de compostos fendlicos. g. Cicatriz na regido apical do dente foliar (Cabeca da seta
preta) como resultado da abscisdo da glandula. h. Glandula do tipo Il com epiderme secretora.
i. Glandula do tipo Il mostrando um pedunculo (pe) curto. j. Glandula do tipo Il com um
pedunculo longo.
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Figura 6 - Testes histoquimicos das glandulas do tipo | associadas aos dentes foliares de
Rosa lucieae. Testes de PAS (a, b), vermelho de ruténio (c, d), vermelho neutro sob
fluorescéncia (e), reagente NADI (f, g) e Xylidine Ponceau (h). a. Reacédo positiva para
polissacarideos totais acumulados no espacgo subcuticular (ss). b. Polissacarideos totais
presentes na secre¢cdo no 4pice da glandula. c. Reacdo positiva mostrou pectinas
acumuladas. d. Pectinas na secrec¢ao (se) extravasada. e. A emissao de cor amarela indica a
presenca de lipidios. f. A cor azul indica reacao positiva para terpenos nas células basais e
apicais da glandula. g. Terpenos presentes na secre¢do das glandulas. h. Acumulo de
proteinas.
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Figura 7 - Testes histoquimicos das glandulas do tipo Il em Rosa lucieae. Teste de vermelho
neutro sob fluorescéncia (a), reagente de NADI (b), PAS (c, d), vermelho de ruténio (e) e
Xylidine Ponceau (f). a. A emissao de luz amarela no apice da glandula evidencia lipidios na
secrecao (se). b. A reacéo foi positiva para terpenos na secrec¢éo. c. Reagcdo negativa para a
presenca polissacarideos totais nas células da glandula. d. Reagdo negativa para
polissacarideos na secre¢cdo acumulada no espaco subcuticular (ss). e. Reacao negativa para
pectinas na secrecao extravasada. f. Reagdo negativa para proteinas na secrecao liberada.

4 DISCUSSAO
4.1 Classificacdo das glandulas e implicacdes sistematicas

Com base na duracdo da atividade secretora ao longo do desenvolvimento
foliar, nas andlises morfoanatdémicas e histoquimicas confirmamos a ocorréncia de
duas glandulas em R. lucieae: os coléteres (glandula do tipo I) e os tricomas
glandulares (tipo II).

Este € o primeiro registro de coléteres associados aos dentes foliares para a
subfamilia Rosoideae. Coléteres em Rosoideae foram relatados recentemente para
as folhas e estruturas florais de Rubus alutaceus B. Moreno, Casierra & Albesiano
(Moreno-Medina et al. 2020). No entanto, nenhum estudo morfoanatémico detalhado
foi realizado, tampouco a caracterizacéo da natureza quimica da secrecéo. Por outro
lado, coléteres associados aos dentes foliares sdo reportados para espécies de
Prunus (Chin et al. 2013), M. germanica, Amelanchier sp., Aronia mitschurinii e C.

sanguinea (Kumachova et al. 2021), pertencentes a subfamilia Amygdaloideae. Além
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dos coléteres associados aos dentes, Kumachova et al. (2021) identificaram coléteres
estipulares nas espécies supracitadas. Desta forma, se torna necessario novos
estudos para certificar a importancia taxondmica dessa abordagem para as
subfamilias Rosoideae e Amygdaloideae.

Os coléteres estudados séo do tipo padréo conforme a classificacdo proposta
por Lersten (1974). Essa estrutura consiste em um eixo com células envolvidas
radialmente por uma epiderme secretora com células em palicada. O tipo de coléter e
a sua posicdo no corpo da planta sdo caracteristicas taxonémicas importantes
(Thomas 1991; Silva et al. 2012, 2019 Coutinho et al. 2015; Vitarelli et al. 2015; Silva
et al. 2019). O valor taxondmico dos coléteres pode ser considerado e melhor
investigado em Rosaceae, especialmente nas subfamilias Rosoideae.e
Amygdaloideae.

A identificacdo de uma estrutura secretora como coléter nem sempre é facil,
especialmente quando os coléteres ocorrem associados aos dentes foliares. No
entanto, essa estrutura secretora € comumente reportada para os dentes foliares
incluindo os dentes teoides de Salicaceae (Fernandes et al. 2016); dentes teoides de
Caryocaraceae, Ochnaceae, Turneraceae, dentes violoides de Euphorbiaceae e nos
dentes espinhosos de Aquifoliaceae (Rios et al. 2020). A classificacdo de dentes
proposta por Hickey e Wolfe (1975) propde 15 tipos de dentes sendo 12 destes
associados a glandulas, as quais podem ser caducas ou ndo. Esses dados
demonstram o qudo comum sdo as glandulas nessa regido da folha. No caso de
Rosaceae, a presenca de dentes rosoides € comum (Hickey e Wolfe 1975). Esses
dentes possuem uma nervura principal que se alarga distalmente na regido subapical
e no 4pice ocorre uma grande glandula de aspecto claro com forame (Hickey e Wolfe
1975). No caso de glandulas caducas a observacdo da vascularizagdo no dente
somada a presenca de estdmatos, como observado em R. lucieae, poderia levar a
uma incorreta interpretagdo dessa glandula, no caso, facilmente confundida com um
hidatédio.

Embora hidatédios ou processo de gutacdo sejam mencionados para duas
subfamilias de Rosaceae, como mostrado na literatura para Amygdaloideae (Lersten
e Curtis 1982) e Rosoideae (Belin-DePoux 1969; Curtis e Lersten 1986; Donnelly e
Skelton 1989; Appezzato-da-Gloria e Stalder-Miranda 1991; Chen et al. 2014;
Adumitresei e Gostin 2016), um exemplo de interpretagcdo equivocada pode ser

observado no trabalho de Adumitresei e Gostin (2016). Nesse caso, analisando
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apenas folhas adultas em imagens morfologicas micromorfolégicas, os autores
observam a porcdo terminal dos dentes foliares de Rosa agrestis Savi, Rosa
pimpinellifolia L. (sin. R. spinosissima L.) e Rosa rubiginosa L. (Fig. 29) e afirmam que
a estrutura corresponde a um hidatodio. Sugerimos andlises de folhas jovens as quais
poderiam comprovam se o que foi observado pelos autores ndo seria apenas a regiao
de absciséo de um coléter e ndo um hidatodio.

Adicionalmente, nas Ultimas décadas, varios estudos reavaliaram a presenca
ou classificacdo de glandulas associadas aos dentes foliares (Thadeo et al. 2008; Chin
et al. 2013; Fernandes et al. 2016; Meira et al. 2020; Rios et al. 2020). Em Casearia
Jacq. (Salicaceae), por exemplo, foram registrados hidatédios associados a dentes
teoides (Thadeo et al. 2014). A confirmacao de que essas estruturas sdo na verdade
coléteres foi possivel através de estudos envolvendo folhas em diferentes estagios de
desenvolvimento e andlises histoquimicas (Fernandes et al. 2016). O mesmo
aconteceu com Prunus, pois a glandula associada aos dentes ja havia sido chamada
de nectérios extraflorais (So 2004) ou glandulas de resina quando na verdade eram
coléteres (Chin et al. 2013). Assim, reiteramos a necessidade de andlises combinadas
como da observacéao de folhas em diferentes estagios de desenvolvimento para evitar
equivocos na interpretacdo das estruturas secretoras, especialmente as associadas
aos dentes foliares.

Além dos coléteres, tricomas glandulares foram identificados em R. lucieae.
Apesar dos diversos estudos em Rosoideae relatando a presenca de tricomas
glandulares, em diversas regibes do corpo vegetal, estudos anatbmicos e
histoquimicos foram realizados apenas nas folhas de Rosa sp. (Caissard et al. 2006),
R. idaeus (Chwil e Kostryco 2020) e nas flores de Rosa sp. (Caissard et al. 2006) e R.
rugosa (Sulborska e Weryszko-Chmielewska 2014).

Os tricomas glandulares podem ser encontrados em todos os 6rgaos aéreos e
as suas variagfes morfolégicas podem ter valor taxondbmico em alguns grupos de
plantas vasculares. Nas folhas de Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae), ha trés
tipos de tricomas glandulares: os tricomas peltados, localizados na superficie abaxial
do limbo e os tricomas capitados e digitiformes que estéo distribuidos em ambos os
lados da folha (Ascenséo et al. 1999). Em Helianthus spp. (Asteraceae), tricomas
glandulares lineares sdo comuns nas duas superficies das folhas e outras regides
aéreas do vegetal (Aschenbrenner et al. 2013). O formato dos tricomas glandulares

estudados podem variar entre ovado e clavado, sendo observado também nas folhas
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e regides florais de outras espécies do género Rosa (Caissard et al. 2006; Adumitresei
e Gostin 2016; Shamso et al. 2019). Novos estudos sdo necessarios para reconhecer

a relevancia taxondémica dos tricomas glandulares para o género.

4.2 Tempo de secrecao, composicdo da secre¢do e fungéo ecoldgica.

O tempo de secrecao nos diferentes estagios de desenvolvimento foliar, assim
como a posicdo da glandula na planta, combinada com estudos anatébmicos e
histoquimicos sdo importantes para diferenciar coléteres de tricomas, além de
reconhecer suas funcgdes ecologicas. Em R. lucieae, 0s coléteres ocorrem
exclusivamente nas margens dos foliolos e nas estipulas, sendo ativos apenas nos
primordios foliares. A secrecdo dos coléteres é mista, apresentando composi¢cao
hidrofilica e lipofilica. Por outro lado, os tricomas glandulares ocorrem na base do
foliolo, no peciélulo, ao longo da raque, no peciolo e nas estipulas. O tempo de
secrecdo acontece em todos os estagios e 0 exsudado tem composicao lipofilica.
Desta forma, usar apenas dados anatdmicos escassos podem limitar o estudo e
resultar na incorreta identificacdo de tricomas glandulares como coléteres ou o
contrario.

Coléteres sdo estruturas secretoras comuns em dentes foliares de varias
familias de plantas (Dickson 1987; Gonzalez 1998; Gonzalez e Tarrag6 2009; Paiva
2012; Chin et al. 2013; Mercadante-Simdes e Paiva; Vitarelli et al. 2015; Fernandes et
al. 2016; Feio et al. 2016; Meira et al. 2020; Rios et al. 2020; Paiva et al. 2021), mas
considerando a diversidade de plantas existentes que possuem dentes foliares, suas
descricOes nessas projecdes ainda sdo escassas. A posicao desses coléteres em R.
lucieae parece ter evoluido de forma estratégica, pois a secrecdo dessas glandulas
tanto nas margens foliolares como nas margens estipulares mantém os foliolos
selados. Isso, por sua vez, evitaria a exposi¢ao dos foliolos jovens e frageis que estédo
se desenvolvendo a altos niveis de radiacdo solar. Esta estratégia de vedacgéo foi
sugerida por outros autores (Mayer et al. 2013; Costa et al. 2020; Meira et al. 2020).
Mayer et al. (2013) sugeriram que a secre¢ao dos coléteres em flores de café unem
as peétalas, atuando como um adesivo, evitando a exposicdo das flores em
desenvolvimento a baixa umidade do ar, protegendo contra a desidratacao.

A secrecéo sintetizada pelos coléteres pode ser liberada por diferentes vias,
sendo por microporos na cuticula (Tresmondi et al. 2017) ou rompimento cuticular. Em

R. lucieae, abundante secrecdo acumulada no espacgo subcuticular e nitido
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rompimento cuticular foram observados em detrimento da pressao exercida pela
grande quantidade de secrecdo, processo similar ao reportado por outros autores
(Mohan e Inamdar 1986; Mangalan et al. 1990; Mercadante-simbes e Paiva 2013;
Miguel et al. 2016; Paiva 2016; Silva et al. 2017).

Nos tricomas glandulares de R. lucieae a secre¢do também é liberada via
rompimento da cuticula. No entanto, essas glandulas parecem repetir o processo
secretor semelhante ao modelo ciclico de restauragéo cuticular proposto por Findlay
e Mercer (1971). O inicio do processo secretor e posterior liberacdo da secrecao via
rompimento da cuticula nos tricomas glandulares em 6rgaos juvenis e a atividade
secretora da maioria dessas glandulas em 6rgdos mais velhos mostram que a
regeneracao cuticular pode ocorrer nos tricomas glandulares de R. lucieae. Além
disso, a cuticula extremamente fina observada pode facilitar tal processo, tendo em
vista que nédo seria um alto gasto energético. Portanto, sdo necessarios estudos para
melhor compreensao desse processo em tricomas glandulares.

Os testes histoquimicos evidenciaram um exsudado heterogéneo nos
coléteres, no entanto, polissacarideos e pectinas sdo substancias majoritarias na
secrecdo de R. lucieae. A deteccdo desses compostos mucilaginosos na secrecao
dos coléteres associados aos dentes foi registrado em outros trabalhos (Fernandes et
al 2016; Meira et al. 2020). Os resultados histoquimicos obtidos no nosso estudo
reafirmam a funcao ecolégica desempenhada pelos coléteres foliares, os quais unem
os foliolos, reduzindo a &rea de exposi¢ao ao sol e perda excessiva de agua, evitando
gue esses orgaos fiquem desidratados.

Os testes histoquimicos identificaram lipidios e terpenos na secrecdo dos
tricomas glandulares de R. lucieae. Em Rosaceae, especialmente na subfamilia
Rosoideae lipidios e terpenos foram identificados na secre¢cdo dos tricomas
glandulares de hibridos de Rosa (Caissard et al. 2006) e nos tricomas glandulares de
R. idaeus (Chwil e Kostryco 2020). Lipidios e terpenos em folhas séo alguns dos
principais compostos quimicos associados a defesa quimica contra patdégenos e
herbivoros (Langenheim 2003; Combrinck et al. 2007). Desta forma, a presenca dos
tricomas glandulares nas diversas posi¢cdes da folha, os compostos lipofilicos
secretados e sua atividade secretora em todos os estégios evidenciam sua fungdo em
R. lucieae, indicando que essas glandulas nao protegem apenas os Orgaos em
desenvolvimento, mas também os 6rgaos adultos e senescentes contra patdgenos e

herbivoros.
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5 CONCLUSOES

As duas estruturas secretoras foliares identificadas — coléteres e tricomas
glandulares — em Rosa lucieae diferenciam-se principalmente na duracéo da atividade
secretora ao longo do desenvolvimento foliar e na composi¢édo quimica do exsudado,
além da sua posicao no corpo vegetal. A atividade secretora prematura dos coléteres
e a composicdo mucilaginosa da secrecdo pegajosa foram dados importantes para
reconhecer a fungdo protetora dos foliolos em desenvolvimento contra a radiagdo
solar. O tempo de secrecdo prolongado dos tricomas glandulares e a composicéo
lipofilica da secrecdo corroboraram para uma funcdo de defesa contra herbivoros e

patdgenos nas folhas.
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