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Resumo

As células compartimentadas do género Araucaria Juss. foram primeiramente
descritas como células incomuns, caracterizadas pela ocorréncia de parti¢des pécticas no lume
celular, formando um sistema de compartimentos. Entretanto, varias questdes sobre essas
células ainda n3o haviam sido esclarecidas, por isso, o presente trabalho envolveu a
observagdo e descricdo dos estadios de desenvolvimento das células compartimentadas nas
plantas jovens e adultas da espécie Araucaria angustifolia, sob microscopia Optica e
eletronica, além de elucidar as fungdes e a dindmica celular desempenhada pelas mesmas.

A diferenciagdo das células compartimentadas ocorria ainda no épice caulinar,
iniciando quando a célula aumentava de volume (estddio 1). A mucilagem era continuamente
secretada, através do Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso, preenchendo o citoplasma e
reduzindo o vacuolo (estddio 2). A quantidade citoplasmadtica se reduzia, praticamente, em
torno do nucleo (estadio 3). Finalmente, a célula era totalmente preenchida de mucilagem,
constituida por uma rede lamelar, perdendo sua forma poligonal (estaddio 4). Nucleo e
citoplasma degeneravam. Com base nesses resultados, constatou-se que as células
compartimentadas de Araucaria angustifolia eram semelhantes as células de mucilagem de
algumas familias de dicotiledoneas. A fun¢do de controle hidrico foi comprovada, baseado,
principalmente, nos resultados obtidos pelo tracador apoplastico HPTS (hidroxi-acido
pirenetrissulfonico), que demonstrou a rota de translocacao e regulagao hidrica na folha. A
morte celular programada também mostrou-se evidente com a degeneracdo do vacuolo,
condensac¢do e descromatiza¢do do nucleo e degeneracdo geral do sistema de membranas.

A utilizacdo de anticorpos monoclonais para determinados epitopos pécticos, sdo
importantes ferramentas nos estudos da dindmica da parede celular. Ao longo do
desenvolvimento das células compartimentadas (células mucilaginosas), havia um gradiente
de distribuicdo com relagdo a rapida de-esterificacdo, ao aumento da concentragdo de
galactanos e ligagdes de calcio e diminuicdo nas concentragdes de arabinanos e de proteinas
arabinogalactanos (AGPs). Alguns resultados mostraram-se diferentes nas células
parenquimaticas, justificando as diferencas na elasticidade da parede celular nas células
mucilaginosas de Araucaria angustifolia. Observou-se que proteinas arabinogalactanos e
pectinas com alto grau de metil-esterificagdo estavam presentes na mucilagem. A degeneragao
das AGPs na maturidade das células mucilaginosas, tanto na parede celular, como na

mucilagem, poderia estar envolvida no processo de morte celular programada.



Abstract

The compartmented cells of the genus Araucaria Juss. were initially described as
unusual cells, characterized by the occurrence of pectic partitions in the cell lumen, forming a
system of compartments. However, several questions on those cells had not yet been given an
answer. Therefore, this work has involved the observation and description of the development
stages of compartmented cells in young and adult plants of the Araucaria angustifolia species,
under light and electron microscopy, besides elucidating the functions and the cellular
dynamics carried out by them.

The differentiation of compartmented cells occurs from the shoot apex, beginning
when the cell increases in volume (stage 1). The mucilage was continuously secreted, through
the Golgi complex and the rough endoplasmic reticulum (RER), filling the cytoplasm and
reducing the vacuole (stage 2). The amount of cytoplasm was reduced, practically, around the
nucleus (stage 3). Finally, the cell was completely filled with mucilage, constituted by a
lamellar net, losing its polygonal outline (stage 4). Nucleus and cytoplasm degenerated. Based
on those results, it was verified that the compartmented cells of Araucaria angustifolia were
similar to the mucilage cells of some dicotyledoneous families. The function of water control
has been proved mostly based on the results obtained by the apoplasmic tracer hidroxy
pyrenetrisulfonic acid tri-sodium salt (HPTS), which demonstrated the pathway of
translocation and water regulation in the leaf. The programmed cell death also became evident
with the degradation of the vacuole, condensation and dechromatinization of the nucleus and
general degradation of the membrane system.

The use of monoclonal antibodies for certain pectic epitopes is an important tool in the
studies of the dynamics of the cell wall. Along the development of compartmented cells
(mucilaginous cells), there was a distribution gradient with regards to the fast de-
esterification, to the increase in the concentration of galactans and calcium bondings and the
reduction in the concentrations of arabinans and arabinogalactan proteins. Some results have
been different for parenchyma cells, justifying the differences in the elasticity of the cell wall
in the mucilaginous cells of Araucaria angustifolia. It was observed that arabinogalactan
proteins (AGPs) and pectins with high degree of methyl-esterification were present in the
mucilage. The degradation of AGPs in the maturity of mucilaginous cells, both in the cell wall

and in the mucilage, could be involved in the programmed cell death process.



Prefacio

Durante o periodo de realizacdo do curso de Mestrado (1997-1999), foram
estudadas plantas jovens de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. submetidas a
diferentes niveis de estresse hidrico (seca), com o objetivo de verificar o grau de
impacto morfologico das estruturas caulinares e foliares em seus primeiros meses de
desenvolvimento, e fornecer subsidios para projetos de cultivo e reflorestamento.

Um dos pontos mais importantes desse estudo, foi a constatacao e observacao de
estruturas ainda pouco analisadas, existentes no mesofilo e caule, denominadas de
“células compartimentadas”. Essas células foram observadas apenas nos géneros
Araucaria Juss e Wollemia Jones, Hill & Allen, estando ausentes no género Agathis
Salisb.

Mastroberti e Mariath (2003a) descreveram, detalhadamente, a anatomia foliar
de Araucaria angustifolia reunindo dados do mestrado acrescidos de resultados dos
testes histoquimicos propostos neste doutorado. Esse trabalho intitula-se “Leaf anatomy
of Araucaria angustifolia (Araucariaceae)”, enviado para a Revista Brasileira de
Botanica.

O estudo morfolégico das células compartimentadas em Araucaria angustifolia
também teve seu inicio no mestrado, quando utilizou-se a técnica de resina de
hidroxietilmetacrilato em microscopia Optica, para a descricdo dessas células do
mesofilo. Esse estudo, mais os resultados preliminares da ultraestrutura obtidos no
doutorado, possibilitou a conclusdo de outro artigo intitulado “Compartmented cells in
the mesophyll of Araucaria angustifolia (Araucariaceae)”, enviado para o periddico
Australian Journal of Botany (Mastroberti e Mariath 2003b). Ambos os trabalhos estao
anexados ao final desta tese (anexo 1 ¢ 2).

Entretanto, varias questdes sobre as células compartimentadas ainda ndo haviam
sido esclarecidas, principalmente com relagdo a dinamica de seu desenvolvimento, suas
fungdes, sua atividade de secre¢ao e sobre o processo da morte celular programada. Por
esses motivos, tal projeto de Doutorado se prop0s responder a essas questoes, resultando
em trés capitulos, os quais retnem, além dos dados obtidos para a tese de doutorado,
uma revisdo bibliografica sobre a familia Araucariaceae. As figuras que ilustram os
diferentes temas, foram acrescentadas ao final dos capitulos.

No Capitulo 1, ¢ descrita a histéria evolutiva desta familia, discutindo-se as

relacdes filogenéticas entre os trés géneros atuais (Araucaria, Agathis ¢ Wollemia),
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baseando-se nos trabalhos moleculares e morfoldgicos existentes na literatura. E dado o
enfoque para o género Araucaria, juntamente com Araucaria angustifolia, a qual foi o
objeto de estudo para a realizacdo deste trabalho. Também deu-se maior atencdo, as
descri¢des morfo-anatomicas, visto o tema aqui proposto.

No Capitulo 2, sdo discutidos os aspectos de desenvolvimento em nivel optico e
ultraestrutural das células compartimentadas. Descreveu-se os estadios, estabeleceu-se
comparagdes com um tipo de células de mucilagem e discutiu-se o modelo de apoptose
ou morte celular programada sofrido pelas células compartimentadas.

O Capitulo 3 demonstra que a utilizagcdo de anticorpos monoclonais, através de
testes imunocitoquimicos, permitiram discutir a dinamica das células compartimentadas
ao longo de seu desenvolvimento. Com esta técnica, foram observadas as variagdes
entre os diferentes epitopos pécticos nas fases juvenis e maduras das células
compartimentadas, com relagdo a parede celular e a secrecdo de mucilagem.

Desse modo, espera-se que este trabalho contribua com novas perspectivas para
os estudos morfo-anatdmicos em plantas, inclusive, para uma maior compreensao dos
processos de desenvolvimento e dindmica celular, através da utilizagdo da
imunocitoquimica e tracadores, mostrando-se essenciais no ambito da anatomia
funcional.

Os objetivos desse trabalho foram:

1. Observar as etapas de desenvolvimento das células compartimentadas nas
plantas jovens e adultas da espécie Araucaria angustifolia;

2. Descrever os aspectos morfologicos e citologicos dessas células durante as
fases de desenvolvimento sob microscopia Optica e microscopia eletronica de
transmissao e varredura;

3. Verificar a fun¢@o e a dinamica celular desempenhada pelas mesmas, com

base, principalmente, em testes imunocitoquimicos.






CAPITULO 1: A familia Araucariaceae: breve historico e descri¢des morfo-anatémicas

12

A familia Araucariaceae

Dentro do sistema taxonomico tradicional, a familia Araucariaceac Henkel & Hochst.,
pertence a Divisdo Gymnospermae, ordem Coniferales. Na classificagdo de Cronquist,
Takhtajan & Zimmerman ex Reveal (1996), o nome da divisdo foi alterado para Pinophyta,
ordem Pinales. Entretanto, na classificacao bioldgica atual, essa familia esta incluida no filo
Coniferophyta, ordem Coniferales, em que o termo “gimnospermas” tem sido utilizado
informalmente, fora dos sistemas de classificacao.

Até o momento, a familia consiste de trés géneros bem definidos: Araucaria Jussieu,
Agathis Salisbury e Wollemia Jones, Hill & Allen, reunindo cerca de 40 espécies.

A familia Araucariaceae esta dentre as coniferas mais antigas da histéria geologica da
Terra. Do ponto de vista biogeografico atual ¢ uma das mais interessantes familias, com
distribuicdo restrita ao Hemisfério Sul (Australia, Nova Zelandia, Nova Guiné, Nova
Caledonea e outras ilhas do Pacifico Sul), apesar de sua distribui¢do ter sido mais ampla
durante o Mesozoico* (Figura 1). E sugerida, muitas vezes, uma distribuigio relictual, devido
ao baixo nimero de espécies atuais e pela localizacdo disjunta nas massas continentais.
Kershaw e Wagstaff (2001) descreveram que essa familia se originou no periodo Tridssico,
expandindo-se em ambos os hemisférios no Juréssico e inicio do Cretaceo, despontando como
um componente importante na vegetacdo do Gondwana, at¢ o fim do Cenozodico. O
desenvolvimento das angiospermas no Cretaceo Médio, provavelmente, provocou a extingao
de alguns componentes relacionados a araucaria, havendo, também, a evolugdo de alguns
géneros novos. A diversidade registrada no inicio do Cenozoico da Australia era tdo alta
quanto foi no Cretaceo Inferior. A separagdo continental associada a um clima mais seco e
frio reduziu o aumento progressivo da variabilidade das coniferas. Entretanto, a atividade
tectonica e vulcanica, parcialmente associada com a colisdo da Australia com o sudeste da
Asia, induziu, para alguns componentes relacionados a araucéria, novas oportunidades nas
ilhas da Asia-Pacifico.

De acordo com Stockey (1994), a familia Araucariaceae tem uma distribuicdo muito
restrita nos dias de hoje. O género Araucaria é representado por bom material fossil em
ambos os hemisférios como aqueles encontrados no inicio do Jurassico, enquanto Agathis ¢

somente conhecido os fosseis do Hemisfério Sul no inicio do Cretaceo.

* Consultar a escala geologica do tempo para todas as eras e periodos citados (figura 1).
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Numa descrigdo morfologica geral, os membros dessa familia s3o de porte arboreo e
perenes, as folhas freqlientemente sdo arranjadas em helicoide, sendo aciculares ou
escamiformes, com venagdo paralela. Sdo didicas ou monodicas, cujos microsporofilos se
reinem formando um cone ou estrobilo, com cerca de 12 sacos polinicos e graos-de-polen
nao-alados. Os megasporofilos também formam estrébilos subglobosos a ovoéides, maturando
em dois anos, e caindo apos esta fase. As sementes sdo cobertas por bracteas ou escamas,
aladas ou ndo, cujo embrido pode conter de 2 a 4 cotilédones (Silba 1986). Segundo Jones et
al. (1995), os géneros Araucaria e Agathis possuem caracteristicas foliares distintas, assim
como os elementos que constituem os cones (escamas bracteais, escama ovulifera e semente).
Wollemia demonstra caracteristicas intermedidrias entre Araucaria e Agathis. As axilas
foliares de muitas coniferas sdo desprovidas de tecido formador de gemas ou brotos, ao
contrario de varias espécies dos trés géneros de Araucariaceae, as quais possuem um tecido
meristematico nas axilas foliares, permitindo a formagdo de gemas quando o apice caulinar ¢
removido (Burrows 1987, 1999).

As relagdes infragenéricas da familia Araucariaceae foram recentemente elucidadas
pelas analises genéticas (rbcL), além de dados morfologicos ja descritos (Setoguchi et al.
1998, Burrows e Bullock 1999). Na realidade, poucos caracteres morfologicos sdo validos
para separar-se Araucaria de Agathis € Wollemia, sendo um deles, a anatomia foliar (Burrows
e Bullock 1999). Aparentemente, o mais definitivo desses caracteres € a presenca ou auséncia
das células compartimentadas (ausente em Agathis), seguido pela distribuicdo da hipoderme
(uma camada continua em Araucaria e Wollemia) e se os estdbmatos estao presentes em ambas
as faces foliares (a maioria das espécies de Agathis possui estobmatos apenas na face abaxial,
mas nas espécies de Araucaria e Wollemia, os estdbmatos estdo presentes em ambas as faces).
Entretanto, além da anatomia foliar, o numero de cotilédones aparentemente ¢ uma
caracteristica importante. Enquanto que em Araucaria, esse numero pode ser de 2 a 4, em
Agathis e Wollemia h4 ocorréncia de apenas 2 cotilédones (Jones et al. 1995, Burrows e
Bullock 1999), demonstrando um carater plesiomoérfico de Araucaria, segundo Setoguchi et
al. (1998). Com relagdo a posi¢do dos microspordfilos nestes trés géneros, observa-se que em
Araucaria, podem ser terminais ou axiais, em Agathis sdo axiais e em Wollemia sdo terminais.
A tendéncia evolutiva desse cardter ¢ incerta, pois essas mudangas ocorreram mais de uma
vez na familia ao longo do tempo. Em algumas caracteristicas morfologicas, Wollemia tem
maior similaridade com Araucaria do que Agathis (Burrows e Bullock 1999). Entretanto, dois
estudos moleculares demonstraram que Wollemia tem uma relagdo mais proxima a Agathis do

que Araucaria (Gilmore e Hill 1997, Stefanovic et al. 1998), ao mesmo tempo em que
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Setoguchi et al. (1998) e Kurshaw e Wagstaff (2001) descreveram que Wollemia derivou
primeiro e, posteriormente, surgiram Agathis e Araucaria. Todos os resultados dessas analises

demonstraram que os trés géneros sao monofiléticos (Figura 2).

O género Araucaria

O género Araucaria é encontrado inteiramente no Hemisfério Sul, atualmente
caracterizado por uma distribui¢do geografica muito restrita (Page 1990). Espécies desse
género encontram-se distribuidas descontinuadamente em Nova Guiné, Nova Caledonia,
Queensland (Australia), Ilha de Norfolk e sul da América do Sul (sul do Brasil, Argentina,
Paraguai e Andes austrais no sul do Chile), compreendendo os paralelos 0° e 45°S na Oceania
e entre 20°S e 40°S na América do Sul (Backes 1999, Figura 3).

O épice da distribuicao geografica do género Araucaria ocorreu no periodo Jurassico,
abrangendo adicionalmente o Hemisfério Norte (sul da Asia e Inglaterra) e India (Stewart
1983). Na América do Sul, formas relacionadas ao género ocorreram no sul da Patagdnia,
Argentina, quando existiram imensas florestas sob um clima temperado quente. Essa regido
situava-se em uma paleolatitude de 60° S, evidenciando climas mais quentes em altas
latitudes.

Muitas localidades do género no periodo Cretaceo se encontravam na Europa, Africa e
América do Norte (Stewart 1983). Ainda h4 davidas sobre como essas formas chegaram ao
sul da Patagénia Argentina durante o Jurassico, mas, provavelmente, os continentes do
Hemisfério Norte seriam uma ponte para a dispersdo dessas espécies antes da deriva
continental (Setoguchi et al. 1998). Conforme Taylor e Taylor (1993) e Kershaw ¢ Wagstaff
(2001), ¢ possivel que o declinio da populacdo araucariana tenha se iniciado com o
aparecimento das angiospermas no Cretdceo. No Terciario, os representantes do género
Araucaria ja se encontravam confinados no Hemisfério Sul (Stewart 1983).

As espécies do género Araucaria estdo localizadas, em sua maioria, em 4areas
descontinuas, geralmente distantes umas das outras no hemisfério austral (Hill 1994). Essa
distribuicdo resultou como resposta aos diferentes locais, as mudangas metereoldgicas diarias
e sazonais e aos processos reprodutivos. O seu desaparecimento na maior parte de areas
primitivas e a distribui¢do agregada atual constitui uma das questdes da paleofitogeografia até
hoje ndo suficientemente esclarecida. A distribui¢do atual de Araucaria poderia ser

considerada como um relicto.
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Atualmente, sdo conhecidas 19 espécies do género Araucaria (sensu De Laubenfels
1988), divididas em quatro secdes, seguindo a proposta de Wilde e Eames (1952): Araucaria
(Columbea) (2 spp.), Bunya (1 spp.), Intermedia (1 spp.) e Eutacta (15 spp., sendo que 13 sdo

endémicas da Nova Caleddnea). As espécies estdo identificadas na Tabela 1:

Tabela 1. Espécies do género Araucaria e suas respectivas secdes (De Laubenfels 1988)

Secdes Espécies Distribuiciio geografica
Araucaria A. angustifolia (Bert.)O Ktze. Brasil, Argentina, Paraguai
A. araucana (Mol.)K . Koch Andes austrais (sul do Chile),

Provincia Argentina de Neuquén.

Bunya A. bidwillii Hook. Queensland (Australia)
Intermedia A. hunsteinii K. Schum. Nova Guiné
FEutacta
A. heterophylla (Salisb.)Franco Ilha Norfolk
A. cuninghamii Ait. Queensland (Australia)
A. bernieri Buchholz Nova Caledonia
A. biramulata Buchholz Nova Caledonia
A. columnaris (Forst.)Hooker Nova Caledonia
A. humboldtensis Buchholz Nova Caledonia
A. laubenfelsii Corbasson Nova Caledonia
A. luxurians (Brongn et Gris) de Nova Caledonia
Laub.
A. montana (Brongn. et Gris) Nova Caledénia
A. muelleri (Carriere) Nova Caledonia
A. nemorosa de Laub. Nova Caledonia
A. rulei F. Muell Nova Caledonia
A. schmidii de Laubenfels Nova Caledo6nia
A. scopulorum de Laub. Nova Caledonia
A. subulata Vieillard Nova Caledonia

Ohsawa et al. (1995) posteriormente descreveram uma se¢do, Yezonia, contendo uma
espécie extinta (4. vulgaris) que teve sua origem no Cretaceo (no nordeste do Japdo). As
secOes caracterizam-se pelos diferentes padroes morfoldgicos e anatomicos das folhas;
orientagdo e distribuicao dos estomatos; caracteristicas embriologicas, como posi¢ao, nimero
de suprimentos vasculares das bracteas e tipo de deiscéncia dos estrobilos, niimero de
cotilédones e germinagdo (Burrows 1987). Stockey e Taylor (1978) e Stockey e Ko (1986)
encontraram padrdes cuticulares semelhantes entre Araucaria-Bunya e Intermedia-Eutacta,
associando-as evolutivamente. Setoguchi er al. (1998), através das andlises moleculares,

confirmaram a existéncia dessas quatro secdes. Essas mesmas andlises indicaram que as
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se¢Oes Bunya e Eutacta sao os grupos mais antigos, embora haja ainda duvidas se as formas
relacionadas a se¢do FEutacta, encontradas no Mesozdico, com ampla distribui¢do no
Hemisfério Norte, ndo deveriam ser associadas a se¢do Yezonia proposta por Ohsawa et al.
(1995). Nas outras duas se¢des, a distribui¢do, seja de espécies extintas ou atuais, sempre se
restringiu ao Hemisfério Sul (Setoguchi ef al. 1998).

Conforme Rambo (1951) e Reitz e Klein (1966), este género pertence ao elemento
floristico Austral-antartico. Entretanto, Morat et al. (1986) sugeriram que, devido a maioria
das espécies de Araucaria estar situada inclusive na faixa dos tropicos da Oceania e existirem
apenas duas espécies neotropicais (Araucaria angustifolia € Araucaria araucana), seria mais
adequado atribuir para este gé€nero uma distribuicao anfi-pacifica.

Reitz e Klein (1966) e Mattos (1994) descreveram, basicamente, que este género se
caracteriza por arvores perenes, a maioria didica, raramente mondica, com distribuicao
regular dos ramos. As plantas jovens possuem forma conica, com os ramos até o solo; os
individuos adultos possuem normalmente uma copa densa na por¢do superior da arvore e
normalmente achatada. As folhas juvenis sdo aciculas, finas, levemente imbricadas,
arranjadas em helicoide. As folhas maduras podem ser aciculas ou escamas, arranjadas em
helicéide ou em duas fileiras muito proximas, quase imbricadas. As folhas possuem grande
longevidade. Os estrobilos, de microsporoéfilos, tém disposicao terminal, solitdrios ou em
grupos, onde cada microspor6filo contém cerca de 8 sacos polinicos ou microsporangios. Os
estrobilos de megasporodfilos sdo globosos deiscentes na maturidade, amadurecendo em 2 ou 3
anos, constituidos por escamas bracteais com pequenos espinhos € com um rudimento seminal
por escama. O rudimento seminal e as sementes sdo unidas com a escama bracteal. As
sementes sdo, comumente, aladas nas bordas, algumas vezes, comestiveis. O principal
material de reserva das sementes ou pinhdes das espécies da secdo Eutacta ¢ lipidica; e das
demais se¢des, ¢ amilacea (Tompsett 1984).

Em geral, a morfologia das espécies da secdo FEutacta possui folhas pequenas
(escamiformes), muitas delas apresentando heterofilia (ocorrendo também folhas aciculadas).
Podem ser uninérvias (algumas podem ser divididas), com orientagdo dos estomatos
facilmente distinguiveis, distribuidos em duas linhas ou grupos. A posi¢ao do microsporofilo
¢ terminal, observando-se a ocorréncia de quatro cotilédones no embrido. Para as secoes
Araucaria, Bunya e Intermedia, as folhas sdo relativamente maiores e multivenadas (Hill e
Bodribb 1999), normalmente aciculadas. A orientacdo dos estomatos ¢ paralela, com
distribuicdo em linhas. A posicdo do microspordfilo ¢ axial, observando-se sempre a

ocorréncia de dois cotilédones no embrido. Haines (1983a, 1983b) observou semelhangas na
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formagdo da semente e embrido entre Araucaria bidwillii € A. angustifolia (segdes Bunya e
Araucaria, respectivamente), separando-as de A. cumnninghamii, A. heterophylla (se¢ao
Eutacta) e A. hunsteinii (se¢do Intermedia). O autor também confirmou a existéncia das
quatro segdes propostas por Wilde e Eames (1952), mas sugere maiores evidéncias para a
aproximacao das sec¢des Bunya—Araucaria e Intermedia—FEutacta, conforme a proposta de
Stockey e Taylor (1978).

Os conhecimentos da estrutura morfologica e anatdmica dos tipos de folhas do género
Araucaria podem ser encontrados em uma série de trabalhos, os quais descrevem varias
espécies (Seward e Ford 1906, Barsali 1909, Thomson 1914, Florin 1931, Griffith 1950,
Napp-Zinn 1966, Vasiliyeva 1969, Hu e Yao 1981) ou em trabalhos gerais incluindo aspectos
de toda a planta (Chamberlain 1935).

A espécie Araucaria angustifolia

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze., ¢ conhecida popularmente como o pinheiro
brasileiro ou pinheiro do Parana. Nativa do Brasil, Argentina e Paraguai, ocorre em grande
parte no sul do Brasil (Figura 4), nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.
Concentra¢des menores sdo encontradas nos estados de Sao Paulo (serra de Paranapiacaba,
Campos do Jordao), Rio de Janeiro, Minas Gerais (serra da Mantiqueira) e Espirito Santo
(Pico da Bandeira). Backes (1988, 1999) observou uma relacdo inversa entre o gradiente de
latitude e o de altitude, onde a mata com araucdria expande-se do sul em dire¢do a regido
tropical, até a latitude de 20°S, ocupando sempre a parte superior do Planalto Meridional e os
pontos mais altos da serra de Paranapanema, da Mantiqueira, dos Orgdos ¢ do Caparad, em
altitudes que variam de 200m no extremo sul (31°S), até mais de 1500m, acima do nivel do
mar, na serra da Mantiqueira (22°S). Na Argentina e Paraguai, encontra-se essa espécie em
altitudes de 500-2300 m (Silba 1986).

Araucaria angustifolia ¢ a Gnica representante dessa familia nativa do Brasil, ¢ como
foi descrito anteriormente, essa espécie, assim como outros representantes do género, possui
caracteristicas peculiares e exclusivas quanto a anatomia e comportamento frente as variagdes
ambientais e, por isso, tem despertado o interesse de muitos pesquisadores de varias entidades
brasileiras.

Segundo Klein (1960), o pinheiro brasileiro ¢ nitidamente heliofito e esta entre os
pioneiros na sucessdo mata-campo. Entretanto, Duarte et al. (2002) avaliaram a intensidade de

luz sobre o desenvolvimento de Araucaria angustifolia em trés tipos de cobertura vegetal, e
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concluiram que a tolerancia ao sombreamento indica que essa espécie nao ¢ estritamente
heliéfita ou pioneira.

O bioma da floresta com Araucaria ou floresta Ombrofila Mista, distribuia-se,
originalmente, numa superficie de cerca de 200.000 km”, ocupando aproximadamente 73.780
km? no Parané (40% da superficie), 56.693 km” em Santa Catarina (31%), 46.483 km” no Rio
Grande do Sul (25%) e 5.340 km” em Sdo Paulo (3%) (Hueck 1972). Apesar de mostrar uma
distribuicdo relictual, associa-se a grande diminuicdo dessa espécie, o longo processo
historico de ocupagdo do Sul do Brasil, iniciado a partir de 1895, assistindo-se a uma rapida
eliminagdo de sua cobertura florestal, tanto para fins de extragdo de madeira, como para dar
espago a atividades agropecuarias. Em 1980, Machado e Siqueira constataram que a
distribui¢do de Araucaria angustifolia foi reduzida para 3.166 km® de floresta no Parana,
1.800 km” em Santa Catarina e 657 km” no Rio Grande do Sul. Segundo o Instituto Brasileiro
de Desenvolvimento Florestal (IBDF) de 1984, estes dados mantiveram-se. Embora nao
existam dados oficiais mais recentes, acredita-se que, na ultima década, a situacdo deve ter se
agravado ainda mais.

O padrdo de distribuicdo atual da espécie ¢ dito como relictual, mantendo-se em locais
onde as condigdes gerais de clima s3o menos favoraveis para o desenvolvimento de
formacgodes tropicais.

De um modo bastante amplo, Araucaria angustifolia encontra-se numa vastissima area
de clima temperado chuvoso. Segundo a classificacdo climatica de Koeppen, podem ser
incluidos os trés estados sulinos dentro do tipo Cf, ou seja, clima temperado chuvoso, sem
estacdo seca. No estado do Rio Grande do Sul, a regido de ocorréncia do pinheiro brasileiro
compreende aquela de clima Cfb (clima temperado chuvoso, sem estagdo seca, verdo ameno),
e também aquela de clima Cfa, ou seja, clima temperado chuvoso, sem esta¢do seca e verdo
quente (Mattos 1994).

Araucaria angustifolia estd entre as espécies de maior valor econdmico, pelo valor
nutritivo de suas sementes (ricas em amido, proteinas e gorduras), pelos variados usos
industriais e pela madeira que retine maior variedade de aplicacdes. J& foi utilizada para
forros, soalhos, vigas e utensilios domésticos (Lorenzi 1998).

Segundo Reitz e Klein (1966) a espécie Araucaria angustifolia ¢ uma “arvore alta com
20 a 50 m de altitude, 1 a 2 m ou mais de didmetro, tronco em geral cilindrico, reto, raras
vezes ramificado em dois ou mais; casca grossa (até 15 cm), resinosa, cuja superficie externa
se desprende em placas, cinzento escura. Arvores adultas com ramos dispostos em 8 a 15

verticilos cujo afastamento se reduz gradualmente até o apice, restando em arvores velhas
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somente uma umbela terminal. Arvores novas com copa conica. Ramos primarios cilindricos,
curvos por cima, maiores os inferiores € menores os superiores. Ramos secundérios (grimpas)
alternas, agrupadas no apice dos ramos primarios. As folhas tém de 3 a 6 cm de comprimento,
4 a 10 mm de largura, simples, pouco decurrentes, soltamente imbricadas, coriaceas, sésseis,
lanceoladas, agudissimo-pungentes, verde-escuras. Plantas didicas, raramente mondica, por
traumas ou doengas, com flores micro ou megasporangiadas (flores unissexuadas)**. Os
estrobilos de microsporofilos (cones ou estrobilos masculinos)** constituem um amento
cilindrico ou "mingote" com 10 a 15 cm de comprimento e 2 a 4 cm de didmetro. Cada
microsporodfilo (flor masculina) ¢ constituido de uma escama coridcea, mais ou menos
concava, achatada, pedicelada e com sacos polinicos (anteras)**, presos na face ventral de
cada escama. Estes se abrem, longitudinalmente, deixando cair o polen sobre a escama
inferior. As escamas se arranjam nos cones em helicdide e abrem, primeiramente, as da base
para deixarem o polen livre e a disposi¢do do vento, sendo transportado até o estrobilo de
megasporofilos (estrobilo feminino)**. Os megasporoéfilos (flores femininas) constituem um
estrobilo ou cone sub-arredondado, no dpice de um pedinculo, protegido por numerosas
folhas muito proximas umas das outras com cerca de 1000 bracteas escamiformes, coridceas
sem asas, com espinho recurvo no apice, inseridas sobre um eixo central, levemente conico,
com base nais ou menos cilindrica. As bracteas escamiformes férteis, ou escamas seminiferas,
sustentam em sua base, apenas um rudimento seminal (6vulo)**, as quais, apds a fecundacao,
vao envolvendo-o a medida que o pinhdo se desenvolve, soldando seus bordos com os da
bractea superior ou escama tectriz. Cada estrobilo contém 10 a 150 sementes ou "pinhdes"
com 3 a 8 cm de comprimento € 1 a 2 cm de didametro. Os pinhdes ou sementes sao obovado-
cuneiformes, lisos, achatados ou ndo, com um espinho achatado e curvo para a base do
estrobilo. A améndoa branca ou rosado-clara ¢ constituida, principalmente, de matéria
amilacea, envolvida pelas bracteas ventral e dorsal, soldadas pelos contornos, com excegao da
base, na qual podem ficar parcialmente ligadas. No centro, encontra-se o embrido branco ou

rosa-claro, com cotilédones retos ou com a extremidade dobrada, de secdo plano-convexa,

** Por uma questdo conceitual, a utilizagdo de “feminino” ou “masculino” ndo ¢ considerada adequada para as estruturas da geracdo
esporofitica, portanto, os termos para as estruturas reprodutivas correspondentes ao que Reitz e Klein (1966) descreveram, foram

modificados. Os termos do texto original de Reitz e Klein (1966) estdo entre parénteses.
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constituindo 5/6 do comprimento do embrido. O embrido ¢ cilindrico, constituido ainda do
hipocétilo e da radicula. Na inser¢do dos cotilédones encontra-se o tecido meristematico que
formaré o cauliculo.”

Varias abordagens envolveram estudos com Araucaria angustifolia, como a
composi¢do floristica de comunidades de altitude (Klein 1960, Hueck 1972, Reitz e Klein
1966, Ferreira e Irgang 1979), aspectos ecofisiologicos, principalmente relacionados a planta
jovem (Yamasaki e Dillenburg 1999, Duarte e Dillenburg 2000, 2002) biologia reprodutiva
(Shimoya 1958, 1962), embriologia (Burlingame 1913, 1914 e 1915, Hertel 1976, Haines e
Prakash 1980) e estudos do desenvolvimento de embrides em cultura in vitro (Astarita e
Guerra 1998, 2000, Santos et al. 2002). Iniimeros trabalhos também foram realizados sobre o
desenvolvimento da semente (Hertel 1963, Ferreira 1977, Ferreira e Handro 1979, Ferreira et
al. 1979, Ferreira 1981, Aquila e Ferreira 1984, Franco 1985, Franco e Ferreira 1987 ¢
Rosado et al. 1994) e purificagdo de lectinas da semente (Datta et al. 1991, 1993).

Alguns estudos envolveram aspectos morfo-anatdmicos de diferentes Orgaos
vegetativos de Araucaria angustifolia (Seward e Ford 1906, Barsali 1909, Thomson 1914,
Monteiro et al. 1977). A caracterizagdo do lenho dessa espécie também ja foi amplamente
estudada por Thomson (1914), Bamber (1979), Seitz ¢ Kanninen (1989), Marchiori (1996) e
Wehr e Tomazello Filho (2000). Porém, poucos estudos voltaram-se a anatomia foliar de
Araucaria angustifolia (Vasiliyeva 1969, Monteiro et al. 1977), tanto em plantas jovens como
em individuos adultos. Devido a caréncia de dados encontrados na literatura, Mastroberti e
Mariath (2003a) detalharam as descri¢gdes anatdmicas das folhas imaturas e maduras de
Araucaria angustifolia, tanto em individuos jovens, como em adultos (anexo 1).

Bamber et al. (1978) observaram células incomuns presentes no mesofilo do género
Araucaria, denominadas de células compartimentadas. Essas células foram assim chamadas
por causa de partigdes pécticas que pareciam subdividir o lume celular. Entretanto,
Mastroberti ¢ Mariath (2003b, anexo 2) demonstraram que, em Araucaria angustifolia, as
células compartimentadas eram muito semelhantes as células mucilaginosas de cacticeas e
lauraceas, atribuindo-as uma funcdo de transloca¢do ou armazenamento de adgua, conforme
Baker e Smith (1910) e Vasiliyeva (1969) ja haviam sugerido. Além disso, assim como nas
células mucilaginosas, observa-se a perda do protoplasto na senescéncia das células
compartimentadas, sugerindo que elas sofram o processo de morte celular programada.

Entretanto, varias questdes sobre essas células ainda ndo haviam sido esclarecidas,
principalmente com relagdo a dindmica de seu desenvolvimento, suas func¢des, sua atividade

de secrecao e sobre o processo da morte celular programada.
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Figura 2. Cladograma da familia Araucariaceae (Kershaw e Wagstaff 2001)



Figura 4. Mata com araucaria na Floresta Nacional de Sdo Francisco de Paula. Observar a
altura das arvores de Araucaria angustifolia (seta preta) em relacdo ao grupo de pessoas

(seta branca). No canto inferior a esquerda, um detalhe do 4pice caulinar de uma planta
jovem (Barra= 2 cm).



CAPITULO 2

Desenvolvimento das células compartimentadas no mesofilo de
Araucaria angustifolia (Araucariaceae)



CAPITULO 2: Desenvolvimento das células compartimentadas no mesofilo de Araucaria angustifolia (Araucariaceae) 30

Introducdo

As células compartimentadas ja haviam sido observadas desde o inicio do século
XX, com os estudos de anatomia foliar do género Araucaria Juss. de Barsali (1909), que
as descreveu erroneamente como "grandes espacos intercelulares". Griffith (1950) e
Vasiliyeva (1969) as descreveram como grandes células ausentes de cloroplastidios,
enquanto Monteiro et al. (1977), estudando as plantas jovens de Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze., observaram que tais células "gigantes" formariam outro tecido no
mesofilo, caracterizando-se por possuirem escassos e pequenos cloroplastidios.

Finalmente, Bamber et al. (1978), estudando-as em ultraestrutura, observaram
que essas células incomuns, distribuidas no mesofilo, apresentavam particdes que
subdividiam o lume celular, formando numerosos compartimentos. Por causa dessas
parti¢des reticuladas, os autores as denominaram de "células compartimentadas". Testes
histoquimicos demonstraram apenas a presenca de pectinas no ‘“sistema de
compartimentos”, termo denominado por Bamber et al. (1978).

Observando unicamente folhas maduras de individuos adultos, os autores as
caracterizaram como anucleadas, desprovidas de citoplasma, sem vactolo ou outros
materiais citoplasmaticos.

Mastroberti ¢ Mariath (2003a) descreveram a anatomia foliar de plantas jovens
de Araucaria angustifolia e observaram que em folhas imaturas e folhas maduras da
porcdo mediana do caule ocorriam células compartimentadas nucleadas, as quais, em
determinado estddio de desenvolvimento, nucleo e citoplasma se degeneravam,
sugerindo ser um processo de morte celular programada.

Em gimnospermas, a ocorréncia dessas células ¢ exclusiva aos géneros
Araucaria e Wollemia Jones, Hill & Allen, estando ausentes no género Agathis Salisb.
(Burrows e Bullock 1999).

A funcdo dessas células ainda ndao esta esclarecida. Bamber et al. (1978),
sugeriram relaciona-las a estocagem de carboidratos. Os autores descartaram a
possibilidade das células compartimentadas armazenarem agua, como sugeriram Baker
e Smith (1910) e Vasiliyeva (1969).

Apesar de Bamber et al. (1978) terem obtido importantes resultados ao nivel
ultraestrutural, ainda assim, pouco se sabe sobre o desenvolvimento e fun¢do dessas
células. O processo de maturacdo das células compartimentadas, bem como a

degeneracdo nuclear e a morte celular, permanece desconhecido e, por isso, merecendo
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uma analise mais detalhada. A morte celular programada esta sendo estudada em
plantas, mas ainda € escasso o conhecimento da dindmica desse processo nos vegetais.
A abundincia das células compartimentadas e a distribuigdo no mesofilo
indicam um importante papel fisiologico. Nesse capitulo, sera descrito brevemente o
desenvolvimento foliar, cujo enfoque ¢ o de descrever os aspectos morfologicos e
citologicos dessas células durante as fases de desenvolvimento sob microscopia Optica,

microscopia eletronica de transmissdo e varredura e o de investigar suas fungdes.

Material e metodos

Sobre a Floresta Nacional de Sao Francisco de Paula

A FLONA de Sao Francisco de Paula, onde foram realizadas as coletas, localiza-
se entre 29°23” e 29°27°de latitude sul e 50°23” e 50°25° de longitude oeste na Serra
Gaticha, nordeste do Rio Grande do Sul, microrregido dos Campos de cima da Serra, no
municipio de Sdo Francisco de Paula, numa altitude de 930m acima do nivel do mar.

Esse parque ¢ gerenciado pelo IBAMA desde 1990. Conforme folheto
explicativo do local, ao todo, a FLONA de Sao Francisco de Paula possui 1606,60 ha. O
clima, segundo classificacdo de Koeppen, ¢ do tipo “cfbl”, isto €, uma regido de clima
temperado chuvoso onde as temperaturas do més mais frio estdo entre 18°C e -3°C e a
média da temperatura do més mais quente ¢ de 27°C (Mattos 1994).

Nao ha estacdo seca; o verdo ¢ fresco, ocorrendo geadas no outono, inverno e
primavera. Registra-se com freqiiéncia a ocorréncia de neve no inverno. A precipitacao
pluviométrica ¢ elevada em todos os meses ¢ a média anual ¢ de 2.252 mm, sendo a
regido onde sdo registrados os maiores indices pluviométricos do estado (Backes 1988).

O solo possui textura argilo-siltosa, substrato basaltico de teor 4cido com teores
de aluminio.

A FLONA de Sao Francisco de Paula integra-se, na Serra Gaucha, a quatro
outras reservas florestais publicas que protegem habitats e mantém suporte alimentar
para a fauna silvestre. E uma unidade de conservagio de uso direto com cobertura
florestal de espécies com predominancia nativa, destinada a produgdo florestal

economicamente sustentada.
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Segundo sua composicao floristica, a FLONA de Sao Francisco de Paula ¢
caracterizada como Floresta Ombrofila Mista com araucédria. A vegetacdo nativa

abrange 56% da area, equivalendo a 901,9 ha (fonte: IBAMA).

Coleta do material e plantio

Foram coletados os pinhdes de Araucaria angustifolia, selecionando aqueles que
ndo apresentavam perfuracdes e contaminagdo por fungos ou rachaduras.

Os periodos de coleta dos pinhdes se concentraram entre os meses de maio a
julho durante trés anos (1999-2001).

As sementes foram banhadas em uma solugdo de trés partes de dgua destilada e
uma parte de hipoclorito de sddio para a desinfeccdo. Posteriormente, lavados em agua
corrente.

A cada ano, cerca de 20 pinhdes foram cultivados, a sol pleno, em sacos
plésticos com terra. O periodo para o cultivo foi entre julho a setembro e as plantas
jovens utilizadas para o estudo possuiam cerca de 4 meses de idade. A observacdo do
desenvolvimento das plantas e a coleta das folhas foram conduzidas em telado, do

Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Estddios de desenvolvimento

No primeiro ano (1999), foram realizados testes-piloto, estabelecendo-se,
primeiramente, 12 estadios foliares para verificar-se o processo de desenvolvimento das
células compartimentadas:

1. Foram medidas as alturas das plantas de 4 meses de idade.

2. Estipularam-se segmentos de dois em dois centimetros do caule, ap6s o apice caulinar
(folhas ndo-expandidas), medindo-as em comprimento/ largura.

3. Os apices caulinares também foram coletados para a observagdo dos primeiros
estadios foliares.

Apos vérias analises durante os testes-piloto, pode-se estabelecer quatro estadios
de desenvolvimento, com relacdo as células compartimentadas, tanto em microscopia
optica (MO), como em microscopia eletronica de transmissao (MET). Em MET, o
estadio 1 foi subdividido em estadio 1A e 1B, devido aos eventos que se diferenciam no
protoplasto, os quais ndo podem ser observados em MO. A Tabela 1 demonstra um
exemplo de alguns valores medidos nas folhas (individuos 1 ao 6, dos 20 analisados),

relacionando-os com os quatro estadios estabelecidos.
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Tabela 1. Valores medidos nas plantas jovens de A. angustifolia relacionados aos estadios de
desenvolvimento das células compartimentadas.

Individuos 1 2 3 4 5 6
Regioes Estadios Comprimento/largura das folhas (mm)

coletadas

AC* 1-2 3x3 3x3 3x3 3x3 3x3 3x3
2 cm 2 15x1 7x1 3x1 15x1 17x1 15x1
4 cm 2 30x3 15x 1,5 20x 3 20x2 23x3 25x1
6 cm 2 35x3 25x2 25x3 25x5 27x3 35x3
8 cm 2 40x 4 30x2 27x3 27x5 30x5 30x5
10 cm 2 42 x4 32x4 27x3 27x5 30x5 25x4
12 cm 2 45x 5 41 x4 27x3 27x5 28x5 25x4
14 cm 2-3 45x 5 45x 4 34x4 35x5 28x5 22x4
16 cm 3 40x 5 50x4 34x4 35x5 28x5 22x4
18 cm 3 39x5 50x4 34x4 24x5 25x5 15x4
20 cm 3 31x4 49x 4 34x4 23x5 20x4 11x3
22 cm 34 20x 3,5 49 x 4 30x4 20x4 13x4 10x3
24 cm 34 15x3 45x 4 30x4 15x4 10x3

26 cm até 4 11x3 42x4 30x4 12x3

35cm

Altura 28 cm 35cm 29 cm 26 cm 24 cm 23 cm

* Apice caulinar
Processamento do material para microscopia eletronica de transmissao

Os éapices caulinares e a por¢do mediana das folhas foram secionados em
pequenas porgdes de aproximadamente 1 mm’. O material foi fixado em uma solucdo de
paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato de sodio pH 7,2 0,1M por
um periodo minimo de 48 horas (Roland e Vian 1991) e lavado em tampao fosfato de
sodio pH 7,2 0,1M (Gabriel 1982). Efetuou-se uma etapa de pds-fixagdo, utilizando-se
uma soluc¢do de tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato de sodio pH 7,2 0,2 M e
ferricianeto de potéssio (K3Fe(CN)g). numa proporc¢ao de 1:1, mantendo o material no
escuro e agitando com freqliéncia por 12 horas aproximadamente (Weber 1992). As
amostras foram novamente lavadas em tampao fosfato de s6dio pH 7,2 0,1 M e, em
seguida, lavadas em agua destilada. Posteriormente, desidratou-se o material em uma
série de acetona ascendente 30%, 50%, contrastacao em bloco com acetato de uranio em
acetona 70%, 90% (duas trocas) e 100% (duas trocas), por 30 min cada etapa. Para a
inclusdo, utilizou-se a resina epoxi de baixa viscosidade (Spurr 1969). Primeiramente,
colocou-se o material em uma solugdo 1:1 de resina e acetona 100%, por
aproximadamente 12 horas. Posteriormente, o mesmo foi colocado em uma solugao 3:1
de resina e acetona 100% pelo mesmo periodo, finalizando com a inclusdo do material
em resina pura por dois a trés dias. Utilizaram-se capsulas de gelatina como suporte,
colocando-as em estufa a 70°C, por um periodo de 8 horas ou até polimerizar.

O material foi secionado no Ultramicrotomo Leica Ultracut UCT, em navalha de

vidro (confeccionadas em Knifemaker Leica EM KMR2) e navalha de diamante
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Drukker 45° com fio de 2 mm. As se¢des ultrafinas (70-80 nm) foram colocadas em
suportes (“grids”) de cobre de 200 mesh ou 50-75 mesh (com polimero ultrafino Butvar
B98 ou Formvar).

Para uma contrastag¢do adicional do material no suporte, utilizou-se uma solucao
de acetato de uranila 2% aquoso (Bozzola e Russel 1998) e solugdo de chumbo
(Hanaich et al. 1986) ou em uma solugdo aquosa de permanganato de potassio
(KMnPOy) 1% e solugdo de chumbo (Bray e Wagenaar 1978).

Observagao e andlise do material foram efetuadas no microscopio eletronico de

transmissdo, Jeol 1200, do Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFRGS.

Processamento do material para microscopia eletronica de varredura

A por¢dao mediana das folhas maduras foi fixada em glutaraldeido 1% e
paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sédio pH 7,2 0,IM (McDowell e Trump
1976) por um periodo minimo de 48 horas. As lavagens, pos-fixacdo, desidratagdo e
inclusdo seguiram-se conforme o protocolo descrito para microscopia eletronica de
transmissdo. Confeccionaram-se seg¢des semifinas (350-500 nm) no Ultramicrétomo
Leica Ultracut UCT em navalha de vidro, aderidas posteriormente em laminulas de
vidro. A resina foi retirada por meio de uma solucao saturada de hidroxido de sdédio e
etanol absoluto. Em seguida, as laminulas com o material sem resina foram aderidas em
suporte de aluminio (“stubs”) e metalizadas com uma fina camada de ouro (4 nm de
cobertura em 40 mA) através do sistema “sputtering”, marca Balzers SCD 050.

Observou-se o material em microscépio eletronico de varredura, marca Jeol

5800 do CME da UFRGS.

Processamento do material para microscopia optica

Parte do material foi processado seguindo-se a fixagdo com glutaraldeido 1% e
paraformaldeido 4% em tampao fosfato de s6dio pH 7,2 0,1 M por um periodo minimo
de 48 horas (McDowell e Trump 1976), lavado em tampao fosfato de soédio pH 7,2 0,1
M (Gabriel 1982) e desidratado em série etilica ascendente (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100%), 30 min cada etapa. Posteriormente, seguiu-se a desidratagdo em solugdes
de cloroférmio e etanol absoluto (1:3, 1:1, 3:1, 1:1, 1:3), finalizando com uma etapa de
etanol absoluto. O material foi pré-infiltrado com wuma solugdo 1:1 de
hidroxietilmetacrilato (Gerrits ¢ Smid 1983) e etanol absoluto durante 12 horas e

infiltracdo com a resina pura de hidroxietilmetacrilato por, aproximadamente, 4 horas. O
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material foi emblocado com esta resina em suporte de Teflon até polimerizar. Para as
secOes, utilizou-se o micrétomo de rotacdo Microm HM 340 E com navalha de vidro,
confeccionadas em Knifemaker Leica EM KMR2. Obtiveram-se secdes de 3 pm,
aderindo-as em laminas de vidro.

Esse material foi observado em microscopio Leica DM R, em campo claro,
corados com Azul de Toluidina O (C.I. 52040)* 0,05% pH 4,4 (Feder e O'Brien 1968) e
contraste interferencial. Do mesmo material processado para a microscopia eletronica
de transmissao, obtiveram-se se¢des semifinas (350-500 nm), aderidas em laminas de

vidro e coradas com Azul de Toluidina O 1% pH 8-9 (Souza 1998).

Testes histoquimicos

Alguns dados sobre a composicdo basica da secrecdo das células
compartimentadas foram adquiridos com a realizag@o de alguns testes histoquimicos.

O material fresco ou fixado secionado a mao livre da por¢ao mediana das folhas
imaturas e maduras foram submetidos aos testes de Sudan III C.I. 26100 (Sass 1951)
para compostos lipidicos (suberina) e Sudan Black B C.I. 26150 (O'Brien e McCully
1981) para fosfolipidios; acido periddico-reativo de Schiff (reacdo de PAS) (O'Brien &
McCully 1981), para a identificagdo de polissacarideos totais e Coomassie Blue
Brilhante R-250 (C.I. 42660) 0,25% em écido acético (Southworth 1973) para proteinas
totais.

O material emblocado em hidroxietilmetacrilato foi submetido aos testes de
Vermelho de Ruténio (Johansen 1940) para a identificacdo de acidos pécticos, Lugol
(Sass 1951) para amido e Calcoflior White 2MR (Sigma) 0,01% em solucdo aquosa
para deteccdo de celulose (Pacini ef al. 1999). As laminas foram observadas em campo
claro no microscopio Leica DM R, com excec¢do do teste de Calcoflior cujas se¢oes
foram analisadas em epifluorescéncia (filtro de excitacdo 340-380 nm) no mesmo

microscopio.

Tracador apoplastico fluorescente

O material fresco foi mergulhado durante 1 hora em uma solu¢do aquosa 0,02%

* [ndice de cores (C.I. = Color Index), segundo Lillie (1977)
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de 8-hidroxi-1,3,6-4cido pirenetrissulfonico, com sal tri-sédio (HPST, Sigma) (Oparka e
Read 1994). A seguir, secionou-se o material manualmente, colocando-o entre lamina e
laminula em meio aquoso, examinando-o em epifluorescéncia (filtro de excitacdo 340-

380 nm) no microscopio Leica DM R.

Resultados

Meristema apical caulinar: breve descri¢do do desenvolvimento foliar

O meristema apical caulinar era caracterizado por trés camadas de células: L1,
L2 e L3, além de uma zona central. As duas primeiras camadas apresentavam divisdes
predominantemente anticlinais, enquanto que na terceira, ocorria em todas as direcdes.
As células da zona central, apresentavam grande densidade citoplasmatica dispostas,
aproximadamente, em 6-8 camadas. Abaixo desta, correspondendo a zona de
diferenciagdo, observou-se o aumento de vacuolacdo, iniciando o tecido medular
(Figura 1). Na L2 foram observadas divisdes anticlinais e periclinais. Apenas essa
camada participava da formagdo dos primordios foliares (Figuras 2 e 3), sendo
acompanhada pela LI1. O desenvolvimento das células compartimentadas era
seqiiencial, ou seja, simultaneo ao desenvolvimento da folha, sofrendo diferenciacdo

basipeta como os demais tecidos em formacgao (Figuras 4 e 5) e ocupando grande parte

do mesofilo quando a folha ainda era muito jovem.

Citologia e desenvolvimento das células compartimentadas
Microscopia optica

As células compartimentadas se diferenciavam rapidamente e proximas ao
meristema apical caulinar (estddios 1 e 2, Figura 6, setas). Nos estadios iniciais, ndo foi
possivel a observacdo das diferencas morfoldgicas entre as células compartimentadas e

demais células do mesofilo (Figura 7).

ESTADIO 1. Nesse estadio, havia células com denso citoplasma, apresentando
pequenos e varios vacuolos; outras, com vacliolos maiores e ndcleo mais denso.
Observou-se, também, que essas ultimas sofriam um aumento de volume, indicando ser
a célula compartimentada muito jovem (Figura 8, setas). Essas células apresentavam o

inicio de uma secrecdo polissacaridica em seu lume, evidenciado pela cor purpura
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quando coradas com Azul de Toluidina (Figura 8, setas) e ténue coloracao rosa com a
utilizagdo do Vermelho de Ruténio (Figura 9). Na Figura 10, observa-se um detalhe de

uma célula compartimentada jovem no inicio da secrecdo (seta).

ESTADIO 2. As células compartimentadas atingiam grande volume e eram abundantes
(Figura 11). Observou-se que o vactolo central estava sendo delimitado pela
mucilagem, localizado ainda na porc¢do central do lume celular, demonstrando que a
secre¢ao se dava entre o citoplasma e o vacuolo. Observou-se com Azul de Toluidina,
que a secrecdo corava-se de purpura, evidenciando a presenga de pectinas. A atividade
de secrecdo era oriunda de regides citoplasmaticas, cuja atividade produtiva era
direcionada ao interior da célula (Figura 12, seta maior), comprimindo o vactolo
(Figura 12, setas menores). O citoplasma apresentava cloroplastidios pequenos em
relacdo as demais células do mesofilo, mas com a presenca de graos-de-amido,
conforme demonstrado pelo teste de Lugol (Figura 26). Em se¢des paradérmicas, as
células compartimentadas formavam uma distribuicdo seriada concentrada,

principalmente no terco inferior da folha.

ESTADIO 3. As células compartimentadas continuavam abundantes, entretanto,
raramente se observavam nucleos (Figura 13). A quantidade citoplasmatica diminuia,
reduzindo-se, praticamente, a um residuo perinuclear que se tornava mais denso
(Figura 14). As secdes coradas com Vermelho de Ruténio mostraram uma intensa
reacdo na secre¢do das células compartimentadas, evidenciando um aumento na
concentragdo de pectinas (Figura 15).

Em se¢des paradérmicas, observou-se que a distribuicdo seriada das células
compartimentadas era mantida (Figura 16). A delimitagdo do vacuolo era, as vezes,
observada em algumas células (Figura 17, setas menores) e, a secre¢ao tornava-se
mais reticulada com a presen¢a de adensamentos lamelares (Figura 17, setas maiores).

Em algumas células, o nticleo j4 estava ausente.

ESTADIO 4. Nucleo ¢ citoplasma ndo eram mais observados. A célula estava
totalmente preenchida de mucilagem péctica com lamelas bem definidas, formando um
sistema reticulado. A forma poligonal das células compartimentadas tornava-se
deformada, com paredes onduladas (Figuras 18 e 19). Essa morfologia estava presente

nas folhas basais das plantas jovens de Araucaria angustifolia (Figura 19) e nas folhas
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maduras de individuos adultos (Figura 20, seta e Figura 22). Em sec¢des longitudinais,
observou-se a descontinuidade da distribui¢do em série formada nos primeiros estadios
(Figura 21, setas), pois as células compartimentadas sofreram uma deformacdo na
parede celular, desconectando—se umas das outras. Além disso, as células
compartimentadas em folhas maduras de individuos adultos eram constituidas de uma
secrecdo lamelar mais desenvolvida (Figura 22).

Em contraste interferencial, foram observados alguns vestigios vacuolares,

delimitados pela mucilagem (Figura 28).

Testes histoquimicos

Em todas as fases analisadas observaram-se as mesmas reagdes aos testes histoquimicos
utilizados (Tabela 2). Os testes com PAS e Vermelho de Ruténio (Figura 23)
demonstraram a presenca intensa de pectinas (principalmente no estadio 4) e com
Coomassie Blue, uma reacdo ténue para proteinas totais na mucilagem (Figura 24).
Entretanto, a mucilagem reagiu negativamente aos testes de Calcofluor e Lugol,
indicando a auséncia de celulose (Figura 25) e amido (Figuras 26 e 27),
respectivamente. Além disso, também ndo foi demonstrada a presenga de lipidios
(Sudan III) como suberina ou fosfolipidios (Sudan Black) na mucilagem (ndo

apresentada).

Tabela 2. Testes histoquimicos das células compartimentadas em A. angustifolia

Reagentes Parede celular Mucilagem
Sudan III (suberina) - -
Sudan Black (fosfolipidios) - -
Lugol (amido) - -
PAS (polissacarideos totais) ++ +++
Vermelho de Ruténio (pectinas) ++ R
Coomassie Blue (proteinas totais) - +
Calcofluor (celulose) ++ -

(+) presente

(++) presenca intensa

(+++) presenga muito intensa
(-) ausente

Tragador apoplastico
O teste efetuado com o tragador apoplastico HPTS, em folhas maduras das
plantas jovens, indicou a presenca de dgua armazenada nas células compartimentadas

através da mucilagem péctica. A agua foi, primeiramente, absorvida pela epiderme,
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passando apoplasticamente até alcancar o mesofilo, onde houve grande absor¢ao hidrica

pelas células compartimentadas (Figuras 29 e 30).

Microscopia eletronica de transmissdo

ESTADIO 1A. Inicialmente, as células compartimentadas comecavam a se distinguir
das demais células parenquimaticas vizinhas, pelo aumento de volume (cerca de 30 um
de diametro, obtido no ponto médio da se¢do da célula) e pelo nicleo que se constituia
de cromatina mais contrastada ou densa (Figura 31). O citoplasma apresentava um
vacuoma mais desenvolvido, em comparagdo com as células do mesofilo nesse estadio
(Figura 31, setas). Apresentavam fino, mas denso citoplasma, com cloroplastidios que
continham grandes graos-de-amido, porém sem tilacéides (Figura 32). Havia muitos
ribossomos, maior quantidade de mitocondrias com microvilosidades ainda nao-
definidas e reticulo endoplasmatico liso (SER) dispostos por todo citoplasma,
principalmente proximos ao nucleo. Nao havia diferenca em quantidade de
dictiossomos como observado com as mitocondrias. A presenca de uma cisterna trans
do dictiossomo de forma anelar, englobando vesiculas, era observada (Figura 33, seta).
Havia formagdo de pequenos vacuolos oriundos do SER (Figura 34, seta maior), ao
qual se fundiam ou englobavam vesiculas dictiossomicas e corpos multivesiculares
(Figura 34, setas menores). Grande parte do complexo Golgi tinha sua face trans
voltada para a plasmalema, indicando a formacao da parede celular. As faces mediana e
trans possuiam maior contraste entre as membranas do que a face cis (Figura 35).
Morfologicamente, as cisternas dos dictiossomos eram muito delgadas, contendo em
média 6-8 cisternas (Figuras 33 e 35). O reticulo endoplasmatico rugoso (RER) era

curto, localizando-se paralelamente & plasmalema (Figura 36, seta).

ESTADIO 1B. Os pequenos vacuolos formados do SER pareciam se fusionar,
aumentando de volume (Figura 37, setas). A atividade do Golgi aumentou, mas o
numero de cisternas dos dictiossomos permanecia como da fase anterior (entre 6-8).
Observou-se também que, nesse estddio, as vesiculas liberadas do dictiossomo
aumentavam de volume, formando “grupos vesiculares” no citoplasma (Figura 38,
seta). O complexo Golgi encontrava-se esparso com a face trans ora voltada para a
plasmalema, ora voltada para o vacuolo, observando-se muitas vesiculas liberadas
diretamente ao vacuolo (Figura 39, setas) de menor tamanho do que as vesiculas dos

“grupos vesiculares” formados. Tilacéides delgados comecavam a ser observados nos
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cloroplastidios, porém com formacao de grana reduzidos (Figura 40, seta). Os graos-
de-amido diminuiam de volume e gotas de 6leo apresentavam-se no estroma (Figura
40). Peroxissomos ocorriam no citoplasma (Figura 41). Nesse estddio, observou-se
grande quantidade de mitocondrias, j& bem desenvolvidas e caracterizadas por
microvilosidades bem definidas (Figura 42).

Os grupos vesiculares oriundos dos dictiossomos, acrescidos de vesiculas
derivadas do SER, eram direcionados ao vacuolo (Figura 43). Esses corpos vesiculares
resultavam em um sistema de cisternas dilatadas e vesiculas que pressionavam o
tonoplasto para o interior do vacuolo (Figura 44, seta). O citoplasma estava repleto de
ribossomos (Figura 45). O tonoplasto se retraia continuamente para o interior celular,
simultaneamente a formacao e fusdo de vesiculas, onde ocorria um preenchimento entre
o citoplasma e vacuolo (Figuras 46, 47 e 48). Esse material secretado poderia contribuir
com o processo de lise do protoplasto, pois a medida que a secrecdo se expandia, era
observada a degeneragdo do citoplasma (Figura 49, seta). As cisternas trans apareciam
muito eletrodensas, produzindo grande quantidade de vesiculas secretoras (Figura 49,

asterisco).

ESTADIO 2. A célula compartimentada, media, nesse estddio, aproximadamente 80-
150 um de diametro (Figura 50). O vacuolo era praticamente inexistente, sendo
substituido pela secrecao de mucilagem (Figura 50, seta), que comprimia o protoplasto
junto a parede celular. Em algumas células era possivel observar que a mucilagem, além
de apresentar um sistema de reticulos delgados, formava um sistema de lamelas mais
espesso situado paralelamente ao citoplasma (Figura 51, seta). O ntcleo apresentava-se
muito denso, mostrando elevada electrodensidade (Figuras 52). Os cloroplastidios eram
menos desenvolvidos que os de outras células vizinhas, caracterizados pela reducdo dos
graos-de-amido, tilacodides e grana (raros). Entretanto, estavam presentes muitas gotas
lipidicas no estroma (Figura 53). Continuava a presenga de muitos ribossomos no
citoplasma, como no estadio anterior. A atividade dos dictiossomos estava no seu apice,
sendo que varios estavam dispostos em diferentes dire¢des, liberando as vesiculas das
faces trans e mediana. As vesiculas aumentaram em volume e quantidade (Figuras 54 e
55), estavam repletas de mucilagem e eram direcionadas ao interior celular, onde a
membrana vesicular provavelmente se desintegrava, liberando seu conteudo (Figura 56,
seta maior). Era também observada uma maior electrodensidade nas extremidades das

cisternas dos dictiossomos (Figura 56). Vesiculas originadas do RER mantinham os
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ribossomos marginais distanciados pela expansao de seu lume, contribuindo com a
sintese protéica da mucilagem (Figura 56, seta menor). Algumas delas pareciam ser
originadas de uma dilatagdo das cisternas do dictiossomo, tendo como conseqiiéncia, a
aparente redu¢do do niumero de cisternas dessa organela (2-3) (Figura 57, seta). Muitas
vezes eram observadas vesiculas gigantes, ocupando, significativamente, o volume do
citoplasma (Figuras 58 e 59). Observou-se grande quantidade de RER distribuido pelo
citoplasma (Figura 59).

ESTADIO 3. A intensa secregdo de mucilagem ocorria a0 mesmo tempo que se
observava uma gradual degeneracdo do protoplasto. A célula atingia cerca de 180 um
de diametro. Os sistemas de membranas mostravam sinais de degeneragdao. Observou-se
um engrossamento nas lamelas pécticas da mucilagem que se distribuiam paralelas ou
proximas ao citoplasma, apresentando ramificacdes ou reticulagdo bem definida
(Figura 60, seta). A matriz do citoplasma era desfeita e as organelas restantes estavam
dispersas (Figura 61). A reducdo do tamanho do nucleo era perceptivel, apresentando
uma cromatina rarefeita, concentrando-se proxima a membrana, caracterizando, assim,
uma descromatizagdo nuclear (Figura 62). O nucleo possuia zonas em que as
membranas dilatavam-se, indicando sua degeneracao (Figuras 62 e 63, seta maior). Os
cloroplastidios possuiam a mesma morfologia do estadio 2, porém com as membranas
externas dilatadas (Figura 62, seta). O dictiossomo era bastante reduzido, com cerca de
trés cisternas que sofreram dilatacdo, ao mesmo tempo em que liberavam vesiculas
(Figura 63, seta menor). As microvilosidades das mitocondrias também comecavam a

dilatar-se, tornando a matriz menos densa.

ESTADIO 4. Esse estadio foi caracterizado pela degeneragdo do protoplasto. A célula
era preenchida por mucilagem e, em algumas regides, a parede celular tornava-se muito
eletrodensa (Figura 64). A mucilagem se apresentava em dois padrdoes morfoldgicos
conformacionais, inicialmente do tipo reticulado e, posteriormente, com lamelagao que
circunscrevia grandes areas reticuladas (Figuras 64 e 65, seta maior). Estavam
presentes, adjacentes a plasmalema, camadas definidas por bandas mais eletrodensas e
outras menos eletrodensas. Essas camadas foram atribuidas a resquicios
protoplasmaticos ou enovelados de membranas agregados as zonas persistentes da
plasmalema (Figura 65, seta menor). A face interna da parede celular apresentava

ondulagoes (Figura 66, seta) e, mesmo nas zonas menos contrastadas, observava-se
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maior electrodensidade nas paredes das células compartimentadas comparadas com as
paredes das células vizinhas. (Figura 66). A célula perdia sua forma poligonal inicial,
mas em folhas maduras dos individuos adultos, observava-se mais nitidamente essa
caracteristica, as quais se apresentavam retorcidas ou achatadas (Figura 67, seta),
normalmente unidas apenas com outra célula compartimentada vizinha em algumas
zonas da parede celular (Figura 68, seta menor). Quando contrastadas com
permanganato de potassio (KMnPOy,), as paredes celulares e as lamelas da mucilagem
tornavam-se muito eletrodensas, indicando alta concentracdo polissacaridica (Figura
68, seta maior). Nessas células, observava-se também uma camada mais eletrodensa
junto a parede celular, demonstrando, que, mesmo apds longos periodos (talvez meses
ou anos), as células compartimentadas poderiam manter os resquicios do sistema de
membranas protoplasmaticas comprimidas, como observado nas plantas jovens (Figura

69, setas).

Microscopia eletronica de varredura

Observou-se a secre¢do mucilaginosa das células compartimentadas maduras e
constatou-se que ela seria formada por um sistema principal de corddes mucilaginosos e
pequenos reticulos preenchendo toda a célula. Parecia haver mais de uma deposicao

lamelar, constituindo este sistema (Figuras 70, 71 e 72).

Em resumo, os quatro estadios de desenvolvimento das células
compartimentadas se caracterizaram pela reducdo do volume do protoplasto a medida
que a mucilagem péctica foi depositada entre o vactolo e citoplasma, até que essas
células atingissem grande volume e perdessem sua forma poligonal, ocorrendo a
degeneracgdo do citoplasma e nucleo. Estas etapas estdo sumariadas na Figura 73, onde
nao foi considerada a propor¢ao das estruturas, com a finalidade de destacar a atividade

das organelas mais representativas durante a secrecao.

Discussdao

Organizacgdo do meristema apical caulinar em L1, L2 e L3
Conforme os dados de Griffith (1952), as espécies de Araucaria estudadas

apresentavam uma organizacdo do tipo tinica e corpo, sendo que A. bidwillii e A.
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araucana, possuiam duas camadas de tinica, o mesmo observado para 4. angustifolia
no presente trabalho. Entretanto, aqui foram adotados os termos L1 e L2 (Bowman e
Eshed 2000) para se denominarem as duas camadas de tinica referidas por Griffith, e
como L3, aquela que corresponde ao corpo. Assim como descreveu Griffith (1952) para
outras espécies desse género, a L2 também originaria os primddios foliares em A.
angustifolia. Trabalhos de revisdo sobre o meristema caulinar em gimnospermas
(Gifford e Corson 1971, Brunkener 1977) sustentaram o mesmo tipo de organizagao

observado por Griffith (1952) nas espécies de Araucaria.

As células compartimentadas sdo células mucilaginosas

Ao longo da maturacdo foliar, observou-se que o desenvolvimento das células
compartimentadas ocorria rapidamente. O estadio 2 era o mais longo e se iniciava ainda
no apice caulinar com intensa secre¢do de mucilagem, até um pouco abaixo da por¢ao
mediana do caule das plantas jovens de 4 meses de idade. Préximo a base do caule,
podia-se observar que a degeneragdo protoplasmadtica era muito répida, alcancando,
posteriormente, a senescéncia dessas células. Isso significaria que a morte celular das
células compartimentadas ocorria quando a planta ainda era jovem, entretanto, sem
ocorrer a dissolucdo e reabsorcao celular, mesmo em folhas de maior longevidade, no
caso dos individuos adultos.

No estadio 1 em MET, as células compartimentadas comegavam a aumentar o
volume significativamente, sendo a primeira caracteristica que se poderia distinguir de
uma célula parenquimatica do mesofilo, pois com relagao ao citoplasma e organelas nao
havia indicagdes morfoldgicas de sua diferenciacdo. Além disso, quase todo seu
desenvolvimento podia ser observado muito proximo as regides meristematicas, de
maneira gradual ou seqiiencial, ou seja, acompanhando a maturidade foliar. Em geral,
cé¢lulas mucilaginosas também apresentam essas caracteristicas nos estadios iniciais
(Trachtenberg e Fahn 1981, Bakker et al. 1991 e Bakker e Gerritsen 1992). De acordo
com Gregory e Baas (1989), forma e tamanho de células mucilaginosas poderiam variar,
consideravelmente, entre as espécies. Em Cinnamomum burmanni Bl. o maior didmetro
medido chegava, aproximadamente, a 21 um (Bakker et al. 1991), 90 um em Hibiscus
schizopetalus (Mast.) Hook.f. (Bakker e Gerritsen 1992) e 180 um em Araucaria
angustifolia. Mesmo que praticamente todo o desenvolvimento dessas células seja
observado proximo as regides meristematicas, nem sempre ¢ seqiiencial, como

observado em Araucaria angustifolia. Trachtenberg e Fahn (1981) observaram que
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células imaturas de mucilagem de Opuntia ficus-indica (L.) Mill. ocorriam juntamente
com células maduras na regido apical do caule. O mesmo era observado para algumas
espécies de Cinnamomum, inclusive no mesofilo foliar (Bakker et al. 1991). Em
Opuntia polyacantha Haw., Mauseth (1980) descreveu que o desenvolvimento dessas
células era muito rapido, pois as folhas tinham longevidade curta. Mesmo assim, o autor
também distinguiu um desenvolvimento ndo-seqiiencial para as células mucilaginosas.
O mesmo padrdo de desenvolvimento das células compartimentadas em Araucaria
angustifolia havia sido descrito, anteriormente, para as células mucilaginosas de Aloe
arborescens Mill. (Trachtenberg 1984) e Hibiscus schizopetalus (Bakker e Gerritsen
1992), ou seja, era seqiiencial, acompanhando a maturidade foliar.

A distribuicao das células compartimentadas parecia ao acaso quando as folhas
eram secionadas transversalmente. Entretanto, em se¢des paradérmicas, observou-se
nitidamente que essas células estavam arranjadas em corddes como ja descrito por
Mastroberti e Mariath (2003b). Esse tipo de distribuicao s6 estava presente em Hibiscus
schizopetalus (Bakker e Gerritsen 1992).

Células de mucilagem secretam, principalmente, polissacarideos e ocorrem em
diversos grupos de plantas. A morfologia dessas células varia na forma de idioblastos
solitarios, tricomas, ductos ou cavidades (Fahn 1979, Kronestedt-Robards e Robards
1991).

Com base nessas caracteristicas gerais e nos dados ultraestruturais, constatou-se
que as células compartimentadas de Araucaria angustifolia possuiam semelhancas
citologicas e de desenvolvimento, comparadas com os idioblastos de mucilagem
solitarios de algumas familias de dicotiledoneas, como Cactaceae (Trachtenberg e Fahn
1981), Lauraceae (Bakker et al. 1991) e Malvaceae (Bakker e Gerritsen 1992). Nem
todas as células mucilaginosas apresentam as mesmas caracteristicas citologicas,
entretanto, sao observadas semelhangas com relagcdo ao desenvolvimento, as organelas e
a localizacdo no tecido, seja ele foliar ou caulinar. A Tabela 3 demonstra,
resumidamente, as principais diferencas e similaridades entre as células
compartimentadas e células de mucilagem ocorrentes em algumas familias de
dicotiledoneas e uma de monocotiledonea.

Outra caracteristica observada nas células compartimentadas, comum também
em células mucilaginosas, era a precocidade da formagdo de um grande vactolo, ndo

observado em células parenquimaticas na mesma fase de desenvolvimento foliar. Em
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Hibiscus esculentus Pods., entretanto, o desenvolvimento desse tipo de vactiolo aparecia
durante a fase de secre¢ao (Mollenhauer 1967).

A cromatina nuclear mais densa em células compartimentadas imaturas foi
observada apenas em Araucaria angustifolia. Outros autores ndo fizeram mengao dessa
caracteristica em células mucilaginosas, apenas que o nuacleo aumentaria
significativamente suas dimensdes nas células secretoras dos tricomas de Psychotria
bacteriophila Val. (Horner e Lersten 1968).

No estadio 2, as células compartimentadas apresentavam, como caracteristica
marcante, cloroplastidios de morfologia diferente daqueles ocorrentes nas células
parenquimaticas. Inicialmente, os cloroplastidios também possuiam grandes graos-de-
amido como nas células vizinhas. Entretanto, podia-se observar que, mesmo nas folhas
imaturas, essas organelas eram quase insignificantes, com tilacoides e grana reduzidos
nas células compartimentadas. O mesmo ocorre para todas as células de mucilagem das
espécies estudadas, mencionadas acima. Inclusive nas células mucilaginosas de Aloe
arborescens Mill., onde Trachtenberg (1984) acreditou que o recurso para a sintese de
mucilagem seria oriundo dos graos-de-amido presentes nos cloroplastidios. Nao ¢ dificil
explicar a razdo para essa redugdo. A principal fun¢do desses idioblastos ndo seria
fotossintética, como as demais células do mesofilo (Dickison 2000). Monteiro et al.
(1977) observaram que os cloroplastidios das células compartimentadas eram raros e de
tamanho reduzido. Baseado nas andlises estereologicas de Mauseth (1980) para Opuntia
polyacantha e Trachtenberg e Mayer (1981c) para Opuntia ficus-indica, os
cloroplastidios das células mucilaginosas poderiam ter em média 2,32% do volume no
citoplasma, contra 23,9% das células parenquimaticas no mesofilo. Para esse género,
gotas de Oleo eram raras nas células de mucilagem, mas para as células
compartimentadas, essa quantidade tendia a aumentar ao longo do desenvolvimento
celular. A presenca de grande quantidade de gotas lipidicas em plastidios esta associada
aos cromoplastidios, considerados como ndo-fotossintetizantes ativos (Clowes e Juniper
1968). Com a degeneracdo das organelas, essas gotas de 6leo poderiam ser outra fonte
de energia para o processo de secre¢do, uma vez que os cloroplastidios das células
compartimentadas persistiam até muito proximas a morte celular e ndo possuiam,
provavelmente, uma fung¢do fotossintética.

O citoplasma na etapa de inicio de secre¢do era bastante organizado, possuindo
mitocondrias em grande quantidade, que aumentavam de volume, permanecendo nesse

estado durante quase todas as fases observadas em MET. A quantidade de mitocondrias
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poderia ser explicada pela necessidade de energia para o transporte € processos
biossintéticos dentro da célula, principalmente, na fase de secrecdo. Bakker e Gerritsen
(1990) e Bakker et al. (1991) ndo descreveram sobre as mitocondrias das células
mucilaginosas de Cinnamomum e Annona, ¢ a grande quantidade dessa organela
observada no género Opuntia ndo era significativa em comparagdo as cé€lulas vizinhas,
conforme as analises esterecoldgicas de Mauseth (1980). Com base nesses resultados, o
autor sugeriu que as mitocondrias nao tinham fun¢do direta como fonte de energia para
a secre¢do de mucilagem em idioblastos solitarios, embora estudos efetuados em
tricomas de Inula viscosa L. (Aiton) (Werker ¢ Fahn 1981), tenham descrito sobre essa
participacdo das mitocondrias na secrecdo. Segundo esses autores, a dupla membrana
seria rompida, onde pequenas vesiculas eram detectadas proximas a essa regido,
sugerindo envolver as mitocondrias na sintese de resinas e gomas.

Caracteristicas do SER e o RER nas células compartimentadas e nas de
mucilagem pareceram semelhantes. Inicialmente, a dilatagdo do SER formava pequenas
vesiculas. Esse evento ¢ comum em quase todas as células parenquimaticas (Dickison
2000). O que ocorria nas células compartimentadas era a participagdo do SER, além do
Golgi na formagao inicial do espago que seria preenchido pela mucilagem, através de
vesiculas que pressionavam o tonoplasto para o interior celular. Foi observado que em
Opuntia ficus-indica a dilatagdo do SER também resultou na formacdo de pequenas
vesiculas, a0 mesmo tempo em que comecava a reducdo do vactiolo central devido ao
aumento da secrecdo de mucilagem. Esses pequenos vacuolos estariam auxiliando no
transporte de material a ser secretado entre a plasmalema e a parede celular
(Trachtenberg e Fahn 1981). A grande quantidade de ER, bem como o conceito de ser o
"maior sistema de membranas" e atuar como recurso para outras organelas, deixaria
claro a participagdo, mesmo que indireta, do processo de secre¢do da mucilagem.
Horner e Lersten (1968) j4 haviam descrito essa participagdo do ER nos tricomas de
Psychotria bacteriophila e Meyberg (1988) em Nymphoides peltata (Gmel.) Kuntze.
Entretanto, as andlises estereologicas realizadas por Trachtenberg e Mayer (1981c)
demonstraram que o aparente aumento de RE ndo seria significativo, mas indicaram
significancia no volume e area do RER. Nas células compartimentadas, o RER também
aumentava em quantidade e participava da secrecdo, liberando vesiculas revestidas com
ribossomos em dire¢do a mucilagem.

Como descrito acima, é notdrio que na grande maioria das células, tricomas ou

’ .

cavidades de mucilagem, a secre¢do mucilaginosa ¢ sintetizada no Golgi e liberada
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através de vesiculas (Fahn 1979), mesmo com a participacdo indireta de outras
organelas, como o RE, j4 mencionadas acima. Nas células compartimentadas, observou-
s€ 0 mesmo.

Para a maioria das células mucilaginosas ja estudadas (Mollenhauer 1967,
Bouchet 1971 e 1973, Trachtenberg e Fahn 1981, Trachtenberg 1984, Bakker et al.
1991, Bakker e Gerritsen 1992), a secrecdo se acumula entre a parede celular e a
plasmalema, pressionando o protoplasto para o interior celular, juntamente com o
vacuolo central. Posteriormente, o protoplasto degenera, observando-se apenas alguns
resquicios, tornando-se uma massa mais eletrodensa quando observada em MET. Nas
células compartimentadas, ao contrario, o acumulo da secrecdo localizava-se entre o
vacuolo e o citoplasma. O citoplasma era pressionado contra a plasmalema e parede,
tornando-se rarefeito pela degeneragdo de membranas. O vactolo era restrito a por¢ao
mais interna da célula, vindo a desaparecer. Os resquicios do protoplasto também
apareciam mais electrodensos em MET. Essa comparacao da rota de secre¢ao entre uma
célula mucilaginosa e uma célula compartimentada esta sumariada na Figura 74.

Em células mucilaginosas, o nimero de cisternas dos dictiossomos em média ¢é
de 6 a 8 ¢ pode chegar a 16 ou 18 cisternas, além de alta atividade na fase de secre¢ao.
Trachtenberg ¢ Mayer (1981c¢) acreditaram que, inicialmente, o SER era abundante e
participava do aumento das cisternas dos dictiossomos. Quando a secre¢do alcancava o
seu apice, a quantidade de RE decrescia rapidamente. Embora alguns autores tenham
descrito que o nuimero de dictiossomos das células mucilaginosas aumentava com
relagdo aos das células parenquimaticas (Bakker ef al 1991, Bakker e Gerritsen 1992),
Mauseth (1980) e Trachtenberg e Mayer (1981c), através das andlises estereologicas,
comprovaram que o aumento em numero nao foi significativo. Existia, de fato, uma
maior atividade do Golgi, segundo esses autores.

Os dictiossomos nas células compartimentadas se caracterizavam por serem
muito ativos na fase de secre¢@o. Nao eram hipertroficos, como na maioria das células
de mucilagem, mas as vesiculas que eram liberadas aumentavam muito de tamanho,
comparadas com o comportamento da organela em células parenquimaticas vizinhas. O
conteudo dessas vesiculas era reticulado, muito semelhante & mucilagem secretada, o
que deixa evidente sua participa¢do na secrecao.

Nem sempre o Golgi foi descrito como o responséavel pela liberacdo de vesiculas
com formacao de mucilagem. Kristen et al. (1982) encontraram uma direta liberagao de

polissacarideos e proteinas pelos componentes tubulares do ER em Isoetes lacustris L..
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Trachtenberg (1984), estudando a secrecdo de mucilagem em Aloe arborescens,
encontrou polissacarideos e mudancas estruturais, principalmente nos cloroplastidios de
folhas jovens. Em folhas maduras, evidéncias de secre¢do foram encontradas na
plasmalema. Como o dictiossomo ndo era hipertréfico e ndo estava presente em grande
quantidade, o autor acreditou que essa organela ndo seria a responsavel pela producao
de polissacarideos que fariam parte da mucilagem. O amido e outros agucares dos
cloroplastidios seriam o recurso para a producao dessa secrecdo liberada no citoplasma
e, entdo, vesiculas da plasmalema envolveriam o material, levando-o para o vacuolo.
Yakovleva (1988) também registrou a ocorréncia de mucilagem nos vacuolos
em 13 espécies de diversas familias. De acordo com a revisdo de Gregory e¢ Baas
(1989), algumas observacdes sobre vactiolos mucilaginosos mereceriam uma andlise

mais critica, devido a falta de estudos ontogenéticos e ultraestruturais.

As células compartimentadas sofrem o processo de morte celular programada

A degeneracdo protoplasmatica ja havia sido descrita para a maioria das células
mucilaginosas, como em Opuntia ficus-indica € O. polyacantha (Trachtenberg e Fahn
1981, Mauseth 1980), Aloe arborescens (Trachtenberg 1984), Cinnamomum burmanni
(Bakker et al. 1991, Bakker e Gerritsen 1989), Hibiscus schizopetalus (Bakker e
Gerritsen 1992), etc. Esses sdo exemplos de células solitarias, pois muitos idioblastos de
mucilagem em tricomas nao apresentam esse processo, visto a continuidade de secrecdo
para o exterior até mesmo apds atingir a maturidade celular. E o caso de tricomas de
Inula viscosa (Werker e Fahn 1981) e Nymphoides peltata (Meyberg 1988). Entretanto,
em alguns tipos de tricomas, a morte celular ¢ essencial para a especializacdo dessas
células (Greenberg 1996, Pennel e Lamb 1997).

A morte celular programada em plantas foi estudada por Jones e Dangl (1996),
Greenberg (1996) e Pennel e Lamb (1997), reforcando o importante papel desse
processo na xilogénese, reproducdo, senescéncia e na defesa contra o ataque de
patogenos.

Esse processo estd envolvido na eliminagdo seletiva de células, necessaria para o
crescimento e sobrevivéncia, ocorrendo em pequenas areas ou em grande escala no
corpo da planta. No caso de elementos traqueais, a degeneragdo ocorre apenas no
protoplasto, cuja fun¢do estd na conducdo de agua apods a “morte”, sem eliminacao
celular (Jones e Dangl 1996). As células compartimentadas sofriam esse tipo

apoptotico.
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As caracteristicas morfoldgicas que evidenciam a morte celular programada ou
apoptose ¢ a condensagdo e a marginalizacdo da cromatina no nucleo, denominada
também de heterocromatina por Buzek et al. (1998), degeneragdo do citoplasma
(sistemas de membranas) e fragmentacdo do DNA. Ning et al. (2002), através do
método de hibridizagdo in situ e Candra et al. (2002) comprovaram diferencas
morfoldgicas e bioquimicas nos cromossomos, revelando a condensagdo da cromatina e
sugerindo a morte celular programada em algumas espécies de Liliaceae. Durante o
estadio 3 das células compartimentadas, foi observado que o nucleo apresentava uma
fase de descromatizagdo e dissociacdo da membrana nuclear, evidenciando,
morfologicamente, o processo de morte celular.

Virios elementos estdo sendo estudados para a compreensdo bioquimica desses
eventos e, principalmente, quem sdo os reguladores da morte celular programada.
Greenberg (1996) e Matile (1997) descreveram sobre a participagdo do vactolo na
morte celular programada, sendo que este ultimo sugeriu que certas proteinas no
citoplasma degenerariam os fosfolipidios do tonoplasto, liberando endonucleases para a
fragmentacdo do DNA nuclear, assim como compostos toxicos e hidrolases.

Inumeros trabalhos em tecido animal relacionaram as proteinas quinases como
indutoras da morte celular programada. Utz e Anderson (2000), em um trabalho de
revisdo sobre eventos apoptdticos, descreveram que as quinases € outras proteinas de
sinalizagdo atuariam como perfeitos reguladores na decisdo da vida ou morte das
células. Em plantas, Raven et al. (1999) descreveram que proteinas quinases sdo uma
classe de enzimas que podem ser ativadas pelo Ca’ ou outros mensageiros secundarios.
As proteinas quinases poderiam modificar as proteinas “alvo” (“target proteins™) pela
transferéncia de grupos fosfato para certos aminoacidos dessa proteina (fosforilagdo),
alterando sua atividade. Essas proteinas “modificadas” contribuiriam para uma
diversidade de respostas celulares a determinados hormonios (auxinas e citoquininas).
Dessa forma, uma célula programada para morrer teria esses hormdénios modificando a
conformagio dos canais de ions como Ca™", K" ¢ H'. Conseqiientemente, o potencial de
membranas também ¢ alterado, possibilitando uma futura degeneragdo no sistema de
membranas da célula (Matile 1997). A degeneragdo de membranas em células
apoptoticas foi observada por Obara et al. (2001) e Yu et al. (2002), os quais
descreveram que o tonoplasto seria a primeira membrana a sofrer rupturas, liberando
enzimas que favoreceriam a despolarizacao de outros sistemas de membranas, inclusive

a rapida degeneracao do nucleo (em torno de 10 a 20 minutos). Entretanto, nenhum
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adensamento na cromatina foi observado por esses autores. Haveria indicacdo que a
ruptura do vactolo ativaria a degeneracdo nuclear, caracterizando um tipo Unico de
morte celular programada.

Nas células compartimentadas, o vacuolo central sofria uma drastica reducao
durante a fase de secre¢do, sendo pressionado para o interior celular até sua completa
degeneracdo. As enzimas liberadas para a secrecdo mucilaginosa poderiam atuar no
processo de autdlise das organelas, a medida que a mucilagem preencheria a célula.

Uma outra evidéncia apoptotica foi observada por Sineonova et al. (2000) em
cloroplastidios de Nicotiana tabacum L., os quais detectaram uma redug¢do ou
degeneracdo total dos tilacdides durante a senescéncia das folhas. Nas células
compartimentadas observou-se o mesmo, cujos cloroplastidios sofriam grandes
alteracdes, como a reducdo tanto dos grana, como dos tilacdides.

Esses eventos, como a redu¢do do vactolo e dos tilacdides nos cloroplastidios,
os quais antecediam a descromatizagdao da cromatina e a dilatacdo da membrana nuclear
nas células compartimentadas, poderiam ser atribuidos ao mesmo modelo apoptdtico
que aquele proposto por Sineonova et al. (2000) e Obara et al. (2001).

O ntimero de células compartimentadas, aparentemente, decrescia pelo aumento
de volume da se¢do foliar e diferenciacdo dos diferentes tecidos. Entretanto, o que se
comprovou ¢ a permanéncia delas com um aspecto comprimido, conforme relatado
anteriormente, caracterizando a senescéncia desse tipo celular. Por outro lado, o nimero
de células mucilaginosas em Malvaceae parece ampliar, ¢ em Chlaenaceae, essas
células tendem a desaparecer com a maturidade da planta (Gregory e Baas 1989).

No estadio 4, as células compartimentadas, apds a morte celular, apresentavam
resquicios protoplasmaticos, assim como as células mucilaginosas de Lauraceae e
Malvaceae, (Bakker et al 1991 e Bakker e Gerritsen 1992). O protoplasto sofre
completa degeneracdo nas células mucilaginosas de Opuntia ficus-indica e O.
polyacantha (Mauseth 1980, Trachtenberg e Fahn 1981). A descrigdo de células
mucilaginosas anucleadas na maturidade ¢ comum (Gregory e Baas 1989), entretanto,
nada se sabe sobre uma possivel ocorréncia de morte celular programada para essas

células.

Implicagoes da auséncia de uma camada de suberina nas células compartimentadas
As paredes de algumas células mucilaginosas, como Hibiscus schizopetalus, se

rompem, formando canais mucilaginosos (Bakker e Gerritsen 1992). Esse evento
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poderia estar relacionado a auséncia de uma camada de suberina adjacente a parede
celular, como ocorre em espécies de Lauraceae (Bakker e Gerritsen 1989) e
Annonaceae (Bakker e Gerritsen 1990). A camada de suberina, segundo os autores, teria
a funcdo de prevenir o escoamento da mucilagem no tecido circundante. Outros autores
sugeriram que essa camada poderia impedir a perda de agua (Botha et al. 1982, Bakker
e Baas 1993) ou contra o estresse sob baixas temperaturas (Kolattukudy 1984). Assim
mesmo, em Cinnamomum burmanni (Lauraceae) foi demonstrado que a parede softria
uma pequena quebra, permitindo a penetragdo de mucilagem na célula vizinha
parenquimatica (Bakker et al. 1991). Apesar de terem sido observadas camadas em
bandas mais ou menos eletrodensas adjacentes a plasmalema na maturidade das células
compartimentadas, os testes histoquimicos realizados ndo demonstraram a presenca de
suberina, que deveria estar presente na por¢ao apoplastica da célula. Essas bandas mais
claras e escuras foram interpretadas como sucessivas deposi¢cdes de resquicios
protoplasmaticos ou enovelados de membranas. A auséncia desta camada poderia estar
relacionada a uma maior deformacdo da célula compartimentada, através da ondulacdo
da parede celular e aumentando os espacos intercelulares, pois ndo se observaram

rompimentos na parede, como em Hibiscus schizopetalus (Bakker e Gerritsen 1992).

Uma rota de secregcdo menos especializada nas células compartimentadas

Como se observou anteriormente, as rotas de secrecdo de mucilagem pareciam
variar. Normalmente, a secrecdo em células de mucilagem € por exocitose, onde as
vesiculas preenchidas com mucilagem liberadas do Golgi direcionam-se a plasmalema,
liberando o conteudo entre esta e a parede celular, com auxilio do ER ou ndo. No caso
dos idioblastos solitarios, a mucilagem ocupa toda a célula e assim permanece. Em
tricomas, ductos, cavidades e células epidérmicas diferenciadas em idioblastos, a
mucilagem secretada ¢ liberada para o meio externo (Fahn 1979, 1987). Entretanto, as
células compartimentadas de Araucaria angustifolia e as células mucilaginosas de Aloe
arborescens (Trachtenberg 1984) pareciam ndo seguir um trafego de vesiculas por
exocitose, pois em Aloe arborescens, essas células tinham sua secrecdo transportada de
vesiculas da plasmalema para o vactolo, enquanto que nas células compartimentadas, a
secrecdo era liberada, através de vesiculas do Golgi, entre o citoplasma e o vactolo, ou
melhor, em uma dire¢do preenchendo o protoplasto, pressionando-o em dire¢ao parietal;
e em outra direcdo, reduzindo o vactiolo. Em primeira instancia, a secrecao das células

mucilaginosas de Aloe arborescens parecia seguir o transporte por endocitose;
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entretanto, ndo comprovado, uma vez que as organelas envolvidas na endocitose, como
vesiculas revestidas por clatrina e corpos multivesiculares, ndo foram observadas no
trabalho de Trachtenberg (1984). Além disso, o papel mais importante da endocitose ¢ a
reciclagem e o reparo da plasmalema, através da eliminacdo de materiais por vesiculas
oriundas desta, passando por organelas especificas e liberando seu contetido no vacuolo
(Fowke et al. 1991, Battey et al. 1999). O mesmo problema ocorre para as células
compartimentadas de Araucaria angustifolia, cuja rota poderia ser considerada como
menos especializada. Battey er al. (1999), ao estudarem essas rotas vesiculares em
diversas plantas, argumentaram que uma vesicula poderia ser transportada por
exocitose, endocitose ou limitada a outros destinos diferentes do que a membrana
plasmatica, sendo esta ultima rota uma caracteristica diferente da célula animal. Além
disso, a rota do trafego de vesiculas varia muito de acordo com as necessidades da
célula e estddio de desenvolvimento. Ha ainda muito que compreender sobre o papel
desempenhado pela exocitose e endocitose no desenvolvimento vegetal, conforme esses

mesmos autores.

Caracteristicas morfologicas e quimicas da mucilagem

A mucilagem das células compartimentadas se caracterizava pela formagdo de
lamelas pécticas, envolvendo uma rede mucilaginosa, ndo formando compartimentos,
conforme as descrigoes de Bamber ef al. (1978). Essa constitui¢ao seria semelhante ao
encontrado em células mucilaginosas de Opuntia ficus-indica (Trachtenberg e Fahn
1981) e células epidérmicas mucilaginosas de Hibiscus schizopetalus. Johnson e
Thurston (1972), Mauseth (1980) e Bakker e Gerritsen (1989) descreveram que a
mucilagem parecia se agregar em corddes, embora ha duvidas com relagdo a Opuntia
polyacantha descrita por Mauseth (1980). Seria possivel que as descri¢des para explicar
a forma de lamelas ou corddes seriam, na verdade, semelhantes, pois em microscopia
eletronica de varredura, a deposicdo de lamelas de pectinas descritas para as células
compartimentadas parecia ter, em determinado angulo, forma de corddes.

O termo “mucilagens pécticas” foi descrito por Frey-Wyssling (1976) e
mencionado por Bredenkamp e Van Wyk (1999), para diferenciar idioblastos de
mucilagem e células com parede mucilaginosa encontradas em Passerina
(Thymelaeaceae). A mucilagem das células compartimentadas parece se adequar ao

termo “mucilagem péctica” mencionado por Bredenkamp e Van Wyk (1999).
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A secrecao, de muitas células mucilaginosas ¢ composta por acidos complexos
e/ou polissacarideos neutros de alto peso molecular, contituido, basicamente, por
pectinas, proteinas (Fahn 1987) e taninos, presentes principalmente em células
epidérmicas (Gregory ¢ Baas 1989).

Na realidade, a constituicdo quimica das mucilagens ¢ muito complexa, pois
varia conforme a estrutura secretora (células solitarias, tricomas, ductos, cavidades),
desempenhando, por sua vez, diferentes fungdes. Geralmente sdo descritas como
heteropolissacarideos, variando o contetido de acidos urdnicos, associados a sais de
calcio ou magnésio e formando géis. Nos vegetais superiores, a base para sua
composi¢do sdo as substancias pécticas. As carragenas e agaroses sao encontradas nas
algas e bactérias, assim como os alginatos e xantanas (Guignard 1985, Bruneton 1993).

Trachtenberg e Fahn (1981) descreveram que em Opuntia ficus-indica, nao
havia presenca de proteinas, efetuando o teste de Coomassie Blue. Para Trachtenberg e
Mayer (1981b), a mucilagem nas células de Opuntia ficus-indica seria constituida de
polissacarideos 4cidos com sais de cdlcio e magnésio (este em menor quantidade). A
falta de nitrogénio e aminodcidos comprovou a auséncia de proteinas. Segundo os
autores, os componentes mais comuns da mucilagem em diversas espécies de Opuntia
sdo: arabinoses, galactoses, ramnoses e acidos galacturonicos. Em Opuntia fulgida
Engelm. encontrou-se também xilose, e em Aloe vera L., detectou-se manose (Roboz e
Haagen-Smit 1948).

Johnson e Thurston (1972) observaram que as células mucilaginosas
epidérmicas de Tragia ramosa Torr. (Euphorbiaceae) reagiam positivamente ao PAS,
Vermelho de Ruténio e Azul do Nilo. Eles sugeriram que a secre¢do ¢ o resultado da
quebra de compostos da parede celular, contendo uma mistura de carboidratos
insoluveis, substancias pécticas e fosfolipidios. Willats et al. (2001) observaram os
polissacarideos pécticos na mucilagem secretada pelas sementes de Arabidopsis
thaliana (Brassicaceae), através da reagdo ao Vermelho de Ruténio. Com a utilizacao de
Calcofliior, constataram a presenca de celulose. Entretanto, essa mucilagem era
secretada para o meio externo, sendo muito comum encontrar compostos de parede
celular das sementes na secre¢dao, como a celulose, visto o rompimento da mesma.

Em células de mucilagem solitarias ndo ¢ comum a presenga de celulose,
conforme observado também nas células compartimentadas em Araucaria angustifolia,

mesmo porque ndo havia secre¢do apoplastica ou para o meio externo.
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Como atuariam as células compartimentadas?

Segundo Trachtenberg e Mayer (1981a), ha uma relagao funcional entre células
de mucilagem e cristais de oxalato de célcio, verificada através de estudos
estereoldgicos. Varias andlises envolvendo as células mucilaginosas permitiram a estes
autores concluirem que os cristais de oxalato de calcio presentes em idioblastos de
Opuntia contribuiam com o calcio livre encontrado na mucilagem de algumas espécies
desse género (Trachtenberg e Mayer 1982a, 1982b). Entretanto, ndo foram encontradas
descrigdes a respeito da presenca de cristais relacionados com células mucilaginosas em
outras familias estudadas, como Lauraceae (Bakker et al. 1991) e Malvaceae (Bakker e
Gerritsen 1992), assim como em Araucariaceae (células compartimentadas) (Bamber et
al. 1978, Burrows e Bullock 1999, Mastroberti e Mariath 2003b).

Existem muitas fungdes atribuidas as células de mucilagem: adesivo para
dispersao de sementes, regulacdo da germinagdo, captura de insetos pelas plantas
carnivoras, lubrificante do apice radicular em crescimento € como armazenadoras de
agua, além de outras ainda ndo descritas (Fahn 1987).

De acordo com Esau (1965) e Fahn (1979), polissacarideos contribuiriam para a
resisténcia a seca. E notério que as pectinas possuem uma natureza hidrofilica, e essas
substancias sdo a base da composicao de mucilagem, conforme descrito acima.

A capacidade de envolver a agua estaria na forma de acidos livres e sais de
calcio. Entretanto, conforme os dados de Trachtenberg e Mayer (1982b) para Opuntia
ficus-indica, ndao houve qualquer mudanca desses compostos quando efetuadas
alteracoes induzidas na umidade relativa do ar. Portanto, o envolvimento hidrico da
mucilagem ndo explicaria a tolerancia ou resisténcia a seca. A mucilagem poderia
contribuir contra danos em regides de baixa temperatura ou congelamento, como foi
sugerido por Clarke et al. (1979).

A func¢ao de economia de agua, principalmente em suculentas e plantas de zonas
aridas e semi-aridas, deveria ser repensada segundo Trachtenberg e Mayer (1981a). Os
autores descreveram que a capacidade da mucilagem de reter 4gua estaria na presenca
do célcio. A interagdo com calcio causaria a formacdo de pequenos volumes
hidrodinamicos em solugdo e géis mais fortes ou resistentes. A mucilagem teria um
efeito quelante ou tamponante do calcio, atribuindo uma funcdo mais voltada ao
controle deste ion do que armazenamento hidrico.

Nas células compartimentadas, entretanto, pectinas eram abundantes na maioria

dos estadios de desenvolvimento, e o resultado obtido através da utilizacao do tragador
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apoplastico HPTS indicou que essas células teriam um importante papel fisioldgico no
armazenamento € na translocacdo de dgua, também através da distribuicdo seriada
dessas células.

Araucaria angustifolia ¢ uma espécie xeromorfica que vive em regides de clima
temperado chuvoso, onde as temperaturas do més mais frio estdo entre 18°C e -3°C e a
média da temperatura do més mais quente ¢ de 27°C (Mattos 1994). Seria possivel que
a mucilagem das células compartimentadas também desempenhassem uma fungao
contra o estresse de temperatura, conforme sugerido por Clarke et al. (1979), mas por
localizarem-se em regides umidas, se diferenciam das funcdes das células
mucilaginosas de Cactaceae, as quais situam-se, predominantemente, em regides aridas.
O resultado obtido com o tragador apoplastico evidenciou a captagdo hidrica (umidade
do ar) por canais da epiderme, que chegava as células compartimentadas preenchendo-
as de agua, funcionando, portanto, como regulador hidrico nos periodos desfavoraveis,
como o frio, ou para o estabelecimento da planta ao ambiente, quando ainda ¢ muito

jovem. Talvez, por isso, essas células se diferenciem tao rapidamente.

Relagoes evolutivas das células compartimentadas

Como descrito anteriormente, Botha et al. (1982) e Bakker e Baas (1993)
sugeriram que a camada de suberina em células mucilaginosas poderia impedir a perda
de agua ou atuar contra o estresse sob baixas temperaturas (Kolattukudy 1984).
Entretanto, a falta da camada de suberina foi considerada uma caracteristica
sinapomorfica, segundo Bakker e Gerritsen (1992), ndo explicando essa auséncia nas
células compartimentadas de Araucaria angustifolia. Contudo, considerou-se que os
idioblastos de mucilagem solitarios antecederam, ao longo da evolugdo, a formagao de
ductos e cavidades e, posteriormente, na diferenciagdo de tricomas secretores (Fahn
1988). Seguindo essa linha de pensamento, faz sentido a ocorréncia desse tipo de
células solitarias em Araucaria, bem como em Lauraceae, cuja familia se encontra na
base do clado filogenético.

Na familia Araucariaceae, estas células estdo ausentes em Agathis. O género
Wollemia apresenta uma anatomia foliar de maior similaridade com Araucaria do que
com Agathis, possuindo, também, células compartimentadas no mesofilo (Burrows e
Bullock 1999). Entretanto, dois estudos moleculares demonstraram que Wollemia tem
relagdo mais proxima a Agathis do que Araucaria (Gilmore e Hill 1997, Stefanovic et

al. 1998). Em contraste, Setoguchi et al. (1998) demonstraram, em outro estudo
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molecular, que Wollemia derivou primeiro e, posteriormente, Agathis € Araucaria. Por
esse motivo, seria plausivel supor que o carater “célula compartimentada” poderia ser
uma sinapormofia para o clado Wollemia, Agathis e Araucaria, com uma reversao na

linha evolutiva de Agathis.
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Tabela 3. Principais diferencas e similaridades entre células de mucilagem de diferentes familias e células compartimentadas de Araucaria angustifolia

Espécie (familia) Caracteristicas Distribuicao Desenvolvimento Estrutura Composiciao quimica Local de Local de secrecio Funcao Camada de Cloroplastidios Golgi
gerais morfologica da basica da mucilagem sintese da da mucilagem suberina
mucilagem mucilagem
Opuntia ficus-indica -Numerosas -a0 acaso -Nao-seqiiencial -Lamelar -Polissacarideos ndo- -Golgi -Entre plasmalema e -Controle da -Ausente - Tilacéides -Hipertrofico
(Cactaceae) -1 Volume -Maioria dos estadios ocorre sulforados parede celular liberacdo do -l Gotas de 6leo e -T Atividade
no apice caulinar -Auséncia de proteinas calcio grana
(Trachtenberg e Fahn
1981)
Opuntia  polyacantha -Numerosas - a0 acaso -Nao-seqiiencial. -Fibrilar (?) -Polissacarideos -Golgi -Entre plasmalema e _ -Ausente -4 Tilacoides -Hipertrofico
(Cactaceae) -1 Volume -Maioria dos estadios ocorre parede celular -4 Gotas de 6leo -1 Atividade
no apice caulinar -Grandes vesiculas

(Mauseth 1980)

Cinnamomum -Numerosas - a0 acaso -Nao-seqiiencial. -Fibrilar (?) -Polissacarideos -Golgi -Entre plasmalema e B -Presente -d Tilacoides -Hipertréfico
burmanni (Lauraceae) -T Volume (21 -Maioria dos estddios ocorre parede celular -Graos-de-amido -1 Atividade
m) no apice caulinar persistentes -Numerosos
(Bakker e al.1991)  _vactiolo  central
desenvolvido
Hibiscus schizopetalus -T Volume (90 -Fileiras ou pares no -Seqiiencial. -Granular _ -Golgi -Entre plasmalema e _ -Ausente -4 Grios-de-amido  -Hipertréfico
(Malvaceae) pm) mesofilo e apice -Maioria dos estadios ocorre (mesofilo) parede celular -d Tilacéides -7 Atividade
-Vactolo central caulinar no apice caulinar -Lamelar -Numerosos
(Bakker e Gerritsen desenvolvido -Solitarias na  epi- (epiderme)
1992) derme
Aloe arborescens -Numerosas _ -Seqiiencial. -Granular -Polissacarideos, -Cloroplas- -Vacuolo -Armazenamento -Ausente -Grios-de-amido de -{ Nmero
(Liliaceae) -7 Volume (300 -Acompanha maturidade foliar principalmente amido  tidios (através -Entre plasmalema e de dgua grande volu-me
pim) do amido) parede celular - Tilacéides
(Trachtenberg 1984)  _vacliolo  central -Vesiculas
desenvolvido oriundas  da
plasmalema
Araucaria angustifolia -Numerosas -Fileiras -Seqiiencial. -Lamelar-reti- -Polissacarideos, -Golgi e RER  -Entre citoplasma e -Armazenamento -Ausente -1 Gotas de 6leo -1 Atividade
(Araucariaceae) -7 Volume (180 -Maioria dos estadios ocorre culado principalmente  pec- vactiolo de 4gua -l Tilacéides e - Grandes vesiculas
pm) no apice caulinar tinas e ténue presenca grana
Vactolo  central -Acompanha maturidade foliar de proteinas
desenvolvido

(-) auséncia de informagao (¥) reducdo (T) aumento
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Figuras 1-5. Microscopia optica (MO) em campo claro. Se¢do longitudinal do &pice caulinar de
Araucaria angustifolia. Inclusdo em hidroxietilmetacrilato.. Figura 1. Organiza¢do do meristema apical
caulinar demonstrando as camadas L1, L2 e L3. As setas indicam os primordios foliares. Figura 2.
Primordio foliar originado de divisdes periclinais e anticlinais (seta) da L2 (zona demarcada). Figura 3.
Alongamento do primordio foliar, através das divisdes periclinais da L2 (zona demarcada). Figura 4.
Secdo longitudinal das folhas imaturas no apice caulinar. A zona demarcada demonstra a diferenciagdo
basipeta das células compartimentadas. Figura 5. Detalhe da figura 4, demonstrando a diferenciagdo
ainda no apice caulinar ¢ a ocorréncia dessas células (seta) em grande quantidade .
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Figuras 6-9. MO em campo claro. Se¢fo transversal do 4&pice caulinar. Inclusdo em
hidroxietilmetacrilato. Figura 6. Por¢do apical do caule (S), demonstrando que as células
compartimentadas se diferenciavam rapidamente (setas), observando-se o estadios 1 (E1) e 2 (E2).
Figura 7. Inicialmente, o mesofilo indiferenciado ndo permitia distinguir as células comparetimentadas.
Figura 8. Estadio 1. Observou-se o inicio da secre¢do das células compartimentadas (setas), corando-se
levemente de purpura utilizando Azul de Toluidina. Figura 9. Estadio 1. Com Vermelho de Ruténio
observou-se uma reagdo muito ténue no citoplasma de algumas células (rosa), provavelmente, células
compartimentadas (seta).
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Figuras 10-15. MO em campo claro. Inclusdo em hidroxietilmetacrilato. Figura 10. Estadio 1. Célula
compartimentada iniciando secre¢do afastando o protoplasto (seta). N=Nucleo. Figura 11. Estadio 2.
Secdo transversal da folha. Células compartimentadas (setas) apresentando maior tamanho com relagdo
as células vizinhas. Figura 12. Detalhe da figura 11. Célula compartimentada na fase de secrecdo, onde a
mucilagem (Mu) preenchia quase todo o lume. A atividade de secre¢do se originava de regides
citoplasmaticas, direcionando-a ao interior da célula (seta maior), comprimindo a delimitagdo do vacuolo
(setas menores). Figura 13. Estadio 3. Secdo transversal da folha. As folhas apresentavam numerosas
células compartimentadas, entretanto, era rara a presenga de nucleos (setas). Figura 14. Detalhe da
figura 14. Célula compartimentada com citoplasma reduzido. Figura 15. Estadio 3. Observou-se uma
alta concentragdo de pectinas na mucilagem (setas) quando coradas com Vermelho de Ruténio.
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Figuras 16-17. MO em campo claro. Inclusdo em Spurr. Estadio 3. Figura 16. Sec¢do paradérmica,
demonstrando a distribui¢do seriada das células compartimentadas (setas). Figura 17. Célula
compartimentada ainda apresentando nucleo (N). A mucilagem apresentava-se lamelada (setas maiores)
e, as vezes, era observada a delimitagdo do vacuolo (setas menores). Figuras 18-20. MO em campo
claro. Inclusdo em hidroxietilmetacrilato. Estadio 4. Figura 18. Secdo transversal da folha basal da
planta jovem. Figura 19. A forma poligonal das células compartimentadas dava lugar a um contorno
amorfo. A mucilagem (Mu) formava um sistema lamelar mais desenvolvido. Figura 20. As paredes
onduladas eram também observadas nas células compartimentadas em folhas mais velhas de individuos
adultos (seta). Figura 21. MO em campo claro. Inclusdo em Spurr. Se¢do longitudinal da folha madura
do individuo adulto. Observou-se a descontinuidade das séries das células compartimentadas devido a
deformag@o na parede celular (setas).
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Figuras 22-24. MO em campo claro. Segdo transversal da folha. Estadio 4. Figura 22. Inclusdo em
Spurr. Detalhe de uma célula compartimentada na folha madura de um individuo adulto. Mucilagem com
sistema lamelar mais desenvolvido. Figura 23. Inclusdo em hidroxietilmetacrilato. Teste histoquimico
com Vermelho de Ruténio, demonstrando a presenga intensa de pectinas nas lamelas mucilaginosas da
célula madura. Figura 24. Material fresco. Teste histoquimico com Coomassie Blue. A reagdo positiva
na mucilagem, embora ténue, indicava a presenga de proteinas totais (seta). As células parenquimaticas
(PC) do mesofilo eram identificadas pela presenca de cloroplastos. Figura 25. MO em fluorescéncia
(filtro de excitagdo 340-380 nm). Inclusdo em hidroxietilmetacrilato. Se¢do transversal da folha. Teste
com Calcofluor, indicando a auséncia de celulose na mucilagem das células compartimentadas (CC).
Todas as paredes reagiam positivamente. Figura 26. MO em campo claro. Inclusdo em
hidroxietilmetacrilato. Sec¢do transversal da folha. Teste com Lugol em folhas imaturas (estadio 2).
Auséncia de amido na mucilagem das células compartimentadas. As células parenquimaticas vizinhas
possuiam maior numero de grios-de-amido (setas) nos cloroplastidios em compara¢do com os das
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Figura 27. MO em campo claro. Inclusdo em hidroxietilmetacrilato. Secdo transversal da folha. Estadio 4.
Os grios-de-amido estavam ausentes nas células compartimentadas maduras (CC). Figura 28. MO em
contraste interferencial. Inclusdo em hidroxietilmetacrilato. Se¢do transversal. As células
compartimentadas eram preenchidas com mucilagem (setas). Observou-se a reducdo do vacuolo (V).
Figuras 29-30. MO em fluorescéncia (filtro de excitagdo 340-380 nm). Secdo transversal do material
fresco da folha madura de uma planta jovem. Teste com o tragador apoplastico HPTS. Observou-se dois
planos de foco mostrando a passagem de agua (setas) da epiderme (ep) para as células compartimentadas ,
indicando a fung@o de armazenamento de agua pela mucilagem. Isso ndo ocorria nas demais células
parenquimaticas do mesofilo (PC).



Flguras 31-34 MlCI‘OSCOpla eletronlca de transmlssao (MET). Estadio lA Figura 31 Celulas
compartimentadas imaturas apresentando aumento de volume. Ntcleo de cromatina mais densa em relagéo
as células vizinhas. O vacuoma apresentava-se mais desenvolvido (setas). Figura 32. Ocorréncia de varias
mitocondrias (M), dictiossomos (D), reticulo endoplasmatico liso (SER) distribuidos pelo citoplasma e
graos-de-amido ocupando quase todo o volume do cloroplastidio sem tilacéides (P). V= vactolo. Figura 33.
As mitocondrias ndo apresentavam microvilosidades bem definidas. O dictiossomo era constituido por 6-8
cisternas. Observou-se a presenca de uma cisterna trans do dictiossomo (seta) de forma anelar, englobando
vesiculas. O reticulo endoplasmatico rugoso (RER) era curto e paralelo a plasmalema. Figura 34. Havia
formagdo de pequenos vacuolos oriundos do SER (seta maior), ao qual se fundiam ou eram englobadas
vesiculas dictiossomicas e corpos multivesiculares (setas menores).
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Figuras 35-36. MET. Estadio 1A. Figura 35. Dictiossomo (D) liberando muitas vesiculas (seta) em
direcdo a parede (CW), indicando crescimento celular. As mitocondrias (M) eram abundantes. Figura
36. Numerosos ¢ pequenos RER estavam dispostos paralelos & plasmalema (seta). Figuras 37-38.
Estadio 1B. Figura 37. Os pequenos vacuolos formados do SER pareciam se fusionar, aumentando
de volume (setas). Figura 38. A atividade dos dictiossomos aumentou, originando vesiculas que
ampliavam de volume originando “grupos vesiculares” no citoplasma (seta).



Figuras 39-42. MET. Estadio 1B. Figura 39. Os dictiossomos (D), proximos ao nucleo (N),
também liberavam vesiculas diretamente ao vacuolo (V) (setas). Figura 40. O cloroplastidio
(Ch) apresentava tilacoides delgados com grana pouco desenvolvidos (seta). O volume dos
graos-de-amido (S) era reduzido. Figura 41. Peroxissomos (Pe) estavam presentes. Figura 42.
Nesse estadio, as mitocondrias (M) apresentavam microvilosidades bem definidas (seta).



Figuras 43-45. MET. Estadio 1B. Figura 43. Os grupos vesiculares, oriundos dos dictiossomos,
acrescidos de vesiculas derivadas do SER eram direcionados ao vacutolo (seta). Figura 44.
Detalhe da zona demarcada da figura 43. Os corpos vesiculares (seta) pressionavam o
tonoplasto para o interior do vacuolo (V). Figura 45. O citoplasma era repleto de ribossomos
(seta).



Figuras 46-49. MET. Estadio 1B. Figura 46. A produgdo das vesiculas era continua, retraindo o vacuolo.
Figura 47. O detalhe mostra o tonoplasto retraindo-se para o interior celular, delimitando o espaco a ser
preenchido (seta maior). Simultineamente, ainda havia formacdo de vesiculas do SER (setas menores).
Figura 48. Vesiculas aderiam-se ao tonoplasto (seta). Figura 49. O material secretado poderia contribuir
com o processo de lise do protoplasto, observando-se a reducdo das organelas, como o SER (seta). A
cisterna trans produziam grande quantidade de vesiculas secretoras (asterisco).
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Figuras 50-53. MET. Estadio 2. Figura 50. Célula compartimentada (CC) com grande volume e ntcleo
muito denso (N). O vactolo era praticamente inexistente, sendo substituido pela mucilagem (seta).
Figura 51. Pdde-se observar que a mucilagem (Mu), além de apresentar um sistema de reticulos
delgados, formava um sistema de lamelas mais espesso situado paralelamente ao citoplasma (seta). CW
= Parede celular. Figura 52. Detalhe do nucleo com cromatina densa (N). Figura 53. Comparagdo dos
cloroplastidios (Ch) entre uma célula compartimentada e uma célula parenquimatica (PC) no mesofilo.
Observou-se que o cloroplastidio da célula compartimentada era caracterizado pela reducdo dos
tilacoides e grana. Gotas de 6leo eram mais abundantes.
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Figuras 54-57. MET. Estadio 2. Figura 54. Os dictiossomos (D) estavam em alta atividade liberando
vesiculas que aumentavam de volume ¢ em quantidade (setas). Os cloroplastidios ainda estavam presentes
(Ch). Figura 55. As vesiculas (Ve) eram preenchidas com material polissacaridico semelhante a
mucilagem (Mu) secretada. Figura 56. Vesiculas originadas do RER mantém os ribossomos marginais
distanciados pela expansdo de seu lume, contribuindo com a sintese protéica da mucilagem (seta menor).
As vesiculas originadas dos dictiossomos eram direcionadas ao interior da célula, onde a membrana
vesicular se desintegrava, liberando seu contetdo (seta maior). Figura 57. Algumas vesiculas parecem ser
originadas diretamente de uma dilatagdo das cisternas do dictiossomo, pela aparente redugdo do numero de
cisternas dessa organela (seta).

~ 3



Figuras 58-59. MET. Estidio 2. Figura 58. Eram formadas vesiculas gigantes (Ve), ocupando,
significativamente, o volume do citoplasma. Mu= mucilagem. Figura 59. Detalhe de uma vesicula
gigante, dissociando-se para liberagdo de seu conteudo. Observou-se muitos RERs, distribuidos no
citoplasma. Figuras 60-61. MET. Estadio 3. Figura 60. Engrossamento e ramificagdo das lamelas na
mucilagem (seta). CW= parede celular. Figura 61. A matriz do citoplasma era desfeita e as organelas

restantes foram dispersas.
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Figuras 62-63. MET. Estadio 3. Detalhe do nticleo (N). Figura 62. O nucleo apresentava uma cromatina
rarefeita e decromatizada, além da dissociagdo da membrana nuclear (setas). Os cloroplastidios (Ch)
ainda ocorriam, mas em processo de degeneracdo. Figura 63. Detalhe da dissociagdo da membrana
nuclear (seta maior). Os dictiossomos (D) eram muito reduzidos, com cerca de trés cisternas, a0 mesmo

tempo que ainda liberavam vesiculas (seta menor).
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Figuras 64-66. MET. Estadio 4. Célula compartimentada da folha madura de uma planta jovem. Figura
64. A célula compartimentada foi preenchida com mucilagem (Mu) constituidas por lamelas (seta). A
parede celular (CW) tornou-se mais eletrodensa. Figura 65. Detalhe da figura 64 (regido demarcada). A
mucilagem se apresentava com lamelagdo que circunscrevia grandes areas reticuladas (seta maior).
Adjacentes a plasmalema, estavam presentes camadas mais ou menos eletrodensas. Essas camadas foram
atribuidas a resquicios protoplasmaticos ou enovelados de membranas agregados a plasmalema (setas
menores). Figura 66. Detalne da parede celular (CW) de uma célula compartimentada (CC)
apresentando ondula¢des na face interna (seta). Foi observada a diferenga de eletrodensidade entre a
célula compartimentada e uma célula parenquimatica vizinha (PC).




—— Mu
100 nm y » . 69
L]

Figuras 67-69. MET. Estadio 4. Células compartimentadas da folha madura do individuo adulto. Figura
67. A célula compartimentada perdeu sua forma poligonal, apresentando-se retorcida ou achatada (seta).
Ha um aumento nos espagos intercelulares (IS). CW= parede celular. Figura 68 e 69. Contrastagdo com
permanganato de potassio (KMnPO,). Figura 68. Essa contrastagdo possibilitou visualizar uma maior
eletrodensidade nos compostos polissacaridicos, como as lamelas da mucilagem (seta maior). As células
compartimentadas, normalmente, eram unidas com outra célula vizinha apenas em algumas zonas da
parede celular (seta menor). Figura 69. Detalhe de uma célula compartimentada, onde observou-se a
permanéncia de uma camada mais eletrodensa junto a parede (setas). A parede celular (CW) reagiu
intensamente com KMnPO,. Mu= mucilagem.
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Figuras 70-72. Microscopia eletronica de varredura. Estadio 4. Imagem obtida apos retirada da resina Spurr com uma
solucdo saturada de hidréxido de sédio com etanol absoluto. Figura 70. Aspecto geral das células compartimentadas
(CC) no estadio 4. Figura 71. Detalhe de uma regido da célula compartimentada, demonstrando as lamelas formadas pela
mucilagem. Pode-se observar também os reticulos mais delgados da secregdo. A parede celular (CW) demonstrou perda
na uniformidade. Figura 72. Maior magnificagdo da regido das lamelas de mucilagem, onde pode-se observar mais de
uma deposi¢do lamelar (seta).



Estadio 1A

Estadios 2e 3

Legenda

CW- Parede celular
Ch- Cloroplastidio
D- Dictiossomo

Mi- Mitocdndria
Mu- Mucilagem

N- Ndcleo

RER- Reticulo endoplasmatico rugoso
SER- Reticulo endoplasmatico liso

V- Vacuolo

Ve- Vesicula .y
Linha preta mais espessa- Plasmalema Estadio 1B Estadio 4

Figura 73. Representagéo ndo-proporcional dos estadios de desenvolvimento das células compartimentas. Estadio 1A: Inicio da secrec¢ao polissacaridica através de vesiculas dos
dictiossomos, as quais pressionavam o vacuolo para o interior da célula, assim como o SER. Estadio 1B: O vacuolo comegava a ser delimitado pela mucilagem, que, por sua vez,
preenchia continuamente o citoplasma. Os dictiossomos tornaram-se mais ativos, liberando muitas vesiculas. O vacuolo se reduzia gradativamente. Estadios 2 e 3: As vesiculas do
Golgi aumentavam de volume e o RER originava vesiculas que contribuiam com a constituicdo protéica da mucilage. A quantidade protoplasmatica diminuia, comegando a
apresentar sinais de degeneracéo nos sistemas de membranas. Estadio 4. Asecrecao de mucilagem preenchia completamente a célula, apresentando uma rede de lamelas pécticas
mais espessas as quais envolviam um sistema reticulado mais delgado. Em algumas regibes, foram observados resquicios protoplasmaticos.
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Figura 74. Representagdo demonstrando os estadios de desenvolvimento de uma célula compartimentada em
comparagao com uma ceélula mucilaginosa hipotética. No estadio 1, estas células sdo originadas de células
parenquimaticas, as quais aumentavam de volume. No estadio 2, a secre¢do nas células mucilaginosas se da
entre a plasmalema e a parede celular, enquanto que nas células compartimentadas, a secregao era liberada entre
o vacuolo e protoplasto. No estadio 3, observou-se que as células compartimentadas aumentavam ainda mais o
seu volume, caracterizadas por um protoplasto muito reduzido e com a mucilagem preenchendo quase toda a
célula. Nas células mucilaginosas de diversas familias ocorre 0 mesmo. No estadio 4, a perda do contorno
poligonal era mais evidente nas células compartimentadas do que em células mucilaginosas, observando-se
resquicios protoplasmaticos em algumas regides adjacentes a plasmalema tanto nas células compartimentadas,
como nas células mucilaginosas. n= nucleo; c=citoplasma; v=vacuolo; m=mucilagem; linha mais
espessa=plasmalema.
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Introducdo

Varios autores descreveram algumas células incomuns no mesofilo do género
Araucaria Juss. como células de grande volume e rara presenca de cloroplastidios,
sugerindo uma func¢do de armazenamento de agua (Baker e Smith 1910, Griffith 1950,
Vasiliyeva 1969, Monteiro et al. 1977). Entretanto, Bamber et al. (1978), observaram
que essas células apresentavam partigdes de natureza péctica, que subdividiam o lume
celular, formando numerosos compartimentos. Por causa dessas parti¢des reticuladas, os
autores as denominaram de "células compartimentadas". Os autores sugeriram que essas
células estariam relacionadas ao armazenamento de carboidratos.

Entretanto, as caracteristicas citologicas observadas durante os estadios de
desenvolvimento, descritas no capitulo anterior, levaram a crer que as células
compartimentadas seriam um tipo de célula de mucilagem. Sabe-se que as células de
mucilagem foram amplamente descritas e estdo presentes em diversas familias, como
Lauraceae (Bakker e Gerritsen 1989, Bakker ef al. 1991), Cactaceae (Trachtenberg e
Fahn 1981, Trachtenberg e Mayer 1981, 1982), Malvaceae (Bakker e Gerritsen 1992),
assim como muitas suculentas (Fahn 1979).

Além disso, os resultados observados através do uso do tracador apopléstico
HPTS e demais testes histoquimicos, descritos no Capitulo 2, indicaram a fun¢do de
armazenamento e translocagdo de dgua, confirmando as descri¢des propostas por Baker
e Smith (1910), Vasiliyeva (1969) e Mastroberti e Mariath (2003).

As fungdes descritas para as células mucilaginosas s3o, basicamente, além do
armazenamento de dgua, adesivo para dispersdo de sementes, regulacdo da germinacao,
captura de insetos pelas plantas carnivoras, lubrificante do apice radicular em
crescimento, reflexdo dos raios solares e captagdo da umidade do ar quando secretadas
pelos tricomas ou células epidérmicas (Fahn 1987, Bredenkamp e Van Wyk 1999).
Trachtenberg e Mayer (1981a, 1982b) sugeriram que em Opuntia ficus-indica a
principal fungdo da mucilagem seria o controle do célcio, através de uma agao quelante
ou tamponante desses sais, € que, o controle hidrico se apresentaria como uma fungao
secundaria.

As mucilagens se unem facilmente a sais de calcio ou magnésio, além de serem
muito soluveis em dgua (Guignard et al. 1985). O gel pode ser bem estruturado, onde as
cadeias, durante o processo de geleificagdo, formam zonas de junc¢dao pontuais

(Bruneton 1993).
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De acordo com Esau (1965) e Fahn (1979), os polissacarideos contribuem para a
resisténcia a seca. E notorio que as pectinas possuem uma natureza hidrofilica e, essas
substancias sdo a base da composi¢do de mucilagem.

Os polissacarideos pécticos incluem trés classes: os acidos poligalacturdnicos
(PGA), ramnogalacturanos I (RG-I) e ramnogalacturanos II (RG-II). Os PGAs algumas
vezes sao referidos como acidos homogalacturonicos (HGA), no qual sdo polimeros
ndo-ramificados de acidos galacturdnicos (Krishnamurthy 1999, Scheller et al. 1999,
Pérez et al. 2000).

Os HGAs sdo intercalados pelas ramnoses (cadeias laterais que formam os RGs),
formando uma estrutura em ziguezague. As ramnoses (cerca de 50%) ancoram cadeias
laterais de outros agucares neutros compostos por arabinanos e galactanos
(Krishnamurthy 1999). A concentragdo destas cadeias apresenta reduzido grau de
ramificagdo e diminue a habilidade das pectinas formarem géis tipo rede, ou seja, géis
mais resistentes. Entretanto, aumenta a capacidade de ligarem-se a agua (Jones et al.
1997).

E geralmente aceito que as pectinas sejam sintetizadas e polimerizadas na zona
cis do Golgi, onde sdo altamente metil-esterificadas na zona média e substituidas por
cadeias laterais nas cisternas trans do Golgi (Micheli 2001). A metil-esterificagdo de
grupos carboxilicos evita que as pectinas, recentemente secretadas, formem ligacdes
com calcio. A redugdo ou perda da esterificacdo induz a capacitacdo destas ligacdes. Os
acidos pécticos associados com o célcio formam jungdes em determinados pontos da
molécula, formando os “egg-box”, ou géis mais rigidos (Jarvis 1984, Bruneton 1993).

O grau de esterificagdo das pectinas varia muito e, na mesma parede celular de
uma célula, ha varios dominios onde esse grau ¢ modificado. Morris et al. (2000),
teoricamente, colocaram que o grau de esterificagdo (DE, “degree esterification”)
poderia atingir de 0-100%. Pectinas com grau de esterificacio DE > 50% foram
conhecidas como altamente metil-esterificadas (HM) e as de DE < 50%, pectinas pouco
metil-esterificadas. Esse grau de metil-esterificacdo ¢ a mudanca na molécula péctica
eram importantes as propriedades funcionais da parede celular vegetal. Os autores
concluiram que o DE influenciaria nas propriedades hidrodinamicas da célula vegetal.

Assim, as pectinas, em geral, possuem um importante papel fisioldgico,
contribuindo para a hidratacdo, forca e flexibilidade das paredes celulares de o6rgdos
ndo-lignificados, amadurecimento dos frutos, sinalizagdo em resposta a ferimentos e a

interacdo hospedeiro-patogeno, efeitos morfogenéticos (efeito regulatorio na agao
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hormonal e sintese) e adesao intercelular. Logo, poderiam ser consideradas ndo somente
como um polimero estrutural, mas como o principal polimero informativo da parede
celular vegetal, devido a sua influéncia na regulacdo de entrada de célcio e, por sua vez,
regulando a permeabilidade da plasmalema (Cutsem e Messiaen 1994).

Os estudos baseados na extragdo quimica das pectinas dao resultados
incompletos, acrescentando pouca ou nenhuma informagao a respeito do grau de metil-
esterificacdo e, tampouco, a causa de suas alteragdes quimicas durante o crescimento
celular. Por isso, estudos imunocitoquimicos vém contribuindo para o estudo de
identificacdo e definicdo da regulacdo espacial das pectinas entre as células e no
apoplasto.

Inimeros estudos imunocitoquimicos foram realizados em diversas plantas,
demonstrando que durante a expansdo celular, observou-se alteragdes na esterificagdo
de pectinas (Fujino e Itoh 1998, Sutherland et al. 1999, Bush et al 2001), na
concentragdo e presenca de galactanos e arabinanos (Jones et al. 1997 Bush et al. 2001,
Willats et al. 2001) e nas ligacdes com célcio (Liners et al. 1994, His et al. 1997).

Anticorpos monoclonais (MAbs) sdo importantes ferramentas para demonstrar a
localizagao espacial de diferentes componentes pécticos da parede celular (Knox 1997).
Entretanto, pouco se sabe a respeito da constituigdo destes componentes nas
mucilagens, além daquelas secretadas em sementes, como em Arabidopsis thaliana
(Willats et al. 2001).

Neste estudo, foram utilizados seis MAbs para se examinar a distribui¢ao de
diferentes epitopos pécticos e proteinas arabinogalactanos, tanto nas paredes celulares,
como na mucilagem secretada das células mucilaginosas em folhas imaturas e maduras
de Araucaria angustifolia, sob microscopia optica de fluorescéncia. Os MAbs utilizados
foram JIM 5, JIM 7 e JIM 13 que reconhecem, respectivamente, homogalacturanos
(HGA) com reduzida metil-esterificacdo, HGA de alta metil-esterificagdo e proteinas
arabinogalactanos (AGPs), 2F4 que reconhece ligacdes de calcio com HGA, e os

anticorpos LMS5 e LM6 que reconhecem, respectivamente, galactanos e arabinanos.

Material e meéetodos

Coleta dos pinhdées, plantio e coleta das folhas

Essas etapas foram realizadas, conforme descrito no Capitulo 2.
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Processamento do material para Imunofluorescéncia

Os apices caulinares e a por¢do mediana das folhas maduras de plantas jovens
foram secionadas em pequenas por¢des de, aproximadamente, 1 mm’. Utilizaram-se
aquelas folhas que apresentavam células mucilaginosas nos estadios 1, 2 e 4, conforme
a Tabela 1 do Capitulo 2. Como essas cé¢lulas se desenvolvem rapidamente, achou-se
relevante observar os estadios 1 e 2, os quais representam as folhas imaturas. O estadio
3 foi suprimido, uma vez que o estadio 4 caracteriza melhor a fase madura das folhas.
Posteriormente, fixou-se o material em glutaraldeido 0,2%, formaldeido 2%, Triton
X100 0,02% em tampao fosfato de sdédio pH 7,2 25 mM (Freshour et al. 1996), num
periodo maximo de 2 horas. Em seguida realizou-se a lavagem em tampao fosfato de
sodio pH 7,2 25mM e, posteriormente, em dgua destilada. O material foi desidratado em
uma série etilica ascendente (20, 30, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), colocando-o em pré-
infiltragdo numa solucao de proporgdo 1:1 de etanol absoluto e LR White “Hard Grade”
(London Resin Company) por 8 horas. Para a infiltracdo realizaram-se trés trocas de LR
White pura por um periodo de, aproximadamente, 8 horas cada etapa, deixando
polimerizar em capsulas de gelatina por 24 horas, no maximo, em estufa a 50°C.

Para a obtencdo de se¢des semifinas (350-500 nm), secionou-se o material em
Ultramicrotomo Leica Ultracut UCT, utilizando-se navalha de vidro (confeccionadas
em Knifemaker Leica EM KMR2), em seguida, aderindo-as em laminas de vidro
recobertas com poli-L-lisina (Sigma). As se¢des observadas em campo claro foram

coradas com Azul de Toluidina O (C.I. 52040) 1% pH 8-9 (Souza 1998).

Anticorpos monoclonais (MAbs) utilizados

As secdes foram marcadas com os anticorpos monoclonais JIM 5, JIM 7, JIM
13, LMS5 e LM6 (cedidos pelo Dr. Keith Roberts, John Innes Centre e Dr. Paul Knox,
Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK) e 2F4 (cedido pelo Dr. Frangoise
Liners, Unité de Recherche en Biologie Cellulaire Végétale, BE), os quais reconhecem

os seguintes epitopos (Tabela 1):
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Tabela 1. Reconhecimento dos anticorpos monoclonais aos diferentes epitopos

Denominagao Epitopo Referéncia

JIM 5 Homogalacturano (HGA) com metil- VandenBosh et al.
esterificacdo acima de 40%, com (1989); Knox et al
padrdo indefinido. (1990); Willats et al

(2000).

JIM 7 HGA com metil-esterificacdo entre Knox et al. (1990);
15-80%. Willats et al. (2000).

JIM 13 Proteinas arabinogalactanos. Knox et al. 1991

2F4 Conformagdo calcio-dependente, de Liners et al (1989);
pelo menos nove residuos de acidos Liners e Van Cutsem
galacturonicos. (1992).

LM 5 (1—4)-B-D-galactano. Jones et al. (1997).

LM 6 (1-5)-a-L-arabinano. Willats ef al. (1998).

Incubacgado das secoes para a Imunofluorescéncia

1.

Hidratacdo das se¢des com PBS (tampao fosfato salino pH 7,1; Harris 1994) por 10
min.

Bloqueio com uma solu¢do centrifugada de leite em p6 desnatado 3% em PBS por
45 min.

Incubagdo com o anticorpo primario, diluido em uma solug¢do 1:1 com PBS por 1-2
horas. Esta etapa nao foi efetuada para o controle.

Trés lavagens de 5 min/etapa com PBS.

Incubacao com o anticorpo secundério diluido em uma solug¢ao 1:100 com PBS por
1-2 horas em camara escura. Utilizou-se Goat antimouse FITC (Sigma), para o
material incubado com o anticorpo monoclonal 2F4 e Goat anti-rat FITC (Sigma),
para o material incubado com os anticorpos JIM 5, JIM 7, JIM 13, LM 5 ¢ LM 6.
Duas lavagens de 5 min/etapa em PBS.

Uma lavagem de 5 min em agua destilada.

Montagem com laminula em um meio constituido por 0,1% de para-fenilediamina
(PPD) (Sigma), 10% de tampao fosfato de soédio 10 mM com 0,15M NaCl e 90% de
glicerol.

As secdes foram analisadas em epifluorescéncia no microscopio Leica DM R

(filtro de excitagdao 340-380 nm) e Zeiss Axiophot (filtro de excitagdo 450-490 nm).
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Resultados

Morfologia das células mucilaginosas de Araucaria angustifolia

Ainda no 4pice caulinar, observou-se um aumento de volume em algumas
células do mesofilo, indicando ser a célula mucilaginosa muito jovem (estadio 1).
Enquanto as demais células do mesofilo possuiam citoplasma mais denso e ocupavam
quase todo o lume, as células mucilaginosas jovens ja possuiam um vacuolo central.
Estas células atingiam grande volume e eram abundantes. A mucilagem era
continuamente secretada, entre o citoplasma e o vacuolo. Em se¢des paradérmicas as
células mucilaginosas formavam uma distribuicdo seriada, principalmente, na face
abaxial (estadio 2). No estadio 3, as células mucilaginosas continuavam abundantes,
entretanto, raramente observando-se nucleos. A quantidade citoplasmatica diminuiu
consideravelmente, reduzindo-se praticamente em torno do nucleo. A delimitacdo do
vactiolo era raramente observada em algumas células, e a secre¢do tornou-se mais
reticulada com a presengca de adensamentos que formavam lamelas. Em algumas
células, o ntcleo ja estava ausente. No estadio 4, nucleo e citoplasma degeneravam. A
célula era totalmente preenchida de mucilagem péctica constituida de um sistema
reticulado envolvido por uma rede mais espessa ou lamelas bem definidas. A forma
poligonal das células mucilaginosas dava lugar a um contorno amorfo, com paredes
onduladas. Esta morfologia estava presente nas folhas basais das plantas jovens de

Araucaria angustifolia e nas folhas maduras de individuos adultos.

Reconhecimento dos epitopos pécticos entre folhas imaturas e maduras

A Tabela 2 demontra uma sintese das diferentes marcagdes obtidas nos estadios
foliares analisados, conforme as descri¢des abaixo.
Folhas imaturas

No estadio 1, as folhas imaturas apresentavam um mesofilo indiferenciado, cujas
células mucilaginosas ainda ndao eram observadas (Figura 1). No estddio 2, a folha
imatura ja apresentava células mucilaginosas (Figura 2).

A incubagdo do material com JIM 5 (HGAs com reduzida metil-esterificacao)
resultava na marcagao fraca ou ausente do mesofilo, onde ndo era possivel fazer-se uma

distin¢do das diferengas na marcacao nas futuras células mucilaginosas no estadio 1. A
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epiderme e hipoderme ndao eram marcadas com JIM 5. Observou-se que estas cadeias
eram mais abundantes nos vértices das células (Figura 3, setas). No estddio 2, as
paredes celulares do mesofilo e epiderme marcavam moderadamente, embora essa
marcagdo parecia ser mais intensa no floema (Figura 4). As observagdes com JIM 7
(HGAs com alta metil-esterificagdo), ao contrario de JIM 5, demonstravam que as
paredes celulares eram intensas e uniformemente marcadas em todos os tecidos, tanto
nas folhas imaturas do estadio 1 (Figura 5) como do estadio 2 (Figura 6). Os resultados
obtidos com LM 5 (galactanos) demonstravam a auséncia dessas cadeias nas paredes da
epiderme e, por outro lado, uma marcagdo muito intensa em determinadas regides da
hipoderme. Os demais tecidos marcavam intensamente, aumentando a concentracdo do
estadio 1 para o estadio 2 (Figura 7). A marcacdo com LM 6 (arabinanos) era muito
semelhante, entretanto, constatou-se a presenca de arabinanos nas paredes das células
epidérmicas. Todas as paredes eram marcadas ténue e uniformemente, com exce¢ao do
floema que demonstrava intensa marcacao (Figura 8).

As células mucilaginosas apresentavam uma mesma intensidade de marcacao
com relagdo as células parenquimaticas vizinhas quando utilizados os anticorpos JIM 5
(Figura 9), JIM 7, LM 5 e LM6. Com JIM 7, a mucilagem das células mucilaginosas
marcava tenuamente apenas em algumas regides no lume celular (Figura 10, seta).
Geralmente, as proteinas arabinogalactanos, reconhecidas por JIM 13, estavam
presentes na plasmalema. Havia uma fraca deteccdo nas paredes das células do mesofilo
e muito intensa nas paredes das células mucilaginosas (Figura 11, seta). Outros
sistemas de membranas também eram marcados, como o dos cloroplastidios, membrana
nuclear e tonoplasto (Figura 12, seta menor). Além disso, com esse anticorpo,
observou-se uma intensa marcagdo na mucilagem das células mucilaginosas,
demonstrando grande concentracdo de proteinas arabinogalactanos, inclusive na
formagdo lamelar da mucilagem (Figura 12, seta maior). Nessas células, a marcagao
na plasmalema ndo era uniforme, sendo mais intensa em algumas regides, comparada
com as células parenquimaticas.

Nao se observou qualquer marcagdo com o anticorpo 2F4 (ligagdes com calcio

aos HGAs).

Folhas maduras
As folhas maduras observadas foram aquelas cujas células mucilaginosas

pertenciam ao estadio 4, ou seja, quando a célula perdia seu contorno poligonal, € o
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protoplasto degenerava. A mucilagem secretada preenchia completamente a célula,
constituida por um sistema de lamelas que circunscrevia reticulos mais delgados, ambos
de natureza péctica (Figura 13). O controle para os testes imunocitoquimicos pode ser
observado na Figura 14. A marcag¢do com JIM 5 demonstrava fraca concentracdo de
pectinas com cadeias de HGAs com reduzida metil-esterificacdo nas paredes dos tecidos
da folha, com exce¢do da epiderme, cuja presenga era intensa (Figura 15). Entretanto,
as paredes celulares de todos os tecidos marcavam intensamente com JIM 7,
observando-se que a mucilagem das células mucilaginosas era também marcada com
este anticorpo, indicando a presenca evidente de cadeias altamente metil-esterificadas
na mucilagem péctica (Figura 16). Os resultados com LM 5 demonstraram que as
células mucilaginosas apresentavam uma moderada marcagdo, comparadas com as
células vizinhas, onde se detectou uma fraca marcacdo de cadeias galactanos nas
paredes das células do parénquima esponjoso e auséncia no parénquima pali¢adico
(Figura 17). Havia uma distribui¢do homogénea e moderada presenca das cadeias
arabinanos nas paredes das células dos diferentes tecidos foliares; entretanto, muito
fraca nas paredes das células mucilaginosas, quando utilizado LM 6 (Figura 18).

Com relacdo as células mucilaginosas, observou-se a presenca de pectinas de
reduzida metil-esterificagao, demonstrada por JIM 5 (Figura 19). Entretanto, havia
maior concentracdo em pectinas altamente metil-esterificadas (Figura 20) e uma
distribui¢do uniforme de proteinas arabinogalactanos na plasmalema (Figura 21). Os
galactanos estavam presentes em maior concentracdo nas células mucilaginosas que nas
demais células do mesofilo (Figura 22). A mucilagem nas células maduras era apenas
marcada para os epitopos de pectinas com alto grau de metil-esterificacdo, conforme
observado com JIM 7 (Figura 20).

A distribuicao de galactanos e de pectinas com reduzida metil-esterificagdo nao
era uniforme, sendo ausente em determinadas regidoes quando utilizado LM 5 e, ainda,
em concentracdo varidvel em algumas areas das paredes dessas células com JIM 5
(Figuras 23 e 24).

As ligagdes de célcio com as pectinas (“egg box™) eram evidentes nas regides de
pontoagdo das células mucilaginosas e demais células do mesofilo, quando utilizado o
anticorpo 2F4. Entretanto, essas ligagdes eram apenas observadas entre uma célula
mucilaginosa e uma célula parenquimatica vizinha, sendo ausente entre duas células

mucilaginosas (Figura 25). Apenas nas células parenquimaticas, observava-se uma
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marcacdo intensa nas zonas dos vértices da parede celular e regides dos espagos

intercelulares, onde era, praticamente, ausente nas células mucilaginosas. (Figura 26).

Discussdo

Como ja descrito, as pectinas sdo estruturalmente complexas e tém variabilidade
molecular no interior da parede celular. Essa diversidade poderia refletir diferencas
funcionais da parede que sdo importantes durante o crescimento e desenvolvimento da
planta (Bush e McCann 1999). Os resultados obtidos permitiram estabelecer diferencas
na distribui¢do de epitopos pécticos entre folhas imaturas e maduras.

Nas paredes das células mucilaginosas notou-se um gradiente ao longo do
desenvolvimento com relacdo as pectinas de reduzida metil-esterificacdo, as pectinas
ligadas aos sais de calcio, aos galactanos, aos arabinanos e as proteinas
arabinogalactanos. Por sua vez, as células parenquimaticas do esponjoso (células
vizinhas) também demonstraram um gradiente com relacdo as pectinas de reduzida
metil-esterificagdo, aos galactanos e as pectinas ligadas ao calcio. Nao foi constatado
um gradiente de distribuicdo dos arabinanos ao longo do desenvolvimento destas
células, diferente do observado para as células mucilaginosas.

Observando-se novamente a Tabela 2, podemos estabelecer comparagdes entre

as diferentes marcagdes obtidas nos estadios foliares analisados.

A metil-esterificacdo dos HGAs é espacialmente regulada nas paredes celulares

Tanto para as células mucilaginosas, como para as demais células do
parénquima esponjoso, observadas nos estadios 1 ¢ 2 (ainda no é&pice caulinar), havia
um aumento na concentracdo de pectinas de reduzida metil-esterificagdo (JIM 5),
enquanto que se observava uma maior concentracao de pectinas com alto grau de metil-
esterificacdo (JIM 7), sendo que esta ultima ndo variava durante a maturacao foliar ou
celular. Esses dados estdo de acordo com a literatura, onde € geralmente aceito que as
pectinas sdo sintetizadas numa forma altamente metil-esterificada no Golgi. Entretanto,
Vian e Roland (1991), observaram, em células de cultura do meldo (Cucumis melo L.),
marcagdes com o anticorpo monoclonal JIM 5, indicando que essa de-esterificagdo
ocorria ainda nas vesiculas do Golgi. Apesar disso, Willats et al. (2000), analisando a

degeneracdo de epitopos pécticos, através também da andlise de anticorpos
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monoclonais, concluiram que os resultados observados com o anticorpo JIM 5 deveriam
ser interpretados com cautela, pois os testes demonstraram uma ligagdo com antigenos
de mais de 40% de cadeias metil-esterificadas e, por isso, esse anticorpo ndo estaria
nitidamente caracterizado.

Micheli (2001) explicou que as pectinas metil-esterificadas eram modificadas
pelas pectinases, como, por exemplo, as pectinas metil-esterases (PME), as quais
catalizavam a demetil-esterificacdo dos homogalacturanos, liberando 4cidos pécticos e
metanol. A PME seria constituida intramolecularmente por uma pro-regido, a qual
inibiria a demetil-esterificagdo prematura, antes da sua insercdo na parede celular.
Entretanto, logo apo6s ter sido secretada pelo Golgi, a pro-regido sofreria uma clivagem
na qual o inibidor se separaria da parte madura da PME, possibilitando, entdo, o
processo de demetil-esterificagdo. Essa clivagem também poderia ocorrer no interior da
parede celular. A demetil-esterificacdo da parede celular seria linear, aumentando as
ligagdes com calcio, formando géis de pectato, alcalinizagdo do meio, acidificacao das
pectinas, e conferindo maior rigidez da parede (Jarvis 1984). Pode-se concluir que,
durante o desenvolvimento foliar de Araucaria angustifolia, esse processo ocorreu
rapidamente, pois a de-esterificacdo aconteceu ainda no apice caulinar.

A presenca de pectinas altamente metil-esterificadas nas paredes primarias ja
foram descritas por Knox et al. (1990) utilizando o anticorpo monoclonal JIM 7 (DE
35-90%). Vandenbosh ef al. (1989) e Knox et al. (1990) também demonstraram que
com JIM 5 (epitopos de pectinas ndo-esterificadas e com esterificacdo de até 50%)
havia forte marcagdo nos vértices celulares e espacos intercelulares. Isso foi observado
nas folhas imaturas do estddio 1 em Araucaria angustifolia, cuja marcagdo nas zonas
dos vértices eram bem evidentes.

Morris et al. (2000) observaram que a rigidez da parede celular era menor
quanto maior o grau de metil-esterificacdo das pectinas, facilitando a expansdo da
parede celular durante o crescimento. As mudancas na rigidez das pectinas s6 poderiam
ser explicadas pelas mudangas do DE, ndo se observando qualquer relagdo com o peso
molecular, que era constante para os diferentes tipos de pectinas. Os autores concluiram
também, que o DE influenciaria nas propriedades hidrodindmicas da célula vegetal.
Conforme Cutsem e Messiaen (1994), o periodo de maturidade da parede celular estaria
relacionado com o aumento da concentragdo de pectinas de cadeias ndo- ou pouco
metil-esterificadas. As folhas do estadio 1 em Araucaria angustifolia apresentavam uma

fraca marcagao nas regides de expansao com JIM 5, sendo mais intensa nos pontos mais
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rigidos da célula (vértices celulares). Entretanto, a folha continuava seu crescimento,
explicando a auséncia ou rara ocorréncia das pectinas de reduzida metil-esterificagdo
nas células da epiderme e hipoderme dessas folhas muito jovens. Por sua vez, o
aumento da marcacdo com JIM 5, nas folhas imaturas do estadio 2, demonstrou que
ocorria um rapido crescimento dos tecidos e células das folhas imaturas, com uma
distribuicdo mais uniforme, ndo se observando diferengas entre as células mucilaginosas
e as demais células do esponjoso.

Nas folhas maduras de Araucaria angustifolia (estadio 4), a distribuicdo das
pectinas com reduzido grau de metil-esterificacdo (JIM 5) nao era uniforme, parecendo
que havia certas regides, ao longo da parede, de marcagdo mais intensa. Sutherland et
al. (1999), analisando as mudancas dos polissacarideos pécticos durante o
amadurecimento dos frutos de Actinidia deliciosa A. Chev.(kiwi), ndo observaram
diferengas entre as marcacdes de JIM 5 e JIM 7 ao longo do desenvolvimento. JIM 5
marcava apenas as regides de pontoagdes e JIM 7 marcava todas as paredes. Esses
autores ndo encontraram o esperado, baseado nos resultados de trabalhos anteriores
sobre amadurecimento dos frutos e a perda da esterificacdo de pectinas em Actinidia
deliciosa (kiwi). Bush e McCann (1999) demonstraram que as pectinas marcadas com
JIM 5 e JIM 7 eram distribuidas igualmente em todo o parénquima e nas células
vasculares nos tubérculos maduros de Solanum tuberosum L. (batata). Por sua vez,
Casero e Knox (1995), assim como Sutherland ef al. (1999), também demonstraram que
JIM 5 possuia relevante marcag¢do nas regides de pontoacdao observadas em forma de
raios na camada mais interna das paredes. Talvez essas regides observadas por estes
autores sejam as mesmas verificadas nas paredes das células mucilaginosas e células
vizinhas marcadas mais intensamente com JIM 5 em Araucaria angustifolia. As
pectinas metil-esterificadas (JIM 7) continuavam abundantes nas paredes dos tecidos
foliares das folhas maduras, distribuidas uniformemente. Esses resultados estdo de
acordo também com o que Fujino e Itoh (1998) observaram nas células epidérmicas do
epicotilo de Pisum sativum L., utilizando os mesmos anticorpos monoclonais JIM 5 e
JIM 7, onde JIM 5 marcava abundantemente as regides sem expansdo das paredes
celulares, comparadas aquelas regidoes de expansao. Posteriormente, Bush et al. (2001)
também observaram que as células mais jovens dos estoldes dos tubérculos da batata
(Solanum tuberosum) eram ricas em pectinas altamente metil-esterificadas (JIM7), mas
as paredes celulares de células proximas a maturidade (em processo de expansao)

apresentaram maior quantidade de pectinas de reduzido grau de metil-esterificacao (JIM
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5). Entretanto, nas folhas maduras de Araucaria angustifolia, a marcacao com JIM 5
permanecia semelhante ao das folhas imaturas do estddio 2, pois o gradiente de de-

esterificacdo era observado ainda no apice caulinar (entre o estadio 1 e 2).

Localizacao de sais de cdlcio ligados as cadeias pécticas

Liners et al. (1989) produziram um anticorpo monoclonal denominado de 2F4,
capaz de reconhecer epitopos de cadeias pécticas associadas ao célcio, cujo padrdo de
ligacdo segue o do modelo “egg-box™ e ndo o de cadeias isoladas. De acordo com His et
al. (1997) e Micheli (2001), o calcio induziria a acidificagdo das pectinas e teria
importante papel no crescimento e desenvolvimento das plantas superiores. Uma das
funcdes seria seu envolvimento nas ligagdes cruzadas (“cross-linking”) de
polissacarideos pécticos até formar as estruturas de “egg-box”, que confeririam a rigidez
da parede celular (de-esterificagdo). O tratamento com indugdo de calcio em cultura de
tecidos indicou um aumento na sintese destas pectinas (Jarvis 1984).

Além disso, Liners e Van Cutsem (1992), estudando as pectinas nas paredes
celulares de cenoura (Daucus carota L.) em cultura in vitro, comprovaram que 2F4
reconhecia apenas polissacarideos pécticos de reduzido conteido de metil-éster
(DE<30%) induzidos com ions de calcio, demonstrando maior especificidade que JIM 5
(DE<50%). Como descrito anteriormente, os testes efetuados com JIM 5 por Willats et
al. (2000) demonstraram uma ligacdo com antigenos de mais de 40% de cadeias metil-
esterificadas, e, por isso, ndo estaria nitidamente caracterizado.

Os resultados obtidos com o anticorpo 2F4 demonstraram as regides provaveis
das pontoagdes, onde os sitios de célcio estariam localizados em maior quantidade,
observados nas células mucilaginosas e nas células vizinhas. Liners e Van Cutsem
(1992) e His et al. (1997) descreveram que o calcio era o responsavel pelo aumento da
atividade da PME, para que ocorresse a de-esterificacdo das pectinas, além de aumentar
a friabilidade das paredes celulares. Entretanto, Liners et al. (1994), estudando a adesdo
celular através da acetil e metil-esterificacdo das pectinas, em calos compactos e fridveis
de Beta vulgaris var. altissima L. (beterraba), concluiram que as pectinas associadas ao
calcio ndo manteriam a adesdo intercelular, encontrando-se maiores propor¢des de
pectinas altamente metil-esterificadas, tanto nos calos fridveis, quanto nos compactos.
Assim, segundo os autores, o grau de acetilag@o teria associagcdo com a friabilidade, e

ndo as ligacdes com o célcio como antes se acreditava.
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A localizagao de pectinas ndo-esterificadas para as zonas dos vértices celulares
ou zonas de adesdo em Araucaria angustifolia, observadas também em Arabidopsis
thaliana, poderiam servir para fortalecer essas regides (Dolan ef al. 1997). Nas células
mucilaginosas, essas ligacdes com calcio, atuando na rigidez dessas zonas, eram
evidentes apenas na zona de contato com uma célula vizinha parenquimatica e nunca
com outra célula mucilaginosa. Esse resultado poderia sugerir que as células
mucilaginosas teriam maior eficiéncia em translocar solutos e 4gua armazenadas na
mucilagem para o tecido esponjoso. Assim, a dgua absorvida pelos canais epidérmicos
(ver Capitulo 2), percorrendo via apoplasto, seria armazenada rapidamente nas células
mucilaginosas, sem desvio para outros tecidos. O aumento da concentracdo do calcio
estimula a deposi¢do de componentes ndo-celuldsicos, aumentando a biossintese e
secrecdo de polissacarideos pécticos, permitindo maior capacitagdo hidrodinamica da
célula (His et al. 1997). A auséncia de marcagdes nas folhas imaturas com 2F4 poderia
ser explicada pela fraca ocorréncia das cadeias de reduzida metil-esterificagdo nas
pectinas, as quais aumentariam as ligacdes com o célcio, ou por estarem mascaradas
com as pectinas de alta metil-esterificagdo, cuja concentragdo era muito elevada.

Segundo Bush et al. (2001), JIM 7, JIM 5 e 2F4 poderiam se ligar ao célcio, mas
em quantidade, forca de ligagdo e grau diferentes, no qual implicaria na rigidez das
cadeias pécticas, aumentando na ordem JIM 7<JIM 5<2F4. Sendo assim, apenas na
maturidade foliar de Araucaria angustifolia, essa rigidez foi significativa, mas muito

fraca na adesdo entre células mucilaginosas.

Galactanos e arabinanos: cadeias laterais dos RGs com diferentes distribuicoes numa
mesma célula.

A rigidez das paredes das células esta também relacionada ao grau de cadeias
laterais ocorrentes nas cadeias dos ramnogalacturanos, como os galactanos e arabinanos
(Jones et al. 1997).

Jones et al. (1997) desenvolveram um anticorpo monoclonal reconhecendo
epitopos de galactanos pécticos (cadeia de agucares neutros ligados as ramnoses ou RG-
I), denominado de LMS5. As marcagdes realizadas nos frutos do tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) indicavam grande quantidade desse composto na maior parte das
paredes celulares dos tecidos. Entretanto, estavam ausentes nas células epidérmicas e
subepidérmicas. Nas folhas imaturas de Araucaria angustifolia também nao foi

observada qualquer marcagao nas células epidérmicas. Segundo os mesmos autores, as
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paredes celulares do colénquima de Lycopersicon esculentum, onde as regidoes eram
mais rigidas (mais espessadas), apresentavam rara ocorréncia de galactanos. As cadeias
laterais diminuiam a habilidade das pectinas formarem géis mais resistentes. Sendo
assim, acredita-se que a auséncia dos galactanos na epiderme das folhas imaturas de
Araucaria angustifolia (estadio 2) poderia estar relacionada com a permanéncia da
integridade da parede durante o processo de expansdo foliar. J4 na hipoderme,
observou-se que na parede celular de algumas células, haveria ocorréncia de galactanos,
permitindo perceber as zonas que diminuiram a atividade de expansdo. Segundo Willats
et al. (1999b) e Bush et al. (2001), ¢ comum que galactanos nio sejam detectados nas
paredes celulares das regides meristematicas de raizes ou apices caulinares, aparecendo
apenas em um certo estddio de desenvolvimento nos tecidos. Em Araucaria
angustifolia, os demais tecidos possuiam uma distribuicio homogénea nas folhas
imaturas (estadio 2). Nas folhas maduras observou-se, nitidamente, que a concentragao
de galactanos era maior nas paredes das células mucilaginosas e que, nas células
parenquimaticas vizinhas, a deteccdo dessas cadeias era muito fraca. Além disso, a
distribuicdo ndo era uniforme, observando-se que em pequenas regides das paredes ndo
houve marcag¢do com LM 5. Orfila e Knox (2000) e Bush et al. (2001) descreveram que
os galactanos estavam ausentes nas regides de pontoacdo. Seria possivel que as
pequenas regides nao marcadas nas folhas maduras de Araucaria angustifolia fossem
também regides de pontoagdes.

Segundo McCartney et al. (2000) e McCartney e Knox (2002), a fungdo da
ocorréncia de galactanos nas paredes celulares ainda ndo estaria esclarecida. Os autores
sugeriram que essas cadeias poderiam estar associadas a propriedades mecanicas
requeridas para a expansdo celular. Como as células mucilaginosas de Araucaria
angustifolia apresentavam uma expansdo celular mais rapida que as demais células,
sugere-se que os galactanos, responsaveis pela diminui¢do da rigidez da parede,
contribuiriam para o maior aumento de volume dessas células na maturidade e,
posteriormente, nas ondulagdes da parede celular descritas no Capitulo 2, contribuindo
também para sua elasticidade ao armazenar agua.

Nas folhas imaturas (estadios 1 e 2) de Araucaria angustifolia, observou-se que
a presenca de arabinanos (LM6) era distribuida uniformemente e em reduzida
concentragdo, nas paredes celulares dos diferentes tecidos, se comparada com a
distribuicdo de galactanos. Porém, na maturidade, a concentracdo de arabinanos

mostrava-se levemente maior nas células parenquimaticas vizinhas com baixa detecc¢ao
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na parede celular das células mucilaginosas, ao contrario do observado com LMS5
(galactanos).

Embora LM6 ligue-se também a um epitopo das cadeias laterais dos RGs-I, ou
seja, aos arabinanos, os dois epitopos descritos através de LM5 e LM6 poderiam ocorrer
em diferentes regides da parede celular de uma mesma célula (Orfila e Knox 2000).
Além disso, ja foram observados separadamente em diferentes células de 6rgdos em
crescimento (Willats ef al. 1999b, Willats et al. 2000). Estes autores, sugeriram que
galactanos e arabinanos desempenhariam fungdes diferentes.

Bush ef al. (2001) observaram que as células mais jovens dos estoloes de
Solanum tuberosum eram ricas em arabinanos (LM 6) e em pectinas altamente metil-
esterificadas (JIM 7). Nas paredes celulares de células proximas a maturidade,
observou-se maior quantidade de pectinas de reduzido grau de metil-esterificagdo e
galactanos (LM 5). Na regido onde as células comecaram a se expandir, epitopos de
arabinanos eram dramaticamente reduzidos. Os autores sugeriram que tais gradientes
pécticos eram gerados pela diferenca temporal em que ocorria a ligacdo das cadeias
laterais de galactanos e arabinanos no RG-I. Ou seja, dependendo do tempo e
necessidade, apenas uma cadeia lateral poderia se ligar ao RG-I, talvez em resposta ao
desenvolvimento celular. Dessa maneira, poderiamos explicar as diferentes distribuigdes
dessas cadeias laterais entre as células mucilaginosas e demais células vizinhas em
Araucaria angustifolia, as quais demonstravam diferencas na dinamica de
desenvolvimento, como o aumento de volume das células mucilaginosas, bem como a

elasticidade da parede celular na maturidade e senescéncia.

Proteinas arabinogalactanos (AGPs): relacionadas a morte celular programada?

As proteinas arabinogalactanos sdo uma classe de proteoglicanos, caracterizadas
por alto contetdo de arabinose e galactose, cuja por¢ao protéica contribui somente com
2-10% do peso molecular, enquanto que a porg¢ao polissacaridica, normalmente péctica,
contribui com 80-90%. Sdo ricas em hidroxiprolina, serina e alanina (Krishnamurthy
1999). Knox et al. (1991) descreveram um anticorpo para a deteccdo de AGPs na
plasmalema que apresentaram diferentes distribuicdes durante o desenvolvimento
celular.

Nas folhas imaturas de Araucaria angustifolia (estadio 2), observou-se a
deteccdo de maior concentracdo dessas AGPs nas paredes celulares das células

mucilaginosas, distribuidas de maneira uniforme, em contraste com as células maduras,
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onde havia uma redu¢ao na detec¢ao das AGPs, igualando-se as células parenquimaticas
vizinhas.

Uma das fungdes mais difundidas das AGPs, principalmente na plasmalema,
seria a formagdo da parede celular, assim como Mogami et al (1999) observaram na
parede do tubo polinico de Pinus densiflora Sieb. et Zucc., baseando-se na marcagao em
vesiculas do Golgi e no corpo paramural (plasmalemossomo).

Entretanto, mais dois tipos de funcdes foram inferidas por Knox et al. (1991) e
Knox (1992): 1. As AGPs poderiam atuar como marcadores da superficie celular,
indicando a diferenciagdo celular como nos estudos do desenvolvimento das raizes da
cenoura (Daucus carota); 2. Poderiam estar envolvidas na elasticidade da parede celular
associadas ao crescimento em expansdo da célula. Segundo esses autores, as AGPs
atuariam com as auxinas, controlando o crescimento da parede.

Entretanto, no estudo de Schindler et a/ (1995), JIM 13 ligava-se as AGPs da
plasmalema de futuras células esclerenquimaticas e dos espessamentos secundarios dos
traqueides de feixes vasculares do coleodptilo de plantulas de milho (Zea mays L.). Os
epitopos de AGP demonstravam diferentes padrdes de expressdes temporais, nos quais
ndo correlacionavam com crescimento em extensdo. A auxina nao obtinha efeito sobre o
AGP dos coleoptilos, controlando apenas crescimento da epiderme, mas nao o dos
feixes vasculares, ou seja, a arabinose, galactose ou prolina, dentro dessa fragdo, ndo era
estimulada pela auxina, contradizendo o que Knox ef al. (1991) sugeriram. Entretanto,
Knox et al. (1989) utilizaram as AGPs como marcadores moleculares para a
determinagdo de futuras células que iriam morrer na populacao celular do meristema.
Assim, a associa¢do do JIM 13 com esses tipos de células sugeriria que as AGPs
identificariam aquelas células submetidas a morte celular programada. Tais resultados
também estariam de acordo com Knox et al. (1991) que sugeriram as AGPs como
marcadores de desenvolvimento, definindo caracteres particulares de uma célula em
diferencia¢do. No coledptilo do milho, altos niveis de AGP associadas a plasmalema
eram encontrados em células jovens, enquanto que as células mais maduras exibiam
baixos niveis de AGP (Schindler et al. 1995).

Esse conceito também poderia ser aplicado para as células mucilaginosas de
Araucaria angustifolia. A grande concentracdo de AGPs através do JIM 13 nas paredes
celulares e plasmalema nas células mucilaginosas durante sua fase de secregdo, e a
drastica redugdo nas células maduras, permitiriam inferir que esses epitopos

identificariam aquelas células sujeitas a morte celular programada. Essa idéia seria
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sustentada pelo que os autores Herman e Lamb (1992) encontraram na plasmalema na
folha do tabaco (Nicotiana tabacum L.), na qual corpos multivesiculares eram marcados
com um anti-AGP, semelhante ao JIM 13, como parte de um processo degenerativo. Foi
demonstrada a autofagia dessas células e comprovada a degeneragdo das AGPs na
maturidade, assim como Schindler et al. (1995) haviam observado, posteriormente, com
os coleodptilos de milho. O termo morte celular programada, segundo estes autores,
descreve um processo de desenvolvimento degenerativo, gene-controlado, geralmente
encontrado em regides particulares de organismos multicelulares. Nos 6rgdos em
desenvolvimento, algumas células sdo destruidas, ou, pelo menos, perdem seu conteudo
protoplasmatico de um modo controlado durante o desenvolvimento. Em células
animais sabe-se que a interacdo entre plasmalema e a matriz extracelular mantém a
célula viva. O rompimento dessa interagdo a torna uma célula pronta para morrer.
Entretanto, a possibilidade que as AGPs estejam envolvidas no enfraquecimento das
interacdes da plasmalema e matriz extracelular, direcionando-as a apoptose, mereceria

uma consideracdo mais detalhada, devido aos poucos trabalhos existentes.

A secregcdo das células mucilaginosas possui um gradiente na distribuicdo dos
epitopos pécticos.

O conteudo mucilaginoso das células em estudo demonstrava um gradiente de
distribuicdo de HGAs de cadeias altamente metil-esterificadas (JIM 7), marcando
tenuamente nas folhas imaturas do estadio 2 e intensamente nos reticulos ou lamelas
pécticas da mucilagem na folha madura (estadio 4). Willats ez al. (2001) observaram os
polissacarideos pécticos na mucilagem secretada pelas sementes de Arabidopsis
thaliana. Os anticorpos monoclonais JIM 5 e JIM 7 também foram utilizados e
demonstraram a presenga de HGAs. Os autores nao verificaram qualquer marcagdo com
PAM 1, um anticorpo monoclonal para pectinas com reduzido grau de esterificacao,
constatando a presenca de pectinas altamente metil-esterificadas nessa mucilagem.
Esses resultados também foram observados para a secre¢do das células mucilaginosas
de Araucaria angustifolia, embora se utilizando apenas JIM 5 (pectinas de reduzido
grau de metil-esterificagdo). Como descrito anteriormente, Willats et al. (2000)
observaram que JIM 5 ndo marcava seguramente pectinas com reduzido grau de metil-
esterificacdo, mas sua marcagdo era menos intensa com relacdo a JIM 7. Sabe-se que as
ligacdes com sais de cdlcio, comum as pectinas com reduzido grau de metil-

esterificacdo, possuem maior capacidade de envolver as moléculas de 4gua, a0 mesmo
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tempo em que regula a permeabilidade da plasmalema (Micheli 2001), conferindo maior
rigidez nos géis formados (Jarvis 1984). No caso da mucilagem das sementes de
Arabidopsis thaliana (Willats et al. 2001), tais ligacdes estavam presentes apenas nas
regides mais internas da mucilagem, portanto, havia limitagdes em gerar grandes massas
extracelulares de HGAs de-esterificadas em mucilagens. Além disso, Trachtenberg e
Mayer (1981b, 1982a b) observaram a presenca de cdlcio livre na mucilagem dos
idioblastos de Opuntia ficus-indica. As observagdes desses autores explicariam a
marcacdo negativa ao anticorpo 2F4 da secrecdo das células mucilaginosas de
Araucaria angustifolia, cujo epitopo € restrito aquelas ligacdes de célcio nas cadeias de
HGAs.

As marcagdes com LM 5 e LM 6 também ndo demonstravam a presenca de
galactanos e arabinanos na mucilagem das sementes de Arabidopsis thaliana e das
células mucilaginosas de Araucaria angustifolia. Portanto, seria possivel a auséncia
dessas cadeias laterais na ramnose, ou haver novos agucares presentes, segundo Willats
et al (2001).

Os resultados com JIM 13 demonstravam o contrario ao observado com JIM 7
em Araucaria angustifolia. A deteccdo das AGPs mostrava-se muito mais intensa na
mucilagem das células imaturas, reduzindo drasticamente nas células maduras. Além
disso, a intensidade de marcagdo mostrava-se maior do que aquela observada com JIM
7, ou seja, a quantidade de proteinas arabinogalactanos era superior comparada as
cadeias metil-esterificadas das pectinas. Trachtenberg ¢ Mayer (1981b) descreveram a
composi¢do quimica da mucilagem dos idioblastos de Opuntia ficus-indica, os quais
detectaram grandes quantidades de arabinoses, galactoses, dacidos urOnicos e
arabinogalactanos. As fung¢des para as AGPs ainda ndo estariam esclarecidas (Fincher et
al. 1983, Knox 1992), e embora os autores ndo tenham observado a por¢ao protéica para
os arabinogalactanos, associaram este composto como comum as mucilagens, o qual
poderia contribuir contra danos causados pelas baixas temperaturas ou congelamento,
semelhante ao que Clarke ef al. (1979) sugeriram para as proteinas arabinogalactanos
ocorrentes em gomas. Segundo esses autores, as AGPs também estariam associadas a
funcdo de armazenamento de agua e resisténcia a seca quando encontradas nas gomas e
mucilagens. A presen¢a das AGPs na plasmalema e na superficie do protoplasto, onde
JIM 13 as detecta, poderiam servir como prote¢do a dessecacdo em periodos
desfavoraveis. Se isso for verdadeiro, explicaria a grande concentragdo observada nas

células mucilaginosas comparadas as c€lulas vizinhas em Araucaria angustifolia. Além
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disso, poderiamos dizer que a grande concentracao de proteinas arabinogalactanos na
secrecdo das células mucilaginosas em folhas imaturas (estddio 1 e 2), reduzidas na

maturidade (estadio 4), sinalizariam a morte celular programada.
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Tabela 2. Reconhecimento dos epitopos pécticos entre folhas imaturas e maduras de Araucaria angustifolia (Araucariaceae)

Anticorpos Folhas imaturas (estadios 1 ¢ 2) Folhas maduras (estadio 4)
monoclonais/epitopos  parede celular das  Parede celular das Mucilagem Parede celular das  Parede celular das Mucilagem
CC CP CC CP
JIM 5 estadiol + + 0 ++ 4+ -
(HGA comreduzida estadio 2 ++ ++
metil-esterificacdo) N
JIM 7 estadio I +++ +++ 0 +++ +++ +++
(HGA com alta metil-  estadio 2 +++ +++ ++
esterificagdo)
JIM 13 estadio 1 ++ + 0 T+t T+t ~
(AGP’s: proteinas  estadio 2 +++ + +H+
arabinogalactanos)
2F4 estadiol _ 0 +++ +++ 3
(HGA- Ca™ : ligagdes estadio 2 (pontoagoes) (pontoagoes)
de célcio com - - -
pectinas)
LM S5 estadiol  + + 0 ++ + ~
(galactanos) estadio 2 +++ 4+ B
LMe6 estadio 1 ++ ++ 0 + 4+ B
(arabinanos) estadio2 ++ ++

CC: células compartimentadas

CP: células parenquimaticas vizinhas

+++: detecgdo intensa

++: detec¢do moderada
+: deteccdo fraca ou ténue

_:sem detecg@o

0: ndo observado
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Figuras 1-6. Se¢do transversal da folha imatura de Araucaria angustifolia. Figura 1. MO em campo
claro. Estadio 1. A folha apresentava um mesofilo indiferenciado, cujas células mucilaginosas ainda néo
eram observadas. Figura 2. MO em campo claro. Estadio 2. Células mucilaginosas (MC) em fase de
secre¢do. Figuras 3-6. MO em epifluorescéncia com filtro de excitagdo 340-380 nm. Figura 3. Estadio
1. Com JIM 5 (HGA de reduzida metil-esterificagdo) a marcagdo era mais intensa nos vértices das
células do mesofilo (setas). Auséncia na epiderme e hipoderme. Figura 4. Com JIM 5 a marcagdo era
moderada em todas as paredes. O floema (Ph) apresentava marcagdo mais intensa. Figura 5. Com JIM 7
(HGA de alta metil-esterificagdo) a marcagdo era intensa nas paredes celulares de todos os tecidos.
Figura 6. Marcagdo intensa com JIM 7 em todas as paredes, moderada na epiderme.
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Figuras 7-8 e 12. MO em epifluorescéncia com filtro de excitagdo 450-490 nm. Figuras 9-11. MO em
epifluorescéncia com filtro de excitagdo 340-380 nm. Figuras 7-8. Se¢do transversal das folhas no é4pice caulinar.
Estadio 1 (E1) e estadio 2 (E2), marcados com LM 5 ¢ LM 6. Figura 7. Marcagdo com LM 5 (galactanos). Auséncia
nas paredes da epiderme ¢ marcagdo intensa em algumas células da hipoderme (detalhe, abaixo e a direita). As células
mucilaginosas (setas) marcavam intensamente. Figura 8. Marcagdo moderada com LM 6 (arabinanos), sem mostrar
diferencas entre E1 ¢ E2. Floema possuia marcagdo mais intensa (setas). Figuras 9-12. Estadio 2. Detalhe das células
mucilaginosas em folhas imaturas. Figura 9. Com JIM 5 a marcagdo era moderada na parede celular, sem marcagio na
mucilagem. Figura 10. Com JIM 7 a marcacdo era intensa na parede celular ¢ moderada na mucilagem em algumas
regides do lume (seta). Figuras 11-12. Marcagdo com JIM 13 (proteinas arabinogalactanos). Figura 11. Fraca
marcagdo nas células do mesofilo e uma intensa marcag@o nas paredes e secregdo das células mucilaginosas (setas).
Figura 12. Detalhe de duas células mucilaginosas, que demonstravam intensa marca¢do nas lamelas da mucilagem
(setas). Observar a area ocupada pelo vactiolo (V), com marcacdo do tonoplasto (seta menor) e a marcagdo da
membrana nuclear (seta menor) do ntcleo (N).
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Figuras 13-18. Secdo transversal da folha madura da planta jovem de Araucaria angustifolia. Estadio 4
(E4). Figuras 14, 17 e 18. MO em epifluorescéncia com filtro de excitagdo 450-490 nm. Figuras 15-16.
MO em epifluorescéncia com filtro de excitagdo 340-380 nm. Figura 13. MO em campo claro. Presenga
das células mucilaginosas (MC), apds degenerag@o do protoplasto. Figura 14. Controle (Ct) efetuado para
os testes imunocitoquimicos (auséncia de marcagdo). Figura 15. Com JIM 5 a marcagdo era fraca nas
paredes de todos os tecidos, com excecdo da epiderme. Figura 16. Com JIM 7 a marcagdo era intensa nas
paredes de todos os tecidos. Figura 17. Com LM 5 a marcagdo era mais intensa nas paredes das células
mucilaginosas (MC), comparadas com as células vizinhas. Nenhuma marcag@o no parénquima pali¢adico
(PM). Figura 18. Marcagdo com LM 6. Todos os tecidos marcavam semelhantemente, com excegdo das
células mucilaginosas (MC), onde os arabinanos eram fracamente marcados.
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Figuras 19-24. Detalhe das células mucilaginosas nas folhas maduras marcadas com diferentes anticorpos.
Estadio 4 (E4). MO em epifluorescéncia com filtro de excitagdo 340-380 nm. Figura 19. Com JIM 5 a
marcagdo era moderada nas paredes das células mucilaginosas (MC). Figura 20. Com JIM 7 a marcagéo
era intensa nas paredes das células mucilaginosas ¢ em algumas por¢des da mucilagem. Observe a
marcagdo de alguns reticulos pécticos (seta). Figura 21. Com JIM 13 a marcac¢do era uniforme e
semelhante para todas as paredes das células, inclusive nas células mucilaginosas. Observou-se a auséncia
de marcagdo para as AGPs na mucilagem, diferente das células imaturas. Figura 22. Com LM 5 a
marcagdo era intensa nas paredes das células mucilaginosas, em contraste com a fraca marcacdo das
células vizinhas. Figuras 23 e 24. As marcagdes com JIM 5 e LM 5 demonstravam que a distribuigcdo de
HGAs de reduzida metil-esterificagio e galactanos, respectivamente, nas paredes das células
mucilaginosas, ndo era uniforme (setas).
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Figuras 25 e 26. Detalhe das células mucilaginosas e vizinhas nas folhas maduras, marcadas com 2F4
(ligagdes de calcio com os HGAs). Estadio 4 (E4). MO em epifluorescéncia com filtro de excitagdo 340-
380 nm. Figura 25. As regides de pontoagdo (setas maiores) marcavam intensamente, entre uma célula
parenquimatica (PC) e uma célula mucilaginosa (MC). Os vértices e regides dos espacos intercelulares
era abundantemente marcados com este anticorpo nas células parenquimaticas (setas menores). Figura
26. Detalhe da regido de um espago intercelular, demonstrando os vértices das células parenquimaticas
intensamente marcados (setas maiores), em contraste com as células mucilaginosas (MC), onde era,
praticamente, ausente (seta menor).
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Conclusoes

e As células compartimentadas sdo, na realidade, células mucilaginosas
(idioblastos solitarios), por apresentarem uma grande afinidade nas caracteristicas
morfo-citolégicas, no desenvolvimento e nas fungdes que desempenham,
comparadas as células mucilaginosas de outras familias, estudadas por diversos
autores.

e Sendo assim, o termo “células compartimentadas” é incorreto ¢ devem ser
denominadas de células de mucilagem, pois, além do desenvolvimento, a secre¢ao ¢
lamelar formando reticulos pécticos apos a maturidade celular, assim como muitas
células mucilaginosas de dicotiledoneas. Portanto, ndo formam compartimentos ou
areas fechadas conforme as descrigoes de Bamber et al. (1978).

e A secre¢do de mucilagem se da através do Golgi, com participagdo do RER.
Portanto, a composi¢ao péctica ¢ acrescida de contetidos protéicos.

e A funcido de controle hidrico ¢ comprovada apds a verificacio dos testes
histoquimicos da mucilagem, sendo denominada de “mucilagem péctica”, baseado
na capacidade hidrofilica desses compostos e, principalmente, pela resposta ao
tracador apoplastico HPTS. A distribuicdo em séries, também indica a funcdo de
translocagdo e regulacao hidrica na folha.

e E evidente a ocorréncia da morte celular programada ou apoptose, baseado em
um modelo apoptético ja descrito. Ocorre primeiramente a degradagdo do vacuolo
central, antecedendo a condensagdo e decromatizacdo da cromatina, deslocamento
dessa para a periferia do nucleo, deformagdes na membrana nuclear e degradacao
geral do sistema de membranas.

e A parede celular das células mucilaginosas demonstra ter um gradiente na
distribuicio de determinados epitopos pécticos, com relacdo a rapida de-
esterificacdo, ao aumento da concentragdo de galactanos e ligacdes de célcio com as
pectinas e diminuicdo nas concentragdes de arabinanos e de proteinas
arabinogalactanos.

e (Constata-se que essas varia¢oes diferem das células parenquimaticas dos demais
tecidos, justificando o aumento de volume e as diferencas na elasticidade da parede

celular nas células mucilaginosas ao longo do desenvolvimento, além de
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demonstrar, também, que essas células podem desempenhar fungdes diferentes com
relacdo as células vizinhas.

As rotas de translocacio ou armazenamento de agua das células mucilaginosas
se ddo, principalmente, através das células parenquimaticas do mesofilo, pela maior
concentracdo de ligacdes de calcio com pectinas, na regido de pontoacdes entre uma
célula mucilaginosa e uma célula vizinha.

A secrecdo das células mucilaginosas também apresenta um gradiente na
distribuicdo de alguns epitopos pécticos, observando-se uma grande concentra¢ao
de AGPs na mucilagem durante a fase de secre¢do, o que indica maior capacidade
de resisténcia a seca. A verificagdo de um aumento na metil-esterificacao das
pectinas na maturidade, também indica que essas células ainda mantém a funcao
de armazenamento hidrico.

A degradacao das AGPs na maturidade das células mucilaginosas, tanto na parede
celular, como na mucilagem, pressupéem o seu envolvimento no processo de

morte celular programada.
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