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RESUMO 

SILVEIRA, AMANDA SANTOS. O papel de diferentes fixadores na identificação da 

composição da secreção de coléteres. 2026. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) – 

Bacharelado em Ciências Biológicas. Instituto Federal Goiano - campus Rio Verde, Goiás. Rio 

Verde, Goiás,  2026.  

 

A fixação é uma etapa fundamental na anatomia vegetal, tendo como principal função 

interromper o metabolismo celular e preservar a integridade estrutural e a composição química 

dos tecidos o mais próximo possível do seu estado in vivo. A escolha do agente fixador é um 

fator determinante no preparo de amostras, pois diferentes soluções interagem de maneiras 

distintas com as biomoléculas, podendo interferir na retenção de metabólitos específicos e na 

formação de artefatos. Diante disso, este projeto analisa se diferentes fixadores histológicos 

interferem nos resultados de testes histoquímicos em coléteres de Genipa americana 

(Rubiaceae). O estudo compara a eficácia de dois fixadores — FAA50 e Formalina Neutra 

Tamponada (FNT) — na preservação estrutural e na composição histoquímica das secreções 

dos coléteres. As amostras vegetais foram coletadas, fixadas, desidratadas, incluídas em resina 

e submetidas a testes histoquímicos para identificação de polissacarídeos, proteínas e 

compostos fenólicos. As lâminas foram montadas, analisadas e fotografadas. Os coléteres de 

G. americana ocorrem na face interna das estípulas e são do tipo padrão. Polissacarídeos 

neutros, pectinas, mucopolissacarídeos ácidos e proteínas foram observadas na secreção. 

Constatamos que a escolha do fixador interfere na preservação das estruturas celulares e na 

coloração dos resultados dos testes histoquímicos. Os resultados também demonstraram que o 

FNT teve um desempenho melhor na preservação celular, enquanto o FAA se destacou por 

intensificar a coloração. Sendo assim, este trabalho enriquece a área da anatomia vegetal ao 

evidenciar que o tipo do fixador deve ser uma escolha estratégica e alinhada à necessidade do 

estudo. 

Palavras-chave: estruturas secretoras; fixadores; glândulas; histoquímica; polissacarídeos 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

SILVEIRA, AMANDA SANTOS. The role of different fixatives in the identification of 

colleter secretion composition. 2026. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) – 

Bacharelado em Ciências Biológicas. Instituto Federal Goiano - campus Rio Verde, Goiás. Rio 

Verde, Goiás,  2026.  

 

Fixation is a fundamental step in plant anatomy, with its main function being to halt cellular 

metabolism and preserve the structural integrity and chemical composition of tissues as close 

as possible to their in vivo state. The choice of fixative agent is a determining factor in sample 

preparation, as different solutions interact differently with biomolecules, potentially affecting 

the retention of specific metabolites and the formation of artifacts. In this context, this project 

analyzes whether different histological fixatives interfere with the results of histochemical tests 

in the colleters of Genipa americana (Rubiaceae). The study compares the efficacy of two 

fixatives — FAA50 and Buffered Neutral Formalin (BNF) — in preserving the structural and 

histochemical composition of colleter secretions. The plant samples were collected, fixed, 

dehydrated, embedded in resin, and subjected to histochemical tests for the identification of 

polysaccharides, proteins, and phenolic compounds. The slides were mounted, analyzed, and 

photographed. The colleters of G. americana occur on the inner surface of the stipules and are 

of the standard type. Neutral polysaccharides, pectins, acidic mucopolysaccharides, and 

proteins were observed in the secretion. We found that the choice of fixative affects the 

preservation of cellular structures and the staining of histochemical test results. The results also 

demonstrated that FNT performed better in cell preservation, while the FAA stood out for 

enhancing staining. Thus, this work enriches the field of plant anatomy by showing that the 

type of fixative should be a strategic choice aligned with the study's requirements. 

 

Keywords: fixatives; glands; histochemistry; polysaccharides; secretory structures 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A anatomia vegetal é um ramo da ciência que estuda a estrutura interna dos órgãos 

vegetais em diferentes estágios de desenvolvimento, com ênfase na organização e função dos 

tecidos. Essa área é essencial para compreender como as plantas crescem, se adaptam ao 

ambiente e interagem com fatores ecológicos e evolutivos (Dengler, 2002; Lemos & Chaves, 

2022). Conforme destacado por Evert e Esau (2006), a anatomia fornece as bases para 

interpretar processos como diferenciação celular, formação de meristemas e desenvolvimento 

de tecidos condutores, fundamentais para a sobrevivência vegetal. O estudo anatômico também 

tem papel chave na sistemática e na classificação botânica, ao revelar características estruturais 

úteis para diferenciar grupos taxonômicos (Lopez & Barclay, 2017). 

Uma das principais formas de obtenção das imagens para os estudos anatômicos é a 

confecção de lâminas histológicas. Para tal, as amostras vegetais comumente passam pelo 

processo de fixação que tem como objetivo interromper o metabolismo celular e preservar a 

morfologia e composição química da amostra, prevenindo a autólise e a degradação pós coleta 

(Figueiredo et al., 2007; Ribeiro et al., 2012). Ademais, os fixadores atuam protegendo os 

tecidos contra alterações durante o processo de inclusão, microtomia e coloração das amostras 

vegetais, essenciais para obtenção das lâminas histológicas (Ribeiro et al., 2012; Santos et al., 

2021).  

A fixação química atua por meio da estabilização das biomoléculas como proteínas, 

lipídios e ácidos nucleicos, por reações específicas como formação de pontes cruzadas com 

grupos amina, no caso dos aldeídos ou desnaturação proteica com álcoois (Caputo et al., 2010; 

Ribeiro et al., 2012; Santos et al., 2021). A escolha do fixador influencia diretamente essas 

interações: fixadores coagulantes ou não aditivos como etanol e acetona precipitam proteínas 

sem se ligarem a elas, enquanto fixadores aditivos como o formaldeído se ligam às proteínas 

formando complexos insolúveis (Werner et al., 2000; Caputo et al., 2010; Ribeiro et al., 2012; 

Santos et al., 2021). Compostos fenólicos, lipídios e carboidratos respondem de maneira 

variável conforme o agente utilizado, o pH, a osmolaridade da solução e o tempo de exposição 

(Caputo et al., 2010; Ribeiro et al., 2012; Santos et al., 2021). Essas reações químicas 

determinam a preservação dos componentes celulares e, por consequência, a confiabilidade dos 

testes histoquímicos aplicados posteriormente (Ribeiro et al., 2012; Santos et al., 2021) 

Dentre os diferentes fixadores utilizados nos estudos com vegetais o FAA, uma mistura 

de formaldeído, ácido acético e etanol na proporção 1:1:18 v:v:v, vem sendo utilizado desde o 
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século XX nos estudos envolvendo microscopia de luz ou óptica (Metcalfe & Chalk, 1979; 

Mauseth, 1988). O formaldeído, fixador aldeído amplamente utilizado na rotina histológica por 

seu baixo custo e fácil preparo, reage com grupos amina de proteínas, formando pontes 

metilênicas (ligações cruzadas) que as tornam insolúveis, estabilizando os tecidos na forma de 

um gel (Werner et al., 2000; O’Leary & Mason, 2004; Santos et al., 2021). Esse processo ocorre 

com maior eficácia em meio neutro, enquanto ambientes ácidos reduzem sua atividade fixadora 

ao modificar grupos funcionais essenciais (Berlyn & Miksche, 1976; Caputo et al., 2010; Santos 

et al., 2021). É importante destacar que o formaldeído comercial é fornecido como solução 

aquosa a 37% ou 40%, estando predominantemente na forma monomérica. A solução 

rotineiramente chamada de 'formalina 10%' ou 'formaldeído a 10%' contém, na realidade, 3,7% 

ou 4% de formaldeído, respectivamente (Caputo et al., 2010; Santos et al., 2021). Embora 

preserve proteínas e parte dos lipídios, o formaldeído pode gerar artefatos. Além dos pigmentos 

escuros observados em tecidos com alto conteúdo fenólico (Johansen, 1940; Feder & O'Brien, 

1968; Ribeiro et al., 2012), a oxidação do formaldeído na presença de luz e oxigênio 

(atmosférico e tecidual) forma ácido fórmico, que pode precipitar como um pigmento marrom. 

Para minimizar a formação deste último artefato, recomenda-se o preparo do fixador em 

soluções tamponadas (Caputo et al., 2010; Ribeiro et al., 2012). 

O álcool etílico, além de ser um agente desidratante amplamente utilizado, atua como 

fixador primário ao desnaturar proteínas e facilitar sua insolubilização (Berlyn & Miksche, 

1976; Ribeiro et al., 2012). Em protocolos modernos, etapas de etanol a 70% por 6 horas 

melhoram a preservação de tecidos vegetais (Criswell et al., 2024). Contudo, quando usado 

isoladamente, pode dissolver lipídios e provocar artefatos como retração ou endurecimento 

tecidual, especialmente em temperaturas elevadas (Ribeiro et al., 2012). Sua ação desnaturante 

fixa proteínas, mas pode alterar conformações moleculares, afetando ensaios bioquímicos 

(O'Brien & McCully, 1981). Sua combinação com outros fixadores visa equilibrar esses efeitos 

e melhorar a preservação celular (Ribeiro et al., 2012). 

O ácido acético, no FAA, atua como fixador secundário, penetra rapidamente nas 

amostras, permeabilizando membranas e facilitando a entrada de formaldeído permitindo rápida 

fixação de estruturas nucleares sem comprometer os lipídios (Berlyn & Miksche, 1976; Ribeiro 

et al., 2012). Em baixas concentrações (1-5%), preserva estruturas nucleares, mas em excesso 

causa dilatação celular (Johansen, 1940). Sua função é potencializada quando integrado a 

misturas como o FAA favorecendo a estabilização de nucleoproteínas e neutralizando a 

natureza oxidante de compartimentos celulares como o núcleo (Ribeiro et al., 2012). 



3 

 

Outro fixador que vem sendo empregado nos estudos anatômicos, em especial nos 

trabalhos com enfoque histoquímico é o FNT, ou seja, a formalina neutra tamponada (Kraus & 

Arduin, 1997). Esse fixador reduz a formação de produtos de oxidação, o que reduz a formação 

de artefatos como precipitação de pigmentos marrons e alterações estruturais em tecidos ricos 

em compostos fenólicos e evita alterações de pH, contribuindo para melhor preservação de 

estruturas delicadas (Stowell, 1941; Holt, 1961; Caputo et al., 2010; Santos et al., 2021). Assim, 

o FAA evidencia sua eficácia na estabilização de carboidratos e proteínas por meio da formação 

de pontes metilênicas, enquanto o FNT, ao evitar alterações de pH, preserva compostos 

sensíveis, como os alcalóides (Johansen, 1940; Kraus & Arduin, 1997; Werner et al., 2000; 

Santos et al., 2021).  

Após o processo de fixação as amostras vegetais passam por um processo de 

desidratação em séries alcoólicas gradativas, que variam de 70% a 100% de etanol, permitindo 

uma transição adequada para a infiltração com parafina ou resina (Berlyn & Miksche, 1976; 

Ruzin, 1999; Santos et al., 2021). O corte subsequente em micrótomo, com espessuras variando 

entre 4 e 15 µm, exige precisão técnica para evitar danos às células e garantir a integridade das 

estruturas (Ribeiro et al., 2012; Santos et al., 2021). Por fim, a coloração diferencial, utilizando 

reagentes como azul de toluidina, um corante metacromático, em conjunto com testes 

histoquímicos, como o Ácido Periódico de Schiff (PAS) e o Xylidine Ponceau, permite a 

identificação e análise dos componentes celulares específicos, enriquecendo a compreensão 

funcional dos tecidos (Pearse, 1980). 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 
 

Um dos ramos da anatomia vegetal inclui o estudo das estruturas secretoras, amplamente 

distribuídas nas plantas vasculares. Essas estruturas são classificadas em internas,  como 

idioblastos, ductos, cavidades e laticíferos e externas, como nectários, tricomas glandulares, 

coléteres, hidatódios, osmóforos, elaióforos, hidropótios e glândulas de sal (Fahn, 1988; 2002). 

Dependendo do tipo e da posição ocupada no corpo da planta, essas estruturas exercem funções 

ecológicas e fisiológicas diversas, que vão desde a atração de polinizadores até a proteção contra 

herbívoros e patógenos (Fahn, 1979; 2002).  

Dentro desse contexto, os coléteres destacam-se como estruturas secretoras 

multicelulares frequentemente associadas a regiões meristemáticas (ápices caulinares, 
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primórdios foliares, estípulas, brácteas e cálices), podendo ser caduco em órgãos expandidos 

(Thomas, 1991). Sua função primária é proteger gemas e folhas jovens contra dessecação ou 

ataque de herbívoros e patógenos (Fahn, 1979; Thomas, 1991; Silva et al., 201) mediante a 

secreção de substâncias pegajosa, composta principalmente por mucilagem embora outros 

compostos como resinas, lipídios e proteínas possam ser encontrados (Fahn, 1979; Appezzato-

da-Glória & Estelita, 2000).  

A composição da secreção varia conforme o ambiente e o estágio de desenvolvimento. 

Em espécies de savana (Palicourea rigida, Tocoyena formosa), predominam lipídios e resinas, 

formando barreiras hidrofóbicas contra dessecação e radiação solar (Mayer et al., 2011; 

Mercadante-Simões & Paiva, 2013; Tresmondi et al., 2015). Já em espécies florestais, 

predominam secreções hidrofílicas, ricas em mucilagem e proteínas, que garantem lubrificação 

e resistência a patógenos como reportado para Psychotria hoffmannseggiana (Miguel et al., 

2006; Tresmondi et al., 2015). Além disso, compostos fenólicos e alcalóides são 

frequentemente detectados em estágios avançados de desenvolvimento, atuando como barreiras 

químicas contra herbivoria (Vitarelli & Santos, 2009).  

Diferenças na composição da secreção entre os estádios de desenvolvimento foliar 

também são constatadas. Em Clusia criuva (Clusiaceae), a secreção varia dinamicamente: nos 

primórdios foliares, há abundância de polissacarídeos e proteínas, enquanto folhas adultas 

acumulam fenóis, associados à defesa antioxidante e à senescência (Teixeira et al., 2022). Essa 

plasticidade na composição química reflete não apenas adaptações a nichos ecológicos 

específicos, como savanas ou florestas úmidas, mas também respostas a estímulos hormonais e 

mecânicos durante o desenvolvimento (Mayer et al., 2011; Mercadante-Simões & Paiva, 2013;  

Judkevich et al., 2017).  

Segundo a revisão proposta por Thomas (1991) para coléteres, essas estruturas 

secretoras são reportadas em cerca de 60 famílias de “Dicotiledôneas”, sendo Rubiaceae 

(Gentianales) a família com maior número de estudos. Cabe ressaltar que os coléteres 

compreendem uma das sinapomorfias das Gentianales, na qual estão inseridas as famílias 

Rubiaceae, Apocynaceae, Gentianaceae, Gelseminaceae e Loganiaceae (Judd et al., 2009). 

O estudo dos coléteres, assim como as demais estruturas secretoras, leva em 

consideração a posição ocupada por estas no corpo da planta, a morfologia e anatomia bem 

como a composição da secreção (Lersten, 1975; Thomas, 1991). Para certificar a composição 

da secreção, as quais podem ser de natureza lipofílica e hidrofílica, testes histoquímicos são 

comumente aplicados. Esses testes permitem identificar grandes classes de compostos químicos 
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incluindo carboidratos (Johansen, 1940; O’Brien & McCully, 1981), lipídios (Kirk, 1970; 

Pearse, 1980), proteínas (Mazia et al., 1953; Vidal, 1970), compostos fenólicos (Johansen, 

1940; Gabe, 1968) e óleos essenciais (David & Carde, 1964). Podem ser aplicados ora em 

material fresco, ora em materiais fixados com FAA (Silva et al, 2012)  ou com FNT (Feio et al, 

2016; Faria et al, 2019). Cabe ressaltar que, no caso dos coléteres, os cortes à mão livre são um 

entrave devido ao tamanho e formato dessas estruturas secretoras. No caso dos trabalhos que 

optam pela realização dos testes histoquímicos em material fresco os coléteres e/ou fragmentos 

de folhas e estípulas são mergulhados por inteiro nos reagentes (Paiva & Machado, 2006; 

Martins, 2011; Ribeiro et al., 2017). 

Assim, diante da diversidade de compostos químicos secretados pelos coléteres a 

escolha do fixador adequado pode ser determinante para a correta interpretação dos compostos 

presentes na secreção produzida por essas estruturas secretoras.  

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Para o presente projeto foram coletadas amostras de três indivíduos de Genipa 

americana (Fig. 1A), conhecida popularmente como jenipapo, uma espécie de Rubiaceae. A 

coleta foi realizada durante a estação chuvosa, no mês de outubro, na área do Projeto de 

Recuperação de Áreas de Preservação Permanente de Nascentes do IF Goiano – Campus Rio 

Verde. Ramos reprodutivos de cada indivíduo foram coletados para confecção de exsicatas, as 

quais foram incorporadas no herbário IFRV do IF Goiano, com o número 1758. 

Ramos vegetativos contendo o meristema apical caulinar, protegidos por estípulas e 

folhas jovens (Fig. 1B, C) foram coletados em campo e as amostras foram fixadas em FAA50 

(formaldeído, ácido acético e álcool 50% - 1:1:18) (Johansen, 1940) e FNT (formalina neutra 

tamponada) (Kraus & Arduin 1997, modificado), ambos por 48 horas. A lavagem dos fixadores 

respeitou os protocolos específicos até acondicionamento em álcool 70%.  Em seguida, as 

amostras de ambos os fixadores foram transferidas para álcool etílico 85% e 95%, 

respectivamente, por duas horas cada; pré-incluídas em resina + álcool (1:1) por 2 dias e 

incluídas em resina do tipo metacrilato (Leica Instruments, Heidelberg, Germany) por 12 dias. 

Os blocos foram confeccionados com resina base + endurecedor, na proporção 15:1, conforme 

recomendação do fabricante. Os blocos foram armazenados em frascos contendo sílica gel para 

posterior seccionamento.   
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As seções, com espessura de 5 μm, foram obtidas em planos longitudinal e transversal 

em micrótomo rotativo (Modelo 1508R, Logen Scientific), com utilização de lâminas de aço 

descartáveis de baixo perfil. Em seguida, as lâminas passaram por uma triagem e foram 

selecionadas para as etapas seguintes de coloração e realização dos testes histoquímicos. Parte 

das lâminas foi corada com Azul de Toluidina preparado em tampão Macllvaine pH 4,7 

(O`Brien et al., 1964) e, em seguida, as lâminas foram montadas com resina sintética 

(Permount-Fisher). Outra parte das lâminas foram submetidas a diferentes testes histoquímicos 

incluindo: 

- Ácido Periódico de Schiff/PAS (O’Brien & McCully, 1981): as lâminas foram 

primeiramente tratadas com solução aquosa de ácido periódico 0,5% por 9 minutos e, em 

seguida, lavadas 3 vezes em água destilada por 3 minutos cada. Após isso, foram submetidas 

ao reagente de Schiff (Sigma) por 30 minutos no escuro, lavadas 3 vezes em água sulfurosa 

(metabissulfito de sódio) por 3 minutos cada. Por fim, as lâminas foram lavadas rapidamente 

em água. Após secagem, as lâminas foram montadas com resina sintética do tipo Permount. 

- Vermelho de rutênio (Johansen, 1940): as lâminas foram submetidas ao reagente 

de Vermelho de Rutênio por 10 minutos e,  lavadas rapidamente em água destilada. Após 

secagem, as lâminas foram montadas com resina sintética do tipo Permount. 

- Lugol (Johansen, 1940): as lâminas foram submetidas ao reagente de Lugol por 

5 minutos e lavadas em água destilada em seguida. As lâminas foram montadas em meio 

hidratado (água). 

- Azul de Alciano (Pearse, 1980): as lâminas foram submetidas ao reagente de 

Azul de Alciano por 30 minutos e lavadas em água destilada em seguida por 5 minutos. Após 

secagem, as lâminas foram montadas com resina sintética do tipo Permount. 

- Ácido Tânico/ Cloreto Férrico III (Pizzolato & Lillies, 1973): as lâminas foram 

submetidas ao reagente de Ácido Tânico a 5%  por 10 minutos e lavadas rapidamente com água 

destilada. Em seguida, as lâminas foram submetidas ao reagente de Cloreto Férrico III a 3% por 

1 minuto e lavadas rapidamente com água destilada. Após secagem, as lâminas foram montadas 

com resina sintética do tipo Permount. 

- Xylidine Ponceau (Vidal, 1970): as lâminas foram submetidas ao reagente de 

Xylidine Ponceau por 15 minutos; lavadas com ácido acético 3% por 5 minutos e lavadas 

rapidamente em água. Após secagem, as lâminas foram montadas com resina sintética do tipo 

Permount. 
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- Cloreto férrico (Johansen, 1940): as lâminas foram submetidas ao reagente de 

Cloreto Férrico de 15 minutos e lavadas rapidamente em água. Após secagem, as lâminas foram 

montadas em meio hidratado (água). 

Por fim, as lâminas foram analisadas em microscopia óptica utilizando o microscópio 

Olympus (modelo BX61) equipado com sistema de captura de imagens, câmera DP-72. 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

4.1.  Morfoanatomia e composição da secreção dos coléteres de Genipa americana 

 

Genipa americana apresenta estípulas interpeciolares encobrindo as folhas jovens e o 

meristema apical caulinar (Fig. 1B, D). As estípulas são triangulares, com coloração esverdeada 

quando jovens (Fig. 1B), de aspecto foliáceo (Fig. 1D), sendo caducas nos estádios mais 

avançados de desenvolvimento. Em campo, observa-se uma secreção abundante, de coloração 

esbranquiçada (Fig. 1E) encobrindo as estípulas. A presença de estípulas é um caráter 

taxonômico para a família Rubiaceae (Judd et al., 2009; Souza, 2017). 

Os coléteres se localizam na porção interna das estípulas, no terço basal (Fig. 1F, H), 

apresentando coloração geralmente esbranquiçada (Fig. 1G) ou levemente amarronzada (Fig. 

1H). Essa mudança de coloração está frequentemente associada à senescência e é amplamente 

documentada em espécies de Gentianales, como em Rubiaceae (Tresmondi et al., 2015), 

Gentianaceae (Dalvi et al., 2014), Apocynaceae (Martins, 2011) e Loganiaceae (Thomas, 1991; 

Dalvi et al., 2025), refletindo alterações metabólicas durante o desenvolvimento (Thomas, 

1991). 

Anatomicamente, os coléteres de G. americana são formados por um eixo central de 

células parenquimáticas alongadas, desprovido de vascularização, circundado por uma 

epiderme secretora de células paliçádicas (Fig. 2). Essa organização é típica de coléteres do tipo 

padrão, caracterizados pela constrição basal, alargamento mediano e ápice afilado (Thomas, 

1991; Miguel et al., 2006), comuns em Rubiaceae (Lersten, 1974; Miguel et al., 2006). Os 

coléteres são abundantes (Fig. 2A), pedunculados e recobertos por cutícula (Fig. 2D). As células 

do eixo central exibem conteúdo citoplasmático menos denso e espaços intercelulares (Fig. 2C), 

o que facilita o armazenamento temporário de secreções antes da exsudação, conforme 

observado em outras Rubiaceae (Miguel et al., 2006; Tresmondi et al., 2015). 



8 

 

A secreção é composta por polissacarídeos gerais (PAS-positivos; Fig. 3), essenciais 

para a formação de mucilagem. Essa fração hidrofílica atua na lubrificação e proteção dos 

meristemas contra dessecação, sendo uma função conservada em coléteres de eudicotiledôneas 

(Fahn, 1979; Thomas, 1991; Teixeira et al., 2022). Outros compostos incluem pectinas 

(vermelho de rutênio; Fig. 4), mucilagens (ácido tânico + FeCl₃; Fig. 5), mucopolissacarídeos 

ácidos (azul de alciano; Fig. 7) e proteínas (Xylidine Ponceau; Fig. 8), caracterizando uma 

secreção mista, semelhante à reportada em Bathysa nicholsonii (Rubiaceae). Mucilagens ácidas 

garantem retenção hídrica e microambiente úmido (Teixeira et al., 2022), enquanto proteínas 

inibem patógenos, como demonstrado em estudos bioquímicos com coléteres de Rubiaceae 

(Miguel et al., 2006). Compostos fenólicos (Fig. 9) e amido (Fig. 6) estão ausentes na secreção, 

sendo detectados apenas como componentes estruturais ou em estágios pós-secretores. Essa 

distinção é crucial, pois fenóis acumulam-se especificamente durante a senescência dos 

coléteres, associados à proteção dos tecidos, conforme observado em Macrocarpaea obtusifolia 

(Dalvi et al., 2014) e Odontadenia lutea (Martins, 2011).  

 

4.2. Comparação entre o material fixado em FAA e FNT 

 

4.2.1.  Preservação estrutural 

Em relação à preservação estrutural, observou-se que as amostras fixadas em FNT 

apresentaram cortes histológicos mais organizados e com um menor número de coléteres 

desprendidos quando comparadas àquelas submetidas ao FAA. Além disso, também foi 

possível observar algumas diferenças na coloração com azul de toluidina (Fig. 2). Nas amostras 

fixadas em FAA, os tecidos coraram-se em um azul escuro e com tons arroxeados (Fig. 2F), 

evidenciando a forte reação metacromática do corante com os compostos do tecido (O'Brien et 

al., 1964; Pearse, 1980). Por outro lado, o material fixado em FNT exibiu uma coloração azul 

mais clara que no FAA  e sem a presença dos tons de roxo observados no FAA (Fig. 2C, D).  
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Fig. 1: Aspectos morfológicos de Genipa americana (Rubiaceae). (A) Aspecto de um dos indivíduos amostrados. 

(B e C) Ápice caulinar vegetativo com estípulas (setas pretas). (D) Detalhe da secreção associada ao ápice caulinar 

(seta preta). (E) Acúmulo de secreção com coloração esbranquiçada (asteriscos). (F) Visão geral  da estípula com  

os coléteres. (G) Detalhe da porção secretora de coléteres esbranquiçados. (H) Detalhe da porção secretora de 

coléteres levemente escurecidos.  
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Fig. 2: Cortes transversais dos ápices caulinares, corados com azul de Toluidina, evidenciando a anatomia 

dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae).  (A - D) Fixação em FNT. (E - F) Fixação em FAA. (A) Secção 

transversal da estípula evidenciando os coléteres. (B) Diferenciação inicial de células do eixo central e células 

secretoras. (C) Detalhe de células secretoras, com citoplasma denso e do eixo central, com conteúdo hialino. (D) 

Cutícula (seta preta) bem evidente. (E) Detalhe de coléter no estágio de diferenciação inicial de células do eixo 

central e células secretoras (F) Detalhe de células da epiderme secretora e do eixo central. (ES) Epiderme secretora, 

(EC) Eixo central.  
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4.3.  Testes para carboidratos 

 

4.3.1. Reativo de Schiff - PAS 

A aplicação do teste de PAS revelou diferenças significativas no padrão de coloração 

entre os fixadores (Fig. 3). Nas amostras fixadas em FAA, observou-se coloração variando do 

roxo ao roxo escuro, com tonalidade muito forte em coléteres mais desenvolvidos e mais fraca 

em coléteres menos desenvolvidos (Fig. 3E). Em contraste, o FNT demonstrou homogeneidade 

superior na coloração, com epiderme em roxo médio a escuro e eixo central em roxo claro (Fig. 

3C). Este comportamento está alinhado à sua capacidade de estabilizar matrizes polissacarídicas 

via pontes cruzadas (Caputo et al., 2010; Crang, 2018; Santos et al., 2021). 

O teste de PAS confirmou a natureza polissacarídica dominante da secreção desde 

estágios iniciais (Fahn, 1979; Appezzato-da-Glória & Estelita, 2000), com reatividade mais 

intensa no FNT (Fig. 3C). A secreção extracelular foi preservada neste fixador (roxo escuro 

intenso), enquanto no FAA apresentou-se escassa (Fig. 3F). Esta disparidade evidencia a perda 

seletiva de mucilagens hidrossolúveis durante fixação alcoólica (Miguel et al., 2006; Tresmondi 

et al., 2015; Santos et al., 2021). A predominância de polissacarídeos na secreção, verificada 

desde fases juvenis, sustenta a função primordial dos coléteres na proteção do meristema apical 

contra dessecação e estresses bióticos (Fahn, 1979; Dalvi et al., 2014). 

 

4.3.2.  Vermelho de Rutênio 

No FAA, a coloração ocorreu predominantemente nos coléteres mais desenvolvidos na 

cor rosa escuro (Fig. 4G), enquanto os coléteres em fase inicial de formação ficaram com um 

tom rosa bem claro (Fig. 4F). O eixo central apresentou-se sem cor, mas com limites celulares 

visíveis (Fig. 4F). Além dessa diferença ontogenética entre coléteres mais desenvolvidos e 

menos desenvolvidos, observou-se também uma maior heterogeneidade de coloração, com 

alguns coléteres apresentando coloração muito clara e poucos exibindo tonalidades bem escuras 

(Fig. 4E, F). 

 No FNT, a coloração foi mais abrangente, variando do rosa médio ao escuro em todos 

os coléteres (Fig. 4A), com o eixo central corando-se de rosa claro a médio (Fig. 4C). Assim 

como observado no teste de PAS, o FNT promoveu uma maior homogeneidade na coloração 

dos coléteres, de modo que a maioria dos coléteres apresentaram tonalidades muito semelhantes 

entre si (Fig. 4A), em contraste com o padrão heterogêneo registrado no FAA (Fig. 4E, F). 
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Em ambos os fixadores, foi possível distinguir com clareza tanto o eixo central e a 

epiderme secretora dos coléteres quanto a separação das células nas duas regiões (Fig. 4C,G), 

porém, no FAA essa distinção foi mais acentuada, com a epiderme intensamente corada 

contrastando com um eixo central praticamente incolor (Fig. 4G).A ausência de coloração no 

eixo central no FAA sugere baixa concentração de pectinas, enquanto a marcação no FNT 

indica preservação de matrizes polissacarídicas hidratadas (Fahn, 1979; Appezzato-da-Glória 

& Estelita, 2000; Santos et al., 2021). A forte marcação na epiderme confirma a síntese de 

polissacarídeos ácidos (Zanotti et al., 2020). Além disso, essa marcação ressalta o papel 

ecológico dos coléteres: polissacarídeos ácidos formam um gel hidrofílico que protege 

meristemas contra dessecação e atua como barreira física contra patógenos (Thomas, 1991; 

Miguel et al., 2006). 

 

4.3.3.  Ácido tânico e Cloreto Férrico III 

Nas amostras fixadas em FAA, observou-se fraca reatividade em tons de cinza médio a 

escuro, com má preservação estrutural: coléteres desfocados e corte desorganizado (Fig. 5D). 

Por outro lado, nas amostras fixadas em FNT, a reação foi negativa com tons de cinza claro, 

porém com excelente preservação morfológica, permitindo distinguir claramente o eixo central 

(cinza claro) da epiderme secretora (cinza médio) (Fig. 5A, B).  

O teste de ácido tânico-cloreto férrico é amplamente utilizado para detecção de 

mucilagens, que se coram em preto intenso quando positivas (Pizzolato & Lillie, 1973; 

Tresmondi et al., 2015). A ausência desta coloração característica em ambos os fixadores indica 

que não houve detecção de mucilagens extracelulares.  

 

4.3.4.  Lugol 

O teste de Lugol, utilizado para detecção de amido, não evidenciou coloração azul-

escura/preta em nenhum dos fixadores (Fig. 6A, C), indicando ausência de grânulos de amido. 

Tanto no FAA quanto no FNT, os tecidos exibiram coloração marrom clara, característica do 

reagente de iodo em meio não reativo (Fig. 6B, D). A ausência de reservas de amido nesta fase 

sugere que os carboidratos são direcionados metabolicamente para a síntese do exsudato, 

possivelmente na forma de açúcares solúveis ou precursores de polissacarídeos secretórios 

(Fahn, 1988; Tresmondi et al., 2015). Essa observação alinha-se com estudos em Rubiaceae, 



13 

 

onde coléteres jovens exibem plastídios sem amido, associados à alta atividade de hidrólise 

(Thomas, 1991; Appezzato-da-Glória & Estelita, 2000). Em Caryocar brasiliense, a ausência 

de amido em coléteres jovens reforça a alocação de recursos para secreção em espécies tropicais 

(Paiva & Machado, 2006). Ambos os fixadores preservaram a integridade celular sem gerar 

artefatos que imitem positividade (Feder & O'Brien, 1968; Kraus & Arduin, 1997; Santos et al., 

2021).  

A ausência de secreção corada é esperada, pois o Lugol não detecta mucilagens 

extracelulares, que requerem testes específicos para polissacarídeos ácidos (Caputo et al., 2010; 

Santos et al., 2021).  

 

4.3.5.  Azul de Alciano 

Nas amostras fixadas em FAA, a coloração com azul de alciano foi azul médio na 

epiderme, com o eixo central quase incolor, porém com delimitação celular nítida, 

proporcionando ótimo contraste (Fig. 7F). No FNT, a coloração foi azul médio e uniforme, com 

o eixo central e a epiderme apresentando tonalidades similares, ainda que a visualização celular 

permanecesse possível (Fig. 7C, D).  

O padrão obtido é consistente com o princípio da coloração com azul de alciano, que 

marca seletivamente mucopolissacarídeos ácidos em tons de azul (Lev & Spicer, 1964; Santos 

et al., 2021) reforça que ambos os fixadores foram capazes de preservar adequadamente esse 

componente da secreção. 

 

 

4.4.  Testes para proteínas 

 

4.4.1. Xylidine Ponceau 

O teste de Xylidine Ponceau (XP) foi aplicado para a detecção de proteínas totais 

(O'Brien & McCully, 1981). A identificação de compostos proteicos é fundamental, pois estes 

podem atuar tanto como componentes estruturais da mucilagem quanto como agentes de defesa 

antimicrobiana no exsudato de coléteres (Klein et al., 2004; Miguel et al., 2006). 

No material em FAA, a coloração foi vermelho escuro, sendo mais intensa nos coléteres 

mais desenvolvidos (Fig. 8E, F). A epiderme secretora corou-se mais escura que o eixo central. 

No FNT, os coléteres coraram-se em um vermelho médio-escuro, com a epiderme também mais 
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escura que o eixo central (Fig. 8B, C). Isso pode confirmar a natureza mista da secreção e a alta 

atividade do maquinário de síntese protéica nas células epidérmicas (Miguel et al., 2006). O 

FAA é altamente eficaz em coagular e reter conteúdos protéicos densos, evidenciando os 

núcleos, enquanto o FNT preserva a matriz de forma mais branda, o que pode justificar a menor 

intensidade de cor (O'Brien & McCully, 1981; Ribeiro et al., 2012). 

A secreção extracelular corou-se em ambos os tratamentos (Fig. 8B, E). Contudo, 

observou-se uma maior quantidade de secreção retida nas lâminas fixadas em FNT (Fig. 8B) 

em comparação ao FAA (Fig. 8E). Esse resultado sugere que o exsudato possui componentes 

proteicos (possivelmente enzimas de defesa) que são eficientemente estabilizados pelas pontes 

cruzadas do formaldeído, evitando sua lavagem, enquanto a precipitação alcoólica do FAA 

pode ter sido agressiva demais, fragmentando parte dessa rede protéica externa (Klein et al., 

2004; Souza, 2017). 

 

4.5. Testes para compostos fenólicos 

 

4.5.1. Cloreto férrico 

O teste de cloreto férrico, utilizado para a detecção de compostos fenólicos, não 

apresentou a coloração escura característica em nenhum dos fixadores no estágio jovem (Fig. 

9). Tanto no FAA quanto no FNT, os coléteres não exibiram reatividade positiva, apresentando 

apenas tons translúcidos ou levemente amarelados. A ausência de compostos fenólicos nesta 

fase indica que os coléteres estão em plena atividade secretora, visto que a síntese e o acúmulo 

desses metabólitos em Genipa americana ocorrem predominantemente nos estágios pós-

secretor e senescente, marcando os eventos finais de degradação da glândula e atuando como 

defesa química tardia (Coelho et al., 2013; Souza, 2017). Ambos os fixadores se comportaram 

de maneira neutra, não gerando artefatos que pudessem ser confundidos com positividade 

(Kraus & Arduin, 1997). 
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Fig. 3: Cortes transversais dos ápices caulinares, submetidos a reação com PAS, evidenciando a composição 

da secreção dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae). (A - D) Fixação em FNT. (E - G) Fixação em 

FAA. (A, B, E) Secção transversal da estípula evidenciando a grande quantidade de coléteres. (C) Detalhe de 

coléteres com células do epitélio secretor e do eixo central bem definidas e túrgidas, além da secreção extracelular. 

(D) Diferenciação inicial de células do eixo central e células secretoras. (F) Detalhe do coléter com pequena 

diferenciação entre as células do epitélio secretor e do eixo central. (G) Diferenciação inicial de células do eixo 

central e células secretoras. (ES) Epitélio secretor, (EC) Eixo central, (S) Secreção.  
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Fig. 4: Cortes transversais dos ápices caulinares, submetidos a reação com vermelho de rutênio, 

evidenciando a composição da secreção dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae). (A - D) Fixação 

em FNT. (E - G) Fixação em FAA. (A, B, E) Secção transversal da estípula evidenciando a grande quantidade 

de coléteres. (C) Detalhe de células do epitélio secretor e do eixo central túrgidas. (D, F) Diferenciação inicial 

de células do eixo central e células secretoras. (G) Detalhe de células do epitélio secretor e do eixo central bem 

definidas e túrgidas. (C) Coléter, (ES) Epitélio secretor, (EC) Eixo central, (St) Estípula, (Cut) Cutícula.  
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Fig. 5: Cortes transversais dos ápices caulinares, submetidos a reação com ácido tânico  + cloreto férrico, 

evidenciando a composição da secreção dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae). (A, B) Fixação em 

FNT. (C,D) Fixação em FAA. (A) Detalhe de células do epitélio secretor e do eixo central bem túrgidas e também 

com cutícula evidente. (B,C) Diferenciação inicial de células do eixo central e células secretoras. (D) Detalhe de 

células do epitélio secretor e do eixo central túrgidas.  (C ) Coléter, (ES) Epitélio secretor, (EC) Eixo central, (St) 

Estípula, (Cut) Cutícula.  
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Fig. 6: Cortes transversais dos ápices caulinares, submetidos a reação com lugol, evidenciando a composição 

da secreção dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae). (A, B) Fixação em FNT. (C,D) Fixação em FAA. 

(A,B) Secção transversal da estípula evidenciando a grande quantidade de coléteres. (D) Detalhe de células do 

epitélio secretor e do eixo central túrgidas.  (C ) Coléter, (ES) Epitélio secretor, (EC) Eixo central, (St) Estípula, 

(Cut) Cutícula.  
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Fig. 7: Cortes transversais dos ápices caulinares, submetidos a reação com azul de alciano, evidenciando a 

composição da secreção dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae). (A - D) Fixação em FNT. (E,F) 

Fixação em FAA. (A,C,E) Secção transversal da estípula evidenciando a grande quantidade de coléteres. (B) 

Diferenciação inicial de células do eixo central e células secretoras. (D) Detalhe de células do epitélio secretor e 

do eixo central bem túrgidas e também com cutícula evidente.(F) Detalhe de células do epitélio secretor e do eixo 

central bem túrgidas e também com cutícula distendida evidente.  (C ) Coléter, (ES) Epitélio secretor, (EC) Eixo 

central, (St) Estípula, (Cut) Cutícula, (Cd) Cutícula distendida.  
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Fig. 8: Cortes transversais dos ápices caulinares, submetidos a reação com Xylidine Ponceau (XP), 

evidenciando a composição da secreção dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae). . (A - D) Fixação 

em FNT. (E,F) Fixação em FAA. (A,E) Secção transversal da estípula evidenciando a grande quantidade de 

coléteres. (B) Detalhe de células do epitélio secretor e do eixo central bem túrgidas e bem definidas, com 

cutícula e secreção evidentes.(C ) Detalhe de células do epitélio secretor e do eixo central bem túrgidas e bem 

definidas. (D) Diferenciação inicial de células do eixo central e células secretoras. (F) Detalhe de células do 

epitélio secretor e do eixo central bem túrgidas e também com cutícula evidente.(F) Detalhe de células do 

epitélio secretor e do eixo central bem túrgidas e também com cutícula distendida evidente.  (C ) Coléter, (ES) 

Epitélio secretor, (EC) Eixo central, (St) Estípula, (Cut) Cutícula.  
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Fig. 9: Cortes transversais dos ápices caulinares, submetidos a reação com cloreto férrico, evidenciando a 

composição da secreção dos coléteres de Genipa americana (Rubiaceae). (A, B) Fixação em FNT. (C, D) 

Fixação em FAA. (A,C) Secção transversal da estípula evidenciando a quantidade de coléteres. (B) Diferenciação 

inicial de células do eixo central e células secretoras. (D) Detalhe de células do epitélio secretor e do eixo central. 

(C) Coléter, (ES) Epitélio secretor, (EC) Eixo central, (St) Estípula.  

 

5. CONCLUSÃO 
 

A comparação entre os fixadores FAA (formaldeído - ácido acético - álcool etílico) e 

FNT (Formalina Neutra Tamponada) evidenciou algumas diferenças na preservação de 

estruturas e na coloração dos coléteres jovens de Genipa americana. O FNT demonstrou 

superioridade na manutenção da integridade celular e da organização tecidual, favorecendo uma 

melhor visualização da arquitetura do eixo central e da epiderme secretora. Por sua vez, o FAA 

destacou-se pela maior intensidade de coloração nos testes histoquímicos quando positivos, 
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embora tenha acarretado maior colapso celular e perda de detalhes finos. Recomenda-se que 

investigações comparativas em outros estágios ontogênicos dos coléteres sejam realizadas para 

confirmar tais diferenças entre os fixadores. 
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