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Estrutura e desenvolvimento dos tricomas secretores em folhas de Piper regnellii(Miq.)
C.DC. vat. regnellii (Piperaceae) !
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ABSTRACT - (Structure and development of the secretory trichomes in leaves of Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii (Piperaceae)).
Piper regnellii has two types of trichomes: pearl glands and sac-like trichomes. Both secretory trichomes originate from the protoderm of the leaf
primordium and reach maturity in the young leaves found in the shoot apex. The pearl glands are more abundant on the abaxial surface, while the
sac-like trichomes cover completely both young leaf blade. The density of both trichomes decreases during blade expansion, being scarce in the
adult leaf. The pearl glands are composed of a basal cell and an apical cell whose shape ranges from semi-globular to spatula-like. Secretion
release occurs after rupture of the distended cuticle. The sac-like trichomes are composed of'a basal cell, 1-2 stalked cells and an apical conical cell
parallel to the leaf surface. The secretion is accumulated in minute subcuticular spaces. No cuticular ruptures have been observed.

RESUMO - (Estrutura e desenvolvimento dos tricomas secretores em folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii (Piperaceae)).
Nesta espécie ocorrem dois tipos de tricomas secretores: glandula perolada e tricoma saculiforme. Ambos originam-se na protoderme
do primoérdio foliar e atingem sua maturidade nas folhas jovens presentes no apice caulinar. A densidade dos dois tipos de tricomas
diminui durante a expansdo do limbo, sendo raros na folha adulta. As glandulas peroladas sdo constituidas por uma célula basal e por
uma célula apical grande cuja forma varia de semi-globoide a espatulada. A liberagdo da secre¢do ocorre apos a ruptura da cuticula
distendida. Os tricomas saculiformes sdo constituidos por uma célula basal, 1-2 células colares e uma célula apical conica, de posi¢ao
inclinada a superficie foliar. A secregdo acumula-se em espagos subcuticulares diminutos, ndo tendo sido observada ruptura da cuticula.
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Introducio

O género Piper L. inclui um grande numero de
espécies que se caracterizam pela produgdo de o6leos
essenciais de grande interesse nas industrias farmacéu-
tica e de inseticidas (Alencar et al.1971, Maia et al.
1992, Machado et al.1994). Embora as plantas deste
género sejam relativamente bem estudadas sob o
aspecto farmacoldgico € raro encontrar na literatura
associacgdo entre a presenga de substancias ativas e as
estruturas vegetais que as produzem. O extrato foliar
de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii, espécie
popularmente utilizada no tratamento da dor, afecgdes
febris e/ou reumaticas, apresenta atividade analgésica
positiva (Di Stasi 1987). Salatino & Silva (1975) afir-
mam que o 6leo essencial existente nas folhas de P
regnellii encontra-se em idioblastos e sob a forma de
goticulas no mesofilo, ndo se referindo aos tricomas
secretores, comuns na familia Piperaceae. De acordo
com Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950) estes
tricomas sao de dois tipos: pequenas glandulas consti-
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tuidas de uma célula esférica ampla de aspecto relu-
zente (pearl glands) e tricomas constituidos de pedicelo
e célula apical esférica, hemi-esférica ou saculiforme
(sac-like). Considerando a escassez de informagdes
sobre as estruturas secretoras em espécies de Piperaceae
com potencial medicinal, este trabalho descreve a
estrutura e o desenvolvimento dos tricomas secretores
presentes nas folhas de Piper regnellii var. regnellii.

Material e métodos

Amostras de apices vegetativos e folhas em diferentes fases
do desenvolvimento foram coletadas de plantas adultas de Piper
regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii (Piperaceae), estabelecidas
em canteiros experimentais do Departamento de Botéanica, Insti-
tuto de Biociéncias - Campus de Botucatu - UNESP, e preparadas
para analises em microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura (MEV). As exsicatas do material estdo depositadas no
Herbario Botu, sob o numero 15567.

Para a analise em microscopia de luz, o material foi fixado
em solugdo de Karnovsky (Karnovsky 1965), desidratado em
série etilica e infiltrado em resina glicol-metacrilato. As se¢des de
5-8 um obtidas em microtomo rotativo foram coradas com azul de
toluidina 0,05%, em tampao acetato, pH 4,7 (O’ Brien et al. 1964).

A secregao presente no interior das células, bem como, aque-
la observada na superficie dos tricomas em se¢des de material
fresco, realizadas a mao livre, foram testadas com corantes e
reagentes especificos. A presenga de polissacarideos foi detecta-
da com vermelho de ruténio (Johansen 1940); proteina, com
solugdo saturada de acido picrico (Johansen 1940); lipidios, com
sudan IV (Jensen 1962) e substancias fenolicas, com solugio de
cloreto férrico (Johansen 1940).
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Para a analise em microscopia eletronica de varredura, amos-
tras do tergo mediano de folhas em varios estagios do desenvolvi-
mento, bem como, de apices vegetativos, previamente dissecados
e secionados longitudinalmente em dois, foram fixadas em
glutaraldeido 2,5%, tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3, desidratadas
em série alcodlica e submetidas ao ponto critico, utilizando-se
CO, como liquido de transigdo (Robards 1978). Posteriormente,
foram recobertas com carbono e ouro (20 nm) e analisadas ao
microscopio eletronico de varredura Philips SEM-515.

Resultados

Nas folhas de P, regnellii foram observados dois
tipos de tricomas secretores: glandula perolada e
tricoma saculiforme .

As glandulas peroladas ocorrem isoladas ou agru-
padas (figura 1), em ambas as faces do limbo foliar,
sendo mais abundantes na face abaxial das folhas em
desenvolvimento, presentes no apice vegetativo
(figuras 2 e 3). Sdo raras ou ausentes nas folhas adul-
tas, uma vez que sofrem abscisdo durante a expansao
do limbo. Na folha adulta, observam-se as cicatrizes
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(figura 1, seta) destas glandulas circundadas por cé-
lulas epidérmicas dispostas em roseta. Eventualmen-
te, glandulas reluzentes sdo abundantes nas folhas
adultas, podendo atingir até 1 mm de didmetro. Quan-
do ndo sofrem abscisdo ou nio sdo retiradas por for-
migas, murcham progressivamente e perdem o aspecto
reluzente, tornando-se de coloragdo parda.

As glandulas peroladas sdo tricomas secretores
bicelulares, constituidos por uma célula basal e por
uma célula apical grande, de forma semi-globoide a
espatulada, com cuticula espessa, de superficie ondu-
lada (figura 1) e parede péctico-celuldsica delgada.

Durante o processo de secregdo, o material acu-
mula-se entre a parede e a cuticula da célula apical,
levando a distensdo da cuticula e a formagdo de um
espago conspicuo. Com o acimulo progressivo da
secrecdo, a cuticula se rompe e libera a secregdo
mucilaginosa translucida, que recobre a superficie
das estruturas foliares em desenvolvimento presen-
tes no apice vegetativo (figuras 3A-C e 4).

Figuras 1-4. Tricomas secretores em P, regnellii var. regnellii. 1.Vista frontal, em microscopia eletronica de varredura, da face abaxial do
limbo foliar expandido mostrando glandulas peroladas (GP) isoladas ou agrupadas. A seta indica cicatriz da glandula perolada. 2. Limbo foliar
em desenvolvimento no interior da estipula, mostrando abundéncia de tricomas secretores em ambas as faces. 3A-C. Detalhes da figura 2. 3A.
Tricomas secretores em diferentes fases de diferencia¢io na protoderme do limbo foliar. 3B. Glandula perolada (GP) totalmente recoberta por
mucilagem (MC). Cuticula espessa (C) na base da célula apical da glandula perolada. 3C. Mucilagem (MC) entre as superficies do limbo
foliar em desenvolvimento. 4. Regido distendida do limbo foliar mostrando glandulas peroladas (GP) em processo de abscisao.
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A glandula perolada origina-se precocemente na
protoderme do primordio foliar. A célula precursora
(figura 5) ¢ maior que as adjacentes, com citoplasma
mais denso e com vacuolos escassos e pequenos, con-
centrados nos polos basal e distal da célula. O nucleo é
esférico, com nucléolo evidente e ocupa a posi¢ao cen-
tral da célula. Inicialmente, esta célula aumenta de
volume, tornando-se papiliforme (figura 6). A seguir,
sofre uma divisdo transversal originando uma estrutura
bicelular, constituida por uma célula basal e outra apical
esférica; ambas mostram citoplasma denso, poucos

9

vacuolos, nucleo esférico e central, com nucléolo evi-
dente (figuras 7 e 8). A célula basal mantém-se com
caracteristicas semelhantes as demais células
epidérmicas, enquanto que a célula apical continua
aumentando de volume, sofre progressiva deposigao de
material parietal em seu polo basal, tornando-se semi-
globdide (figura 8) a espatulada (figuras 9 e 10). Nesta
fase, a célula apical mostra citoplasma denso, nicleo
esférico e deslocado para a periferia e coalescéncia de
vacuolos (figura 10). A partir desta fase, tem inicio a
formagao do espago subcuticular.

l

Figuras 5-10. Etapas sucessivas do desenvolvimento das glandulas peroladas de P, regnellii var. regnellii. 5. Célula precursora (seta)
mostrando citoplasma denso, pequenos vactiolos e nucleo na posigao central. 6. Célula precursora papiliforme (seta). 7. Célula precur-
sora (ponta de seta) em divisdo transversal. 8. Glandula perolada jovem com célula apical (CA) esférica; notar que ambas as células tém
citoplasma denso, pequenos vactolos e nucleo na posigao central. 9. Célula apical semi-globoide. 10. Célula apical espatulada mos-
trando vacuolos (V) e espessamento das paredes tangenciais externas e internas (setas).
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Os tricomas saculiformes recobrem toda a ex-
tensdo das folhas jovens (figuras 11 e 12), forman-
do uma cobertura densa em ambas as faces do
limbo. A medida que o limbo se expande, a densi-
dade diminui e os tricomas apresentam sinais de
senescéncia, ndo sofrendo, contudo, abscisdo (fi-
guras 13 e 14). S8o tricomas unisseriados, pluri-
celulares, constituidos de 3-4 células, sendo uma
célula basal, 1-2 células colares e uma célula apical

alongada, de posicdo ligeiramente inclinada em re-
lagdo a superficie foliar, parecendo-se com um saco
coOnico e/ou uma biruta (figuras 12 e 13). A célula
colar deste tricoma apresenta paredes tangenciais
impregnadas de substancia graxa, evidenciada com
sudan I'V. A secreg@o se acumula temporariamente
em pequenos espacos formados pela ligeira disten-
s8o da cuticula da célula apical, ndo sendo observa-
da ruptura da mesma.

Figuras 11-14. Aspecto geral dos tricomas saculiformes de P, regnellii var. regnellii. 11. Vista frontal, em microscopia eletronica de
varredura, da face abaxial da epiderme foliar, mostrando que estes tricomas formam uma densa cobertura, exceto sobre a nervura
principal (NP). 12. Detalhe da figura 11 mostrando tricomas saculiformes (TS). 13. Secao transversal do limbo foliar em desenvolvi-
mento mostrando tricomas saculiformes (TS) recobertos por mucilagem (Mc). Notar célula apical conica de posi¢do inclinada em
relagdo a superficie foliar. 14. Tricoma saculiforme mostrando célula apical (CA) e célula colar (Cc).
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O tricoma saculiforme origina-se na protoderme
do primérdio foliar. A célula precursora deste trico-
ma € maior e papiliforme, cuja projegdo ¢ ligeira-
mente descentralizada; apresenta citoplasma denso
e nucleo esférico de posigao central (figura 15, seta).
Inicialmente, esta célula aumenta de volume e a
seguir, sofre uma divisdo transversal originando
uma estrutura bicelular representada por uma célu-
la basal e uma célula apical conica (figura 15, ponta
de seta), de posic¢do inclinada em relagao a superfi-
cie foliar. Nesta fase, ambas as células apresentam
citoplasma denso e nucleo esférico, de posicao
central, com nucléolo evidente (figura 15); a célula

apical sofre progressivo alongamento e o nucleo
passa a ocupar o terco distal da célula (figura 16).
A seguir, a célula apical alongada divide-se no pla-
no transversal originando uma célula colar (figura
17). A célula apical continua aumentando de volu-
me e sofre outra divisdo transversal originando mais
uma célula colar passando o tricoma a apresentar
quatro células, sendo uma basal, duas colares de
tamanho menor e uma célula apical maior, alongada
em forma de cone (figura 18). Nesta fase, todas
as células do tricoma apresentam citoplasma den-
S0, poucos vacuolos e nucleo esférico de posigao
central.

25 pm

Figuras 15-18. Etapas sucessivas do desenvolvimento do tricoma saculiforme de P regnellii var. regnellii. 15. Célula protodérmica
papiliforme (seta) mostrando citoplasma denso com poucos vactiolos e niicleo central com nucléolo proeminente; a ponta de seta indica
tricoma saculiforme bicelular com célula apical inclinada. 16. Tricoma saculiforme bicelular com célula apical (CA) mais volumosa.
17. Tricoma saculiforme tricelular mostrando célula apical (CA) com citoplasma denso e nuicleo no polo distal, célula colar (CC) com
citoplasma denso, pequenos vactiolos e nicleo no pélo basal e célula basal (CB). 18. Tricoma saculiforme tetracelular mostrando célula
apical (CA) com vesiculas no polo distal, duas células colares (CC) e uma célula basal.
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Os testes histoquimicos (tabelal) mostraram que
a secrecao produzida pelas glandulas peroladas pre-
sentes no limbo em desenvolvimento, consiste de
lipidios, proteinas e, principalmente, de polissa-
carideos. Estas trés classes de substancias foram de-
tectadas no citoplasma da célula apical enquanto
que, no espago subcuticular e superficie da glandu-
la, foram detectados unicamente polissacarideos.
Na folha adulta, a secregao presente no espago sub-
cuticular da glandula perolada consiste de lipidios
(tabela 2).

Tabela 1. Testes histoquimicos evidenciando a natureza, a presenca e
alocalizagao das substancias nas glandulas peroladas de Piper regnellii
var. regnellii (Piperaceae) — Limbo foliar em desenvolvimento.

Célula apical

Substancias Citoplasma Espago Superficie
subcuticular
Lipidios + - _
Proteinas + - -
Polissacarideos + + +

Resultado representado por: (+) presente e (—) ausente

A secrecdo do tricoma saculiforme (tabela 3), tan-
to na folha em desenvolvimento quanto na folha adul-
ta consiste de proteinas, polissacarideos e, principal-
mente de lipidios. Estes foram evidenciados como
goticulas no espago subcuticular da célula apical e
no citoplasma de todas as células do tricoma, sendo
mais abundantes na célula apical. Proteinas foram
detectadas no citoplasma das células colar e apical.
Polissacarideos foram detectados no citoplasma e na
superficie da célula apical.

Tabela 2. Testes histoquimicos evidenciando a natureza, a presen-
¢a e alocalizagdo das substancias nas glandulas peroladas de Piper
regnellii var. regnellii (Piperaceae) — Limbo foliar adulto.

Célula apical
Substancias Citoplasma sul])EcSuptziizElar Superficie
Lipidios + + -
Proteinas - - -

Polissacarideos - - -

Resultado representado por: (+) presente e (-) ausente

Discussao

A denominagao glandula perolada foi empregada por
Solereder (1908) para designar tricomas secretores com
célula apical esférica e reluzente, semelhante a uma pé-
rola. Segundo este autor, as glandulas peroladas ocor-
rem em todos os Orgdos aéreos de espécies de Piper,
principalmente no caule e no peciolo. Entretanto, em
Piper regnellii var. regnellii observou-se que as glandu-
las peroladas ocorrem raramente no caule e peciolo, sendo
mais abundantes na face abaxial do limbo foliar jovem.

Em P, regnellii var. regnellii observou-se que es-
tas glandulas s3o bicelulares, constituidas por uma
célula basal e por uma célula apical conspicua cuja
forma varia de semi-globoide a espatulada. A forma
espatulada da célula apical é resultante da deposi-
¢do progressiva de material parietal em seu poélo
basal, formando um pedicelo, o qual permanece, tem-
porariamente, preso a célula basal. Solereder (1908)
relata que as glandulas peroladas presentes nas es-
pécies de Piper sdo deciduas, podendo permanecer
sob determinadas condigdes e correlacionam-se com
corpos alimentares. Neste trabalho, foi observado que
a medida que o limbo se expande, essas glandulas
sofrem abscisdo deixando uma cicatriz na superficie
foliar. Contudo, chama ateng¢ao a permanéncia even-
tual dessas glandulas em folhas adultas, sendo
freqlientemente visitadas e/ou transportadas por for-
migas. A interagao observada entre formigas e glan-
dulas peroladas pode ser um indicativo do provavel
papel dessas estruturas como fonte de alimentos, tal
como referido por Rickson & Risch (1984) para es-
truturas epidérmicas ocorrentes no peciolo de Piper
cenocladum.

A analise histoquimica das glandulas peroladas,
revelou ndo somente a presenca de substincias
lipidicas e de proteinas como referido por Solereder
(1908) e Metcalfe & Chalk (1950), mas, principal-
mente de polissacarideos, sendo que a quantidade
relativa destas substincias difere nas glandulas
peroladas presentes em folhas jovens e naquelas com
o limbo distendido. A presenga dessas trés classes
de substancias na secregao ja foi referida por Werker
& Fahn (1981) para os tricomas glandulares de /nula
viscosa e por Machado et al. (1995) para os tricomas
nectariferos de Zeyheria digitalis. Variagao na quan-
tidade destas substancias em fungdo dos diferentes
estagios de desenvolvimento, também foi observada
para os tricomas glandulares de nula viscosa (Werker
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Tabela 3. Testes histoquimicos evidenciando a natureza, a presenga ¢ a localizagdo das substancias nos
tricomas saculiformes de Piper regnellii var. regnellii (Piperaceae).

Célula colar Célula apical
Substancias Citoplasma Citoplasma Espago Superficie
subcuticular
Lipidios + + + -
Proteinas + + - -
Polissacarideos - + - +

Resultado representado por: (+) presente e (-) ausente

& Fahn 1981). Nas folhas jovens de Piper regnellii
var. regnellii com o limbo ainda enrolado e protegi-
do pela estipula, a secre¢do presente no espago
subcuticular e na superficie da glandula perolada é
constituida unicamente de polissacarideos. Esta se-
cre¢do mucilaginosa, eliminada através do rompi-
mento da cuticula distendida, recobre totalmente a
superficie das folhas em desenvolvimento. De acor-
do com Fahn (1979), é comum a ocorréncia de
tricomas secretores de mucilagem em folhas ¢ esti-
pulas em desenvolvimento. Segundo Meyberg (1988),
amucilagem funciona na protec¢ao contra a dessecagio
de estruturas foliares em desenvolvimento e na lubri-
ficagdo entre superficies de contato das folhas jovens
enroladas. Estas fungdes podem ser também atribui-
das a mucilagem presente na superficie das folhas jo-
vens de P, regnellii var. regnellii. Ja, nas folhas com
limbo distendido, onde as glandulas peroladas estao
expostas, a secre¢ao presente no espago subcuticular
¢ constituida unicamente de lipidios.

A ocorréncia de tricomas com célula apical
saculiforme em P, regnellii var. regnellii ¢ uma ca-
racteristica mencionada por Solereder (1908) para
algumas espécies da familia Piperaceae. Segundo
esse autor, estes tricomas constituem-se de peque-
nas glandulas de origem epidérmica com pedicelo e
célula apical saculiforme, esférica ou hemi-esférica.
Em P, regnellii var. regnellii esses tricomas apre-
sentam-se com 3-4 células, cuja célula apical ¢
saculiforme. Os tricomas saculiformes também se
originam na protoderme do primoérdio foliar e atin-
gem sua maturidade nas folhas jovens, enroladas e
protegidas pela estipula. Estes tricomas nio sofrem
abscisdo, senescendo nas folhas, caracteristica ja
mencionada para tricomas secretores de substancias
lipofilicas (Fahn 1979, Rodriguez et al. 1984).

A suberizagdo observada nas paredes tangenciais
da célula colar dos tricomas saculiformes, segundo
Fahn (1979), é um fendmeno comum em tricomas
secretores de substancias lipidicas. Tal especializa-
¢do parece estar relacionada com o controle do flu-
x0 do material secretado no apoplasto (Schnepf 1972,
Dell & Mccomb 1977, Fahn 1979).

De acordo com Solereder (1908), os tricomas
saculiformes ndo produzem secrec¢ao ou se esta ocor-
rer, seria produzida em pequena quantidade apenas
na célula apical. Entretanto, em P regnellii verifi-
cou-se, através dos testes histoquimicos, a presenga
de proteinas, polissacarideos e principalmente gotas
de lipidios em todas as células do tricoma. Contudo,
acumulo de secrec¢do no espago subcuticular foi de-
tectado unicamente na célula apical, ndo sendo obser-
vada ruptura da cuticula em nenhum dos estagios
analisados. A mucilagem presente na superficie des-
tes tricomas provém da secregao liberada pelas glan-
dulas peroladas.

Existem evidéncias de que gotas lipidicas acumu-
ladas no espago subcuticular dos tricomas secretores
representam o6leos volateis (Fahn 1979, Rodriguez et
al. 1984), e sua liberagdo pode ocorrer via cuticula
integra ou através de poros na mesma, conforme rela-
tado por Schnepf (1969) e Amelunxen (1964).

A presenga de 6leo essencial contendo terpenos
identificados como cariofileno, limoneno, geraniol
e linalol em folhas de P regnellii var. regnellii foi
detectada por Salatino & Silva (1975) em idioblastos
e células do parénquima clorofiliano. Segundo es-
ses autores, no material botanico analisado nio ha-
via tricomas secretores. Os dados do presente traba-
lho sugerem que a auséncia destas estruturas pode
estar relacionada com a fase de desenvolvimento
foliar utilizada pelos referidos autores. Provavelmen-
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te, os lipidios presentes nos tricomas de P, regnellii
var. regnellii constituam-se de terpenos, contudo, ndo
se pode afirmar que sejam os mesmos detectados
por Salatino & Silva (1975).
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