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ABSTRACT - (Secretory structures in leaf and stem of Esenbeckia febrifuga (A.St.-Hil.) A. Juss. ex Mart. and Esenbeckia
grandiflora Mart. (Rutaceae)). The secretory structures of Rutaceae are of great importance due to the economic interest
in the drug precursors usually stored and/or produced by them. There is considering this, the characterization of stem and
leaf secretory structure of Esenbeckia febrifuga and Esenbeckia grandiflora was carried out, emphasizing the ontogenesis
of the cavities and the peltate trichome (in E. febrifuga). Oil-secreting cavities, glandular trichomes and idioblasts with oil,
alkaloids, and calcium oxalate crystalswere observed. These elements are distributed randomly in the analyzed organs, being
more abundant in the younger ones. Glandular trichomes with a secreting head and tetramerous symmetry were observed
for the first time in species of Rutaceae. The cavities have a subepidermal origin and eschizolysigenic development, as seen
in other species of the same subtribe. Through the ultrastructural analyses of the cavities, were registered the eccrine, the
granuloccrine, and the holoccrine processes of secretion, which are common in secretory structures. This set of characteristics
is valuable for future taxonomic studies with the group.
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RESUMO - (Estruturas secretoras em folha e caule de Esenbeckia febrifuga (A.St.-Hil.) A. Juss. ex Mart. e Esenbeckia
grandiflora Mart. (Rutaceae)). As estruturas secretoras das rutaceas possuem grande importancia, uma vez que existe interesse
econdmico nos precursores de farmacos geralmente armazenados e/ou produzidos por estas. Sendo assim, foi realizada a
caracterizagdo das estruturas secretoras do caule e da folha de Esenbeckia febrifuga e Esenbeckia grandiflora, enfatizando a
ontogénese das cavidades e do tricoma peltado (em E. febrifuga). Foram observadas cavidades secretoras de 6leo, tricomas
glandulares e idioblastos com 6leos, alcaloides e cristais de oxalato de célcio. Esses distribuem-se aleatoriamente nos 6rgaos
analisados,sendo mais abundantes nos 6rgdos jovens. Tricomas glandulares com cabega secretora ¢ simetria tetramera
foram observados pela primeira vez em espécies de Rutaceae. As cavidades observadas possuem origem subepidérmica e
desenvolvimento esquizolisigeno, assim como outras espécies da mesma subtribo. Foram registrados processos de secrecao
écrino, granulécrino e holdcrino, comuns as estruturas secretoras, por meio da analise ultraestrutural das cavidades. Tais
caracteristicas sdo valorosas para futuros estudos taxondmicos do grupo.

Palavras-chave: cavidades secretoras, idioblastos, ontogénese, plantas medicinais, tricomas glandulares

A possibilidade de aquisicao de compostos
precursores de farmacos, de importancia economica
agregada, gera o interesse pelo estudo quimico dos

Introducio

Rutaceae Jussieu, nom. cons. ¢ formada por

arbustos e arvores, cuja presen¢a de cavidades
secretoras de 6leo, na folha, no caule e no fruto,é
caracteristica constitutiva da familia (Metcalfe &
Chalck 1950, Fahn 1988a, Evert 2006, Judd et al.
2009). Devido a essa particularidade, muitos géneros
tém sido amplamente estudados do ponto de vista
quimico como, por exemplo, Citrus L. (Bigoniya &
Singh 2014) e Pilocarpus Vahl (Mello et al. 2007).

1. Parte da Dissertagdo de Mestrado da primeira Autora

oleos essenciais e outros metabodlitos secundarios
produzidos e/ou armazenados por estruturas secretoras
presentes em espécies pertencentes a Rutaceae. Por
vezes, esse estudo negligencia a importancia da
caracterizacao de tais estruturas.

Como exemplo, alguns estudos evidenciam
as propriedades terapéuticas de duas espécies de
Esenbeckia Kunth, subtribo Pilocarpinae, que se
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destacam: Esenbeckia febrifuga (A.St.-Hil.) A. Juss.
ex Mart. e Esenbeckia grandiflora Mart. Ambas
sdo arvoretas nativas brasileiras, que ocorrem
preferencialmente na Mata Atlantica, bioma de grande
interesse de preservagdo. Ademais, possuem grande
potencial fitoquimico e medicinal, como mostram os
poucos estudos encontrados sobre elas. Esenbeckia
febrifuga é utilizada como febrifugo em geral (Lévi-
Strauss 1952, Kaastra 1982) e contra a malaria
(Botsaris 2007, Oliveira et al. 2008); e Esenbeckia
grandiflora possui atividade antibacteriana (Novais
et al. 2003), atividade larvicida contra o mosquito
transmissor da dengue (Oliveira et al. 2005) e pode
auxiliar no tratamento de psoriase (Parrish et al. 1974).

Segundo Judd et al. (2009), geralmente, a forma
e a distribuicdo das estruturas secretoras possuem
um grande valor taxondmico. Fato que foi bem
explorado na discussdo do trabalho de Liu & Hu
(1998) que descreveram as cavidades secretoras de 40
espécies, dentre 22 géneros de Rutaceae ocorrentes na
China, concluindo que a localizacdo ¢ a estrutura das
cavidades eram correlatas em género e espécie.

Outro pardmetro anatomico que pode auxiliar nas
analises farmacogndsticas e taxondmicas de géneros
e espécies proximas €é a ontogenia de estruturas
secretoras que, no caso das cavidades de Rutaceae,
vem sendo amplamente debatida em controvérsias
sobre o tipo de formagao, se esquizogena ou lisigena,
principalmente em Citrus (Bosabalidis & Tsekos 1982,
Turner et al. 1998, Bennici & Tani 2004, Ascensao
2006).

Diante do exposto, neste trabalho, foi realizada
a caracterizagdo morfologica e histoquimica das
estruturas secretoras presentes em caule e folha de
Esenbeckia febrifuga e Esenbeckia grandiflora,
bem como, o estudo ontogénico e ultraestrutural
das cavidades e a ontogénese do tricoma glandular
peltado, presente em E. febrifuga.

Material e métodos

Material Vegetal - As amostras do material vegetal,
registradas no Herbario da Universidade Estadual de
Maringé sob os numeros: HUEM 31609 - Esenbeckia
febrifuga (A.St.-Hil.) A. Juss. ex Mart. e HUEM
29902 - Esenbeckia grandiflora Mart., foram obtidas
a partir de cinco coletas na Estacdo Ecoldgica do
Caiua no municipio de Diamante do Norte, PR - BR.
O local de coleta ¢ uma Unidade de Conservagao (UC)
Estadual de Protegdo Integral com vegetacdo natural
da Mata Atlantica e formagao florestal especifica de
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Floresta Estacional Semidecidual. De cada coleta
foram selecionados materiais em varios estagios
de desenvolvimento foliar e caulinar de ambas as
espécies: por¢cdo mediana de primoérdios foliares;
de folhas do 1° e 2° n6s (nervura, bordo e peciolo/
peciolulo); de folhas do 3° ao 5° nés (bordo, nervura
e peciolo/pecidlulo); de caules do 1° e 2° entrenos; e
caules do 3° e 4° entrends. Para microscopia de luz e
histoquimica, todas essas por¢des foram utilizadas.
Para Microscopia Eletronica de Varredura, apenas
folhas do 1° e 2° nds e caules do 1° e 2° entrends.
Para Microscopia Eletronica de Transmissao, apenas
primoérdios e folhas do 1° e 2° nos.

Microscopia de Luz - O material utilizado na
montagem de laminas semipermanentes foi fixado
em FAA 50 por uma semana, reservado em etanol 70
e, a partir dai, foram realizadas secgdes transversais
¢ longitudinais a méao-livre, com auxilio de lamina
de barbear. Esse material foi montado em Glicerina
33%, tendo sido previamente corado com Safranina
e Azul de Astra (Gerlach 1969). Para a confeccao de
laminas permanentes, o material primariamente fixado
em Glutaraldeido 2,5% e tampao fosfato 0,1 M pH 7,3
foi desidratado em série etilica e em seguida incluido
em historresina Technovich 700, segundo Guerrits
(1991) e instrugdes do fabricante. Posteriormente
foi seccionado transversal e longitudinalmente em
microtomo de rotacao; corado em Azul de Toluidina
(O’Brien et al. 1965 - modificado) e montado em
Entellan® ou Permount®. Essa técnica de fixagdo
e processamento em historresina foi necessaria
para obter melhores resultados com os materiais
mais delicados, como os primoérdios e as folhas
jovens. As fotomicrografias foram obtidas a partir
de microscopios Opticos Leica, Olympus e Zeiss
acoplados a camera de captura de imagens.

Histoquimica - Os testes histoquimicos foram
realizados com a utilizacdo de: Sudan IV para lipidios
totais (Johansen 1940); reagente de NADI para 6leos
essenciais ¢ oleoresinas (David & Carde 1964);
solucdao de Cloreto Férrico a 10% para compostos
fenolicos totais (Johansen 1940); reagente de Wagner
para alcaloides (Furr & Mahlberg 1981); Lugol para
amido (Jensen 1962); Vermelho de Ruténio para
pectinas (Johansen 1940); e Acido Sulfarico para
cristais de oxalato de calcio (Johansen 1940). Os testes
foram realizados de acordo com as recomendagdes
propostas por Ascensdo (2003), em trés repetigdes,
utilizando material vegetal (folha e caule) fresco
e fixado, em secg¢des transversais. Os resultados
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foram observados em microscopio optico Olympus e
registrados em tabela.

Microscopia Eletronica de Varredura - Para observagao
da superficie epidérmica, amostras de material fixado
(folha e caule) em solucao de Glutaraldeido a 2,5% e
em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3, foram desidratadas
em série alcoolica e submetidas ao “ponto critico”.
Apbs, foram montadas com fita adesiva dupla face
em suporte de aluminio (stub), recobertas com ouro
(Robbards 1978) e analisadas e registradas por
eletromicrografias em Microscopio Eletronico de
Varredura Shimadzu SS-550 Super Scan.

Microscopia Eletronica de Transmissao - A
ultraestrutura das cavidades secretoras foi analisada
por meio de amostras foliares fixadas em Glutaraldeido
a 2,5% e em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3 durante
uma semana e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%
no mesmo tampao por 1 ha 25 °C. Apds, as amostras
foram desidratadas em série cetonica e embebidas
em resina de Araldite® (Machado & Rodrigues 2004)
para obtengdo de sec¢des semifinas. Apods analise e
selecdo do material em microscopio Optico, secgoes
ultrafinas foram obtidas com uma navalha de diamante
Diatome e contrastadas com acetato de uranila e
acetato de chumbo (Reynolds 1963). O material final
foi examinado e registrado por eletromicrografias
em Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai
Spirit - FEI Company.

Resultados

Distribuicao, morfologia e histoquimica das estruturas
secretoras - Em ambas as espécies ocorrem estruturas
secretoras internas e externas, divididas em trés
categorias morfologicas distintas: cavidade secretora,
idioblasto e tricoma glandular, sendo as duas
primeiras internas e a ultima externa. A ocorréncia de
estruturas secretoras € maior nos 6rgaos mais jovens,
especialmente nos primodrdios foliares (figura 1 a, b).
Essas estruturas estao distribuidas no limbo, peciolo,
peciolulo (apenas em Esenbeckia febrifuga) e caule,
de ambas as espécies (figura 1 c-i), persistindo até a
planta adulta. Em se tratando dos tricomas glandulares,
a ocorréncia como um todo € maior em Esenbeckia
febrifuga e nao ha ocorréncia no caule adulto de
Esenbeckia grandiflora.

Nos orgaos analisados, as cavidades sempre
ocorrem proximas a epiderme, sendo que, no
limbo de E. grandiflora, ocorrem frequentemente
mais internamente no clorénquima do que em

E. febrifuga. Essas estruturas possuem contorno de
esférico a oval, com epitélio multisseriado formado
por células de parede delgada, estreitas e alongadas
concentricamente, delimitando o lumen, que possui
formato isodiamétrico ou irregular (figura 2a).

Os tricomas glandulares estdo inseridos entre
as células epidérmicas comuns, raramente em
depressodes. Estes ocorrem em ambas as faces do
limbo foliar, com maior distribui¢@o na face abaxial.
Os tricomas s3o constituidos de trés porgdes: base,
pedinculo e cabeca glandular. Em E. febrifuga ocorre
o tricoma glandular do tipo peltado (figura 2 b), com
a base formada por uma ou duas células epidérmicas
inseridas pouco abaixo do nivel das demais células.
O pedunculo possui uma ou duas células curtas com
paredes laterais espessadas. A cabega secretora é
ampla e alongada no sentido periclinal com quatro
a dezesseis células secretoras, dispostas em quatro
grupos de células arranjadas em uma unica camada
(figura 2 c), configurando uma simetria tetramera.

Em E. grandiflora ocorre o tricoma glandular do
tipo capitado (figura 2 d, e).Sua base ¢ formada por
uma uUnica célula epidérmica.O pedinculo contém
de duas a quatro células,também com as paredes
laterais espessadas. E a cabeca secretora ¢ alongada
no sentido anticlinal, contendo de oito a dezesseis
células distribuidas em quatro colunas, também em
simetria tetramera. Este tipo de tricoma foi comumente
encontrado nos primoérdios foliares.

Os idioblastos encontrados nas espécies analisadas
contém alcaloides, 6leos e cristais de oxalato de calcio
(figuras 2 f, g, h - respectivamente). Os idioblastos
com alcaloides ocorrem em grande quantidade nas
folhas e no caule. Distribuem-se préximos aos feixes
vasculares, na epiderme foliar e no cortex peciolar e
caulinar. De forma geral, tém maior incidéncia em
E. grandiflora.O contetido ocupa todo o citoplasma
¢ a parede ¢é espessada (figura 2 f). Possuem formato
esférico ou oval e seu tamanho ¢ indiferenciado das
demais células.

Os idioblastos oleiferos sdo escassos e ocorrem
proximos as cavidades em ambas as espécies. Seu
contetdo secretado nem sempre preenche totalmente o
citoplasma (figura 2 g). Nao se observou espessamento
da parede celular ou diferenga morfologica significativa
entre esse tipo de idioblasto e as células comuns.

As células com cristais de oxalato de calcio,
indiferenciadas das células comuns, ocorrem nos
primérdios foliares com cristais na forma de rafides
e prismas em grande quantidade (figura 2h). Os
cristais prismaticos se mantém até a planta adulta.
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Figura 1. Distribuicao das cavidades secretoras nos 6rgaos vegetativos aéreos. (a, c, e, f, h) Esenbeckia febrifuga. (b, d, g, 1) Esenbeckia
grandiflora. (a) Corte longitudinal. (b-1) Cortes transversais. (a, b) Primoérdios foliares. (c,d) Limbo. (e, g) Peciolo. (f) Pecidlulo. (h, i) Caule.
Setas: cavidades secretoras, ti: tecido indiferenciado, ep: epiderme, pr: parénquima, tv: tecido vascular. Barras: (a-e) 25 pm; (f-i) 10 pm.

Figure 1. Distribution of the secretory cavities in the aerial vegetative organs. (a, c, e, f, h) Esenbeckia febrifuga. (b, d, g, 1) Esenbeckia
grandiflora. (a) Longitudinal section. (b-1) Cross sections. (a, b) Leaf primordium. (c, d) Leaf blade. (e, g) Petiole. (f) Petiolule. (h, i) Stem.
Arrows: secretory cavities, ti: undifferentiated tissue, ep: epidermis, pr: parenchima, tv: vascular tissue. Bars: (a-¢) 25 um; (f-i) 10 pm.
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Figura 2. Tipos de estruturas secretoras encontradas em Esenbeckia febrifuga e Esenbeckia grandiflora. (a, b, e-i) Cortes transversais.
(c, d) Superficie epidérmica. (a) Cavidade secretora de formato oval proxima a epiderme abaxial da nervura central, evidenciando o
epitélio multisseriado. (b, ¢) Tricoma glandular peltado de Esenbeckia febrifuga na epiderme foliar em vista lateral e vista frontal em
MEYV, respectivamente, evidenciando a cabega secretora com quatro grupos de células. (d, e) Tricoma glandular capitado de Esenbeckia
grandiflora em vista lateral (curvado), na epiderme foliar em MEV e no primoérdio foliar, respectivamente. (f) Idioblasto de alcaloide na
regido medular do caule. (g) Idioblasto oleifero no peciolo. (h) Idioblasto com cristal prismatico de oxalato de calcio na regido cortical do
caule. (i) Cavidade secretora repleta de secre¢do mista na regido cortical do caule. Barras = (a, ¢, 1) 10 um; (b, e, f, h) 5 pm; (d) 15 pm;
(g) 1 pm.

Figure 2. Types of secretory structures found in Esenbeckia febrifuga and Esenbeckia grandiflora. (a, b, e-1) Cross sections. (c, d)
Epidermal surface. (a) Oval-shaped secretory cavity near the abaxial epidermis of the central vein, evidencing the multiserial epithelium.
(b, ¢) Epidermal peltate glandular trichome of Esenbeckia febrifuga_under SEM, in lateral and frontal view, respectively, showing the
secretory head with four groups of cells. (d, e) Capitate glandular trichome of Esenbeckia grandiflora in lateral view (curved), on the foliar
epidermis under SEM, and in the leaf primordium, respectively. (f) Alkaloid idioblast in the medullar region of the stem. (g) Oil idioblast
in the petiole. (h) Idioblast with a prismatic crystal of calcium oxalate in the cortical region of the stem. (i) Secretory cavity filled with
mixed secretion in the cortical region of the stem. Bars = (a, ¢, 1) 10 pm; (b, e, f, h) 5 um; (d) 15 pm; (g) 1 pm.



Observaram-se também raras drusas no limbo de
E. grandifiora.

Os testes histoquimicos evidenciaram a presenga
de graos de amido, fenois, alcaloides, lipideos totais
e cristais de oxalato de calcio (tabela 1). Desses
compostos, os alcaloides, lipideos e os cristais
foram encontrados em idioblastos. Também foram
observadas, em grande quantidade, goticulas de 6leo
no clorénquima e na regido cortical do peciolo e do
caule de ambas as espécies. Segundo os testes, as
cavidades secretam um material misto de alcaloides,
fenois e lipideos (figura 2 i), identificados tanto no
limen e no epitélio, quanto nas células adjacentes.
Oleos essenciais foram encontrados apenas nas
cavidades secretoras do caule e, fenois, apenas nas
cavidades do caule de E. grandiflora. A reagao com
acido sulfurico identificou a presenga de cristais
de oxalato de calcio. Nos testes também foram
evidenciadas substancias pécticas na parede das
células dos tricomas glandulares e na sua cuticula
(tabela 1).

Ontogénese das cavidades secretoras - As cavidades
observadas desenvolvem-se desde os primordios
foliares e gemas apicais. Em folhas jovens, foram
observados diferentes estagios de desenvolvimento
das cavidades lado a lado (figura 3 a).

O processo de diferenciagdo e formacdo das
cavidades secretoras se da por meio de uma unica
célula parenquimatica inicial, préxima a epiderme.
Seu citoplasma aparenta-se denso, o nucleo aumenta
de volume e ocorrem as primeiras divisdes anticlinais
e periclinais (figura 3 b), formando um aglomerado
esférico ou oval (figura 3 c¢). Em seguida, as células
centrais do aglomerado aumentam seu volume
citoplasmatico e suas paredes se tornam extremamente
delgadas. A partir dai, ha o inicio da formacgao
do lumen por meio do afastamento das células
centrais, observando-se o aparecimento de espagos
intercelulares (figura 3 d, e), até que a formagdo do
limen esteja completa (figura 3 f).

No estdgio seguinte encontrado, a cavidade
possui a anatomia comumente observada: com
contorno oval ou esférico, com epitélio multisseriado
formado por células estreitas de parede delgada que
se alongam concentricamente e delimitam o limen
isodiamétrico ou irregular (figura 3 g). Ao longo do
processo de secrecao, as células internas do epitélio
sofrem autolise devido ao desgaste das suas paredes
e vao sendo substituidas pelas células das camadas
mais exteriores por crescimento intrusivo, ampliando
0 espaco da cavidade.
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No ultimo estdgio das cavidades, ndo ha
evidéncias de secregdo de 6leos e outros compostos,
nem de renovagao das células mais internas ou restos
celulares no lumen. As cavidades permanecem
inativas nos tecidos e ndo se desintegram.

O padrao ontogénico observado nas cavidades
secretoras ¢ semelhante em ambas as espécies.

Ontogénese do tricoma peltado de Esenbeckia
febrifuga - Os tricomas peltados, ocorrentes em
E. febrifuga, tém origem de uma unica célula
epidérmica inicial que aumenta sua atividade nuclear
e citoplasmatica, se dividindo anticlinalmente para
formar as células epidérmicas basais (figura 4 a).
Seguindo a ontogénese, ocorre mais uma ou duas
divisdes periclinais formando as células pedunculares
(figura 4 b) e a célula precursora da cabeca secretora
(figura 4 ¢). A primeira célula da por¢ao secretora se
divide anticlinalmente e as duas células resultantes
(figura 4 d) se dividem mais uma vez no mesmo
plano, originando quatro células (figura 4 ¢). Cada
uma dessas células constitui um lébulo da cabeca
secretora, que pode se dividir independentemente,
formando até quatro células cada um, totalizando
dezesseis (figura 4 f).

Na fase seguinte € possivel observar o citoplasma
denso das células da cabega do tricoma glandular
(figura 4 g). A secrecdo se acumula no interior das
células e no espago periplasmatico reduzido, até que
algum estimulo externo rompa a cuticula e as paredes
celulares, liberando o contetido secretado (figura 4 h).
O tricoma, em seu Gltimo estagio, possui um formato
de calice com cavidade ampla e irregular, sendo
caracterizado pela presenca remanescente das células
basais e pedunculares, que sustentam a camada de
restos celulares da cabega secretora (figura 4 i). Em
alguns casos € possivel observar apenas sua impressao
deixada na superficie epidérmica.

Ultraestrutura e processo secretor das cavidades - As
células iniciais das cavidades possuem nucleo grande,
muitas mitocondrias, vactiolos pequenos (figura 5 a),
reticulo endoplasmatico, poliribossomos e plastidios
com e sem graos de amido de assimilaggo (figura 5
b). O crescimento intrusivo (Figura 5 b) das células
epiteliais ¢ observado em um aglomerado de seis
células iniciais. Nessa fase ainda ndo se observam
gotas de 6leo ou outro tipo de secrecdo no citoplasma
das células. Ocorrem plasmodesmas nas paredes
tangenciais das células comuns (figura 5 c). Ha o
inicio do afastamento da lamela média entre as células
iniciais centrais (figura 5 d).
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Figura 3. Ontogénese das cavidades secretoras de Esenbeckia febrifuga em cortes transversais. (a-f) Folhas jovens. (g) Peciolo. (a)
Diferentes estagios de desenvolvimento das cavidades lado a lado. (b) Células parenquimaticas iniciais. (c) Aglomerado de células iniciais
em formato arredondado. (d) Células centrais aumentam de volume e tem-se o inicio da formagao do limen da cavidade pelo afastamento
de células. (e) Cavidade com limen em desenvolvimento. (f) Cavidade madura. (g) Cavidade madura com gotas de 6leo no limen e
no epitélio, reagdo positiva ao Sudan IV. Setas = limen,circulo pontilhado = cavidade secretora em desenvolvimento. Barras =10 um.

Figure 3. Ontogenesis of the secretory cavities of Esenbeckia febrifuga in cross-section. (a-f) Young leaves. (g) Petiole. (a) Different
stages of development of the cavities side by side. (b) Initial parenchymal cells. (c) Agglomerate of initial cells with a rounded shape.
(d) Central cells increase in volume and the onset of the cavity’s lumen formation is initiated by the spacing of cells. (¢) Cavity with
developing lumen. (f) Mature cavity. (g) Mature cavity with oil droplets in the lumen and in the epithelium, positive reaction to Sudan
IV. Arrows = lumen, dotted circle = developing secretory cavity. Bars = 10um.
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Figura 4. Ontogénese do tricoma glandular peltado em folhas jovens de Esenbeckia febrifuga, em corte transversal. (a) Células epidérmicas
iniciais formando as células basais. (b) Formagao de célula peduncular. (¢) Formagao da célula precursora da cabega secretora. (d) Fase
com duas células na cabega. (¢) Fase com quatro células na cabega secretora. (f) Por¢ao secretora com varias células. (g) Fase secretora
com células de citoplasma denso. (h) Rompimento da cuticula liberando o contetido secretado. (i) Tricoma na fase pos-secretora em
forma de calice. Barras = 10 pm.

Figure 4. Ontogenesis of the peltate glandular trichome in young leaves of Esenbeckia febrifiga, in cross-section. (a) Early epidermal cells
forming the basal cells. (b) Peduncle cell formation. (¢) Formation of the precursor cell of the secretory head. (d) Two-celled phase in the
head. (e) Four-celled phase in the secretory head. (f) Secretory portion with multiple cells. (g) Secretory phase with cells of dense cytoplasm.
(h) Breaking of the cuticle releasing the secreting content. (i) Trichome in the post-secretory phase with a calyx-form. Bars = 10 pm.
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Figura 5. Ultraestrutura das células iniciais das cavidades secretoras em Esenbeckia febrifuga. (a) Célula inicial recém-dividida com
nucleo grande, vacuolos pequenos, mitocondrias e polirribossomos (seta). (b) Aglomerado de células iniciais evidenciando o crescimento
intrusivo (linha pontilhada) e a presenga de plastidio com grio de amido. (c) Presenca de plasmodesmas (seta) indicando comunicagao
entre as células iniciais. (d) Indicio do inicio de afastamento da lamela média para a formacdo do limen (linha cheia). nu = ntcleo,
mi = mitocondria, pl = plastidio, va = vacuolo. Barras = 1 pm.

Figure 5. Ultrastructure of the initial cells of the secretory cavities in Esenbeckia febrifuga. (a) A newly divided initial cell with a large
nucleus, small vacuoles, mitochondria and polyribosomes (arrow). (b) Agglomerate of initial cells showing intrusive growth (dot line)
and the presence of a plastid with starch grain. (c) Presence of plasmodesmata (arrow) indicating communication between initial cells.
(d) An indication of the beginning of the removal of the medial lamella for lumen formation (full line). nu = nucleus, mi = mitochondria,
pl = plastid, va = vacuole. Bars = 1 um.
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Figura 6. Ultraestrutura do estagio secretor das cavidades. (a, b, d, i) Esenbeckia grandiflora. (c, e-h) Esenbeckia febrifuga. (a) Epitélio
multisseriado com células de parede afilada (seta). (b) Células adjacentes ao epitélio com parede espessada e amiloplastos com graos de
amido (setas). (c) Célula epitelial com nucleo grande, plastidios sem grana estruturada, mitocondrias, reticulos endoplasmaticos rugosos
(setas) e gotas de 6leo no protoplasto. (d) Contetido celular misto, hidrofilico e lipofilico. (¢) Evidéncia do caminho da secre¢do em
dire¢do ao limen, observando-se intimeras vesiculas e uma célula rompida liberando a secregdo. (f) Indicio de secreg@o écrina em dire¢ao
ao lumen (seta). (g) Restos membranosos de organelas lisadas dentro do vactolo. (h) Aumento do espago periplasmatico e presenga de
miofibrilas juntamente com o contetido secretado (seta). (i) Material osmiofilico e corpos de 6leo, citoplasma com actiimulo de vesiculas
elétron-densas na extremidade da célula (seta). pa = parénquima, et = epitélio, lu = lumen, pe = parede espessada, mi = mitocondria,
pl = plastidio, nu = nucleo, ol = corpos de 6leo, li = material lipofilico, hi = material hidrofilico, se = secre¢ao, cr = célula rompida,
ve = vesicula, va = vactiolo, rm = restos membranosos, ep = espago periplasmatico, os = material osmiofilico. Barras = (a,c,d,e,h,i) 1 um;
(b) 5 pm; (f,g) 2 pm.

Figure 6. Ultrastructure of the cavities secretory stage. (a, b, d, 1) Esenbeckia grandiflora.(c, e-h) Esenbeckia febrifuga. (a) Multiserial
epithelium with sharp-edged cell walls (arrow). (b) Thick-walled cells adjacent to the epithelium and amyloplasts with starch grains
(arrows). (c) Epithelial cell with a large nucleus, plastids without structured granum, mitochondria, rough endoplasmic reticles (arrows),
and oil droplets in the protoplast. (d) Mixed hydrophilic and lipophilic cellular content. (¢) Evidence of secretion pathway towards the
lumen, showing a great number of vesicles and a ruptured cell releasing the secretion. (f) An indication of eccrine secretion towards the
lumen (arrow). (g) Membranous remains of lysed organelles within the vacuole. (h) Increased periplasmic space and presence of myofibrils
with the secreted content (arrow). (i) Osmiophilic material and oil bodies, cytoplasm with an accumulation of electron-dense vesicles at the
cell end (arrow). pa = parenchyma, et = epithelium, lu = lumen, pe = thickened wall, m = mitochondria, pl = plastid, nu = nucleus, ol = oil
bodies, h = hydrophilic material, s = secretion, cr = ruptured cell, ve = vesicle, va = vacuole, rm = membranous remains, ep = periplasmic
space, os = osmiophilic material. Bars = (a, c, d, e, h, i) 1um; (b) 5 um; (f, g) 2 um.



Discussao

Distribuicao, morfologia e histoquimica das estruturas
secretoras - Além das distintas cavidades secretoras
de Rutaceae, nesse trabalho, observou-se em
Esenbeckia febrifuga e Esenbeckia grandiflora a
presenca de tricomas glandulares multisseriados e
grande quantidade de células contendo cristais de
oxalato de calcio, além de outros tipos de idioblastos,
corroborando com os dados de Metcalfe & Chalk
(1950), que citam a presenca dessas e outras estruturas
secretoras internas e externas ocorrentes na familia.
Segundo Fahn (1988b), todos os tipos de tecidos
secretores sao comuns em eudicotiledoneas, incluindo
tricomas glandulares.

Nas espécies analisadas as cavidades possuem
epitélio multisseriado, assim como em Zanthoxylum
rhoifolium L. (Krause 2013) e Metrodorea nigra
A. St.-Hill. (Machado et al. 2017). Diferentemente
dessas, ha cavidades secretoras cujo epitélio ¢
circundado por varias camadas de células e por uma
bainha, que no processo de expansdo da cavidade
se incorpora tardiamente ao epitélio. A parede da
camada mais externa de células da bainha geralmente
¢ espessa (Fahn 1988b). Essas tltimas caracteristicas
foram observadas em varias outras rutaceas (Liu &
Hu 1998) e em fabaceas (Rodrigues et al. 2011a,
Rodrigues& Machado 2012). Esse fato indica que,
em relagdo a estrutura das cavidades secretoras, ndo
ha unanimidade ou exclusividade em Rutaceae ¢
que grupos proximos filogeneticamente podem ter
estruturas semelhantes.

As cavidades secretoras das espécies estudadas
sdo sempre localizadas proximas a epiderme e
possuem conteudo lipofilico, o que também foi
observado em espécies de Citrus L. (Lopes et al. 2013,
Oliveira et al. 2014).

Segundo Machado & Rodrigues (2013b), as
substancias secretadas pelas glandulas (cavidades)
de 6leo, sdo sintetizadas pelas proprias células que as
constituem.

Nas folhas de E. febrifuga e E. grandiflora, as
cavidades ocorrem apenas no mesofilo. Liu & Hu
(1998) descreveram as cavidades secretoras das
folhas de 40 espécies, dentre 22 géneros de Rutaceae
ocorrentes na China e concluiram que a localizagdo e
a estrutura das cavidades eram correlatas em género
e espécie.

Observou-se pouca variagdo anatdmica entre as
cavidades secretoras de E. grandiflora e E. febrifuga.
Isso se deve ao fato dessa estrutura ser mais primitiva,

Franco & Albiero: Estruturas secretoras em Esenbeckia 479

pois, segundo Fahn (1988b) as estruturas secretoras
internas se desenvolveram evolutivamente por
primeiro, partindo de idioblastos, depois as cavidades
e por ultimo, mais recentemente, evoluiram os
tricomas glandulares. Logo, supde-se que as estruturas
secretoras mais primitivas tenham pouca variacdo
entre grupos taxonomicos proximos.

Além das cavidades comuns as ruticeas, dados
de Kaastra (1982) referem-se a presenga de tricomas
glandulares em Esenbeckia. Esse tipo de estrutura
secretora ¢ caracteristica distintiva de muitas espécies
vegetais e se desenvolvem sem estimulo externo, ao
contrario das cavidades, que se desenvolvem com ou
sem estimulo (Fahn 1988b). Desse modo, o estudo de
tricomas secretores possui grande valor taxondémico.

Foram observados dois tipos de tricomas
glandulares multicelulares: capitado em E. grandiflora
e peltado em E. febrifuga. Muntoreanu et al. (2011)
observaram a presenga de tricomas peltados nas folhas
de espécies de Pilocarpus Vahl, Metrodorea A. St.-
Hill., Helietta Tul. e Raulinoa R. S. Cowan; além de
tricomas capitados em Esenbeckia leiocarpa Engl.,
que ocorrem em depressdes epidérmicas e possuem
pedinculo e cabeg¢a multisseriados. Comprova-se
assim, que nao ha um padrao morfoldgico de tricomas
glandulares para o género analisado neste estudo.

Nos tricomas peltados e capitados analisados
ocorre o espessamento das paredes laterais das
células pedunculares. Esse espessamento, por meio de
completa cutinizagcdo, ¢ uma caracteristica comum a
todos os tricomas glandulares e evita que a secregdo
retorne ao interior da planta por via apoplastica, sendo
esse efeito comparado ao da endoderme radicular
(Ascensao 2006, Machado & Rodrigues 2013a).

Aorigem protodérmica e o tipo de desenvolvimento
dos tricomas glandulares de E. febrifuga ¢ comum aos
tricomas em geral e, todas as etapas de desenvolvimento,
como foram observadas nesse estudo, foram descritas
por Ascensdo (2006).

O tricoma encontrado em forma de calice, com a
cuticula rompida, indica a fase pos-secretora. Devido
a fatores ambientais e forcas fisicas, toda a estrutura
dos tricomas pode se desprender da epiderme e restar
apenas sua impressao na superficie epidérmica.

Os testes histoquimicos registraram grande
quantidade e ampla distribui¢do de alcaloides em
ambas as espécies, o que ¢ comum em Rutaceae.
Waterman (1975) e Silva et al. (1988) chegaram a
sugerir uma filogenia e sistematica para a familia
baseadas na distribui¢do dos diferentes alcaloides ao
longo dos taxons subordinados.
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Os idioblastos oleiferos de E. febrifuga e E.
grandiflora ndo possuem diferencas significativas
das células comuns. Outros estudos desse tipo de
idioblasto registraram a presenca de uma cupula em
formato de sino que liga a cavidade de dleo a parede
celular, bem como a suberizacdo da parede (Silva
1997; Machado & Rodrigues 2013b), o que ndo foi
observado no presente estudo.

Os cristais de oxalato de calcio encontrados em
grande quantidade nas duas espécies analisadas sao
0s mais comuns ocorrentes nas plantas (Fahn 1974) e
ocorrem em grande quantidade em Rutaceae (Metcalfe
& Chalk 1950), como foi relatado em Zanthoxylum
rhoifolium Lam. (Krause 2013), Citrus limettioides
Tanaka (Lopes et al. 2013), Esenbeckia leiocarpa
(Muntoreanu et al. 2011) e espécies de Pilocarpus
(Kaastra 1982, Spegazzini et al. 2002).

A presenca de fendis também foi observada no
limbo de ambas as espécies e nas cavidades secretoras
do caule de E. grandiflora, assim como nas folhas de
Zanthoxylum rhoifolium (Krause 2013).

De forma geral, o fato das estruturas secretoras
terem sido observadas em maior quantidade nos
orgdos mais jovens sugere que possuem fungdo de
protecdo dos meristemas contra herbivoria. O tipo de
compostos secretados/armazenados, principalmente
pelos idioblastos, como alcaloides e cristais de oxalato
de calcio, reforca essa ideia, pois sdo substancias
pouco palataveis.

Ontogénese das estruturas secretoras - No processo
de diferenciacdao das cavidades, o aumento do
volume citoplasmatico e nuclear das células iniciais,
observados em ambas as espécies estudadas, indica
uma provavel atividade intensa, gerada para promover
as divisoes celulares. Em seguida, foi observado o
aparecimento de espagos intercelulares, por meio do
afastamento das células centrais no inicio da formacao
do lumen, ao qual se denomina esquizogénese,
completando a formagao do limen e chegando ao fim
da fase denominada pré-secretora.

A cavidade, observada com epitélio multisseriado,
encontra-se no estagio secretor, no qual sua atividade
¢ maxima. J4 as cavidades evidenciadas com auséncia
de atividade secretora, de renovacao celular epitelial
¢ de restos celulares no lume das cavidades, indicam
que entraram em senescéncia, ou seja, no estagio pos-
secretor.

As cavidades secretoras analisadas possuem
origem subepidérmica, assim como Bennici &
Tani (2004) observaram em espécies de Citrus, que
por vezes também podem ter origem diretamente
epidérmica.

Importantes caracteristicas das cavidades
secretoras de oleo presentes em Esenbeckia febrifuga
e E. grandiflora também foram observadas em
Metrodorea nigra (Machado et al. 2017), como: a
origem da cavidade proveniente de células abaixo
da protoderme; a formagdo esquizolisigena das
cavidades; presenca de epitélio multisseriado com
células achatadas de paredes muito delgadas, que se
desintegram e sdo repostas continuamente. Esse fato
sugere que essas trés espécies podem ter proximidade
filogenética. H4 divergéncias apenas em relacdo ao
inicio da produgdo de 6leo que, em M. nigra, se da
antes da formagdo do Iimen; e, em relagdo a origem
das células que repde o epitélio, que advém das células
ao redor da cavidade em M. nigra.

As células epiteliais achatadas de paredes
delgadas encontradas em E. febrifuga, E. grandiflora
e, também em Metrodorea nigra (Machado et al.
2017), segundo Liu & Hu (1998), sdo evidéncias do
desenvolvimento esquizogeno das cavidades.

O inchago observado pelo aumento do volume
das células centrais do aglomerado precursor das
cavidades de E. febrifuga e E. grandiflora, segundo
Turner et al. (1998), é resultado de artefatos da
fixacdo primaria aquosa que da uma falsa impressao
de senescéncia precoce, sugerindo ocorréncia de
lisigenia. Ignorando essa informacao, Aeri (2007)
nomeia como lisigenas as cavidades secretoras de
oleos essenciais presentes em Rutaceae.

Ultraestrutura e processo secretor das cavidades -
Como relatado, a formacao ontogénica das cavidades
analisadas ¢ esquizogena, evidenciada, nesse trabalho,
pelo afastamento da lamela média entre as células
iniciais centrais observadas em analise ultraestrutural.
Posteriormente, ao longo das sucessivas secrecgoes,
ocorre lisigenia no processo de ampliagdo do limen,
sendo assim chamada de esquizolisigena. Esse
fato também foi observado em outros géneros de
Rutaceae, como Pilocarpus (Spegazzini et al. 2002,
Muntoreanu et al. 2011), Metrodorea (Machado et al.
2017) e Citrus (Bennici & Tani 2004). Este fenomeno
ndo é exclusivo da familia, ocorrendo também em
Fabaceae (Rodrigues et al. 2011a, b). Juntamente com
a discussao sobre lisigenia no desenvolvimento das
cavidades secretoras, ha a sugestao de morte celular
programada (MCP), relatada no estudo das folhas
da rutacea Dictamnus dasycarpus Turcz (Zhou et
al. 2014) e da fabacea Pterodon pubescens (Benth.)
Benth. (Rodrigues et al. 2011a). Seriam necessarios
estudos mais aprofundados para se comprovar ou
refutar essa hipotese para E. febrifuga e E. grandiflora.



Grande quantidade de mitocondrias, a presenca
de amido de assimilagao, vactiolos pequenos e nticleo
grande presentes no citoplasma das células iniciais das
cavidades, indica uma intensa atividade celular, ou
seja, a cavidade se encontra em plena fase secretora.
Além disso, ocorrem plasmodesmas nas paredes
tangenciais das células comuns evidenciando que ha
comunicagao entre as células precursoras da cavidade
e o tecido parenquimatico adjacente.

As células epiteliais mais internas que
apresentaram um contorno irregular, vacuolo
grande e mitocondrias com poucas cristas, somam
caracteristicas que indicam atividade celular reduzida,
ou seja, indica que a estrutura estd na fase pos-
secretora (senescéncia).

Comprovando que as cavidades analisadas
secretam material lipofilico, foram observadas muitas
goticulas de 6leo no citoplasma das células epiteliais.
Supostamente, todos os compartimentos celulares
participam da secre¢@o desse tipo de material, sendo
comum que os plastidios e o reticulo endoplasmatico
(RE) tenham sua contribuicao no processo de sintese
(Fahn 1988a, Machado & Rodrigues 2013a).

Observou-se também que as cavidades possuem
contetdo celular misto: lipofilico e hidrofilico.
Segundo Fahn (1988a), esse fato ¢ comum, pois
frequentemente o mesmo tecido secreta substancias
diferentes.

Ha grande quantidade de material osmiofilico nos
plastidios do epitélio das cavidades de E. febrifuga
e E. grandiflora que, segundo Fahn (1988a), ¢ a
caracteristica ultraestrutural mais comum das células
que secretam substancias lipofilicas.

Evidéncias do caminho da secrecdo, partindo
das células epiteliais mais externas em direcdo ao
limen, mostram que nas cavidades ocorrem todos os
métodos de secre¢do possiveis: écrina, granuldcrina
e holdcrina. Vesiculas liberando o contetido por
exocitose evidencia secre¢do do tipo granuldcrina.
Os conteudos transportados através da membrana
plasmatica indicam secregdo écrina. A secrecao
resultante da autdlise das células limitantes do limen
¢ chamada de holocrina.

Fahn (1988b) enfatiza que os mecanismos de
secrecao observados nos estudos ultraestruturais sao
similares em todos os tipos de tecidos secretores,
incluindo idioblastos, tricomas glandulares, cavidades
e ductos secretores.

Consideragdes finais - As estruturas secretoras
observadas nas espécies estudadas (cavidades,
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tricomas e idioblastos) foram registradas em outras
espécies de Rutaceae e em outras familias. O
diferencial ¢ a variacdo morfoldgica da cabeca dos
tricomas glandulares de E. febrifuga e E. grandiflora
que possuem uma simetria tetramera ainda nao
relatada para a familia. Estudos mais amplos sobre
os tipos de tricomas glandulares em Rutaceae podem
auxiliar na filogenia de tdxons préximos, como género
e espécie.

O processo de secrecdo observado nas cavidades
secretoras das espécies analisadas ¢ comum para esse
tipo de estrutura e sua localizagdo e suas caracteristicas
anatdmicas e ontogénicas se assemelham a de espécies
de taxons proximos, como Zanthoxylum rhoifolium e
Metrodorea nigra. Em especial, o tipo de formagao
esquizolisigena das cavidades secretoras ¢ de grande
valia para os estudos filogenéticos da familia, mais
especificamente de Pilocarpinae.
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