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REsSuMO

Popularmente conhecidas como flowering stones ou ice plants, as plantas da familia
Aizoaceae (Caryophyllales) caracterizam-se por suas folhas suculentas morfologicamente
diversas. Com centro de origem no sul da Africa, a maior parte das espécies pertence a
subfamilia Ruschioidaeae, com plantas de folhas dorsiventrais, cilindricas e trigonas, sendo
marcante a ocorréncia de cona¢do entre as bases de folhas opostas, e a presenca de feixes
vasculares periféricos, com xilema endoscopico. Nosso estudo mostra que a formagéo dos
feixes vasculares periféricos é posterior ao estabelecimento da blastozona marginal, e que
tecidos da face abaxial diferenciam-se no dominio adaxial da folha durante a histogénese da
lamina. Sugerimos que um mecanismo de abaxializacéo foliar esteja vinculado a formacéao da
margem foliar de Aizoaceae. O xilema dos feixes vasculares periféricos é formado wide band
tracheids — “wbts”, um tipo especializado de elemento traqueal com acentuado espessamento
da parede secundaria. “Wbts” vinculam-se a Orgdos suculentos e ocorrem somente em
Aizoaceae, Anacampserotaceae e Cactaceae, tendo despertado interesse dos pesquisadores
quanto a sua origem e funcdo. A partir de analises comparativas de anatomia, ultraestrutura e
de imunomarcacdo de pectina, concluimos que a defini¢ao de “wbts” deve ser mantida nas
familias, no entanto, destacamos a possivel ocorréncia de idioblastos traqueoidais na regido
de medular de algumas espécies. Este trabalho contribui no conhecimento da anatomia e
ontogénese foliar de Aizoaceae, abrindo oportunidades de estudos sobre 0s mecanismos
envolvidos no estabelecimento da dorsiventralidade em folhas de simetria radial. A analise
comparativa de wide-band tracheids “wbts” em Aizoaceae, Anacampserotaceae ¢ Cactaceae
traz contribuicBes ao conhecimento sobre sua distribuicdo e caracteristicas nos diferentes
Orgdos.
Palavras-chave: ontogénese foliar, anatomia foliar, abaxializagdo, ultraestrutura,

Caryophyllales



ABSTRACT

Popularly known as flowering stones or ice plants, the species of Aizoaceae (Caryophyllales)
are characterized by morphologically diverse succulent leaves. With center of origin in
Southern Africa, most species are classified in the subfamily Ruschioidaeae, which present
dorsiventral, cylindrical and three-angled leaved plants, being remarkable the occurrence of
conation between the bases of opposite leaves, and the presence of peripheral vascular
bundles with endoscopyc xylem. Our study shows that the formation of peripheral vascular
bundles occurs after the marginal blastozone establishment, and abaxial tissues differentiate
in the adaxial domain of the leaf, during blade histogenesis. We suggest that an abaxialization
mechanism is involved in the formation of leaf margins in Aizoaceae. The xylem of
peripheral vascular bundles is composed by wide band tracheids - wbts, a specialized type of
cell that occurs only in Aizoaceae, Cactaceae Anacampserotaceae. The origin and function of
this cell type has been the subject of study by some researchers. By means of comparative
analysis of anatomy, ultrastructure and pectin immunolabeling, we conclude that the
definition of "wbts" should be kept in the three families; however, we highlight the possibility
of idioblasts tracheids in the some cases. This work contributes to the knowledge of leaf
anatomy and ontogenesis in Aizoaceae, opening opportunities for studies on the mechanisms
involved in the establishment of dorsiventrality in leaves with radial symmetry. A
comparative analysis of wbts in Aizoaceae, Cactaceae Anacampserotaceae brings
contributions to knowledge about their distribution and characteristics in different organs.

Keywords: leaf ontogenesis, leaf anatomy, abaxialization, ultrastructure, Caryophyllales
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INTRODUCAO GERAL

A capacidade de desenvolver uma lamina foliar ampla, achatada e
dorsiventral, como ocorre na maioria das angiospermas, foi um evento chave na
evolucdo das plantas (Gifford & Foster 1989, Nicotra et al. 2011). A condicéo
dorsiventral aprimorou a captacdo de luminosidade e trocas gasosas, demandados a
realizacdo da fotossintese, fungdo centralizada nas folhas (Eames & McDaniels
1947). Entretanto, algumas espécies dispdem de modificagdes extraordinarias na
morfologia foliar, como folhas cilindricas e unifaciais, ou em sua fungéo, como as
folhas portadoras de reserva, gavinhas e espinhos, dependendo da estratégia adotada
frente as condi¢cGes ambientais vigentes durante a evolucdo. Algumas familias
boténicas apresentam pouca variagdo na morfologia foliar, sendo este um estado de
cardter usual em sua identificacdo; em outras familias ha grande variedade
morfoldgica entre as espécies, mesmo dentro de um Unico género, como ocorre na
familia Aizoaceae (Caryophyllales).

Neste trabalho, estudamos uma familia de plantas com folhas suculentas
altamente adaptadas ao ambiente em que vivem. Tal adaptacdo implica em uma
morfologia muito diversa e, a0 mesmo tempo, particular de suas folhas, refletindo em
inovacGes em todo o corpo vegetal. Considerando que o desenvolvimento foliar
envolve regides de crescimento comuns a todas as folhas, nosso objetivo foi estudar a
ontogénese foliar em representantes dessa familia de folhas morfologicamente téo
diversas, buscando um maior entendimento da formacao de sua arquitetura, a luz do
que se conhece sobre ontogénese foliar em outros grupos.

A seguir, na introducdo geral, apresenta-se a familia Aizoaceae, abordando
um pouco de sua classificagdo e ecologia, e as caracteristicas morfoanatdmicas

foliares da subfamilia Ruschioideae, principal objeto do presente estudo. Um segundo

~15 ~



NUNES, A. S. INTRODUGAO GERAL

topico tratara da morfogénese de folhas em angiospermas. Por fim serd abordada a
ocorréncia de um tipo especial de traqueide, encontrada nas folhas de Aizoaceae.

A familia Aizoaceae

Pertencente as Caryophyllales suculentas, Aizoaceae tem como principal
centro de distribuicdo e diversificacdo o sul da Africa (lhlenfeldt 1994, Klak et al.
2004, Burke 2005). A classificagdo da familia Aizoaceae € tradicionalmente baseada
em caracteres morfolégicos de estruturas reprodutivas e na presenca de ceélulas
epidérmicas especiais (bladder cells) nas folhas (Bittrich & Hartmann 1988,
Hartmann 1993, 1998, 2001a, 2001b, Chesselet et al. 2002).

Segundo Bittrich & Hartmann (1988), as espécies da familia classificam-se
em cinco  subfamilias: Aizooideae, Tetragonioideae, Sesuvioideae,
Mesembryanthemoideae e Ruschioideae. Essa disposicdo, baseada em dados
morfolégicos, foi adotada por diversos autores (Hartmann 1993, Ihlenfeldt 1994,
Hartmann 1998, 2001a, 2001b, Chesselet et al. 2002), embora, atualmente, Aizoaceae
apresente-se dividida em apenas quatro subfamilias: Aizoideae, Sesuvioideae,
Mesembryanthemoideae e Ruschioideae, concentrando nesta Gltima o maior nimero
de espécies e a sua maior diversidade morfolégica (Klak et al. 2003). Com base em
dados moleculares, Klak et al. (2003), afirma que a quinta subfamilia,
Tetragonioideae, € polifilética com Tribulocarpus pertencente a subfamilia
Sesuvioideae e Tetragonia, a Aizooideae. Mesembryanthemoideae e Ruschioideae
formam um grupo monofilético, sendo representadas por um elevado nimero de
espécies suculentas.

Em Ruschioideae, os membros de Apatesiae apresentam mais caracteres
plesiomorficos dentre as tribos, como a presenca de folhas dorsiventrais achatadas e

com lamina lateralmente expandida e menor grau de suculéncia (Klak et al. 2003). As
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outras duas tribos, Dorotheantheae e Ruschieae sdo morfologicamente mais diversas,
incluindo desde folhas dorsiventrais pouco suculentas, como em Apatesiae, até folhas
cilindricas bastante reduzidas, indicando um aumento gradativo de suculéncia e
reducdo da lamina foliar no grupo (Klak et al. 2003). Dentre as trés tribos, Ruschieae
é a mais heterogénea, com impressionante variacdo na morfologia foliar (Klak et al.
2003).

Muitas das espécies da familia Aizoaceae sdo endémicas do Succulent karoo,
bioma de clima arido que se estende por territérios da Namibia e sudoeste da Africa
do Sul (Klak et al. 2003, Ihlenfeldt 1994, Cowling et al. 1999). Considera-se 0
Succulent karoo como sendo o bioma &rido de maior diversidade vegetal do mundo,
sendo classificado hotspot de biodiversidade (Conservation International). Diversas
hip6teses tém sido elaboradas para explicar a tamanha diversidade e endemismo na
regido do bioma. As principais referem-se ao clima, singular e favoravel ao
crescimento de plantas suculentas, por ser relativamente imido, com distribuicdo de
chuvas sazonal e concentrada no inverno (Cowling et al. 1999, Desmet & Cowling
1999).

Além das caracteristicas climaticas da regido, destaca-se também a
heterogeneidade na composic¢ao do solo ao longo do bioma (Ellis & Weis 2006) que,
somada ao clima, teria proporcionado microclimas distintos e favoraveis ao
desenvolvimento e especiacdo da vegetacdo (Ihlenfeldt 1994, Schmiedel & Jirgens
1999).

Morfologia foliar em Ruschioideae:

As espécies da familia Aizoaceae sdo conhecidas popularmente como ice
plants, em referéncia as suas folhas suculentas e de morfologia muito peculiar, que

atraem a atencdo de colecionadores e admiradores em todo o mundo (Smith et al.
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1998). Diversas espécies de Ruschioideae apresentam folhas suculentas reduzidas
que, em alguns casos, muito se assemelham a componentes do substrato, sendo tais
plantas conhecidas como flowering stones (Smith et al. 1998). Os pares de folhas
opostas, na maior parte dessas plantas, apresentam suas bases fundidas entre si,
formando uma estrutura cilindrica conhecida como “corpo”, e podem ocorrer (nicos
ou em pequenos grupos, tendo formas e cores muito variaveis de acordo com a
espécie (Smith et al. 1998). A maioria das espécies tem folhas equifaciais (Kaplan
2001) frequentemente transllcidas devido ao prolongamento do parénquima aquifero
central até a epiderme no &pice da folha. Tal estrutura, denominada window leaf
apresenta-se em formas variavelmente adornadas, (Metcalfe & Chalk 1974, Smith et
al. 1998) e configura uma estratégia de plantas que sobrevivem com a maior parte do
seu corpo encoberta pelo substrato, tendo “janelas™ para permitir a passagem da luz
necessaria a fotossintese (Kaplan 2001).

Entre as Ruschioideae ocorrem arbustos e semi-arbustos, ou gedfitas com
constituicdo notavelmente reduzida, e.g. Oophytum N.E.Br., Conophytum N.E.Br. e
Diplosoma Schwantes (Ihlenfeldt 1994, Smith et al. 1998). S&o observadas folhas
dorsiventrais com peciolo e ladmina morfologicamente distintos, como em
Aethephyllum e Cleretum, e outras formas especializadas com lamina foliar bastante
reduzida, como as folhas cilindricas em Fenestraria N.E.Br. e Frithia N.E.Br.
(Ruschioideae), ou, ainda, pequenas folhas unidas que ocorrem sempre aos pares
como em Lithops N.E.Br. e Conophytum (Ruschioideae) (Herre 1971, Smith 1998).

Poucas espécies da familia Aizoaceae apresentam folhas dorsiventrais, com
lamina foliar expandida lateralmente; a grande maioria tem folhas trigonas, com
formato triangular quando seccionadas transversalmente, e algumas espécies

apresentam folhas cilindricas (Smith et al. 1998). A maior parte das espécies de
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Ruschioideae, e grande parte das Mesembryanthemoideae, tém filotaxia oposta e
bases foliares conadas, de modo que cada par de folhas forma uma estrutura Unica,
circundando o caule (Smith et al. 1998).

A partir de observacdes da morfologia foliar em diferentes espécies de
Aizoaceae, incluindo representantes das quatro subfamilias reconhecidas (sensu Klak,
2003) Melo-de-Pinna et al. (sob reviséo) sugerem uma classificagdo composta por
quatro padrdes distintos: 1) folhas com morfologia dorsiventral ou semi-teretes (semi-
cilindricas) em secdo transversal; sem dilatacdo do peciolo ou base foliar conada. 2)
folha com simetria dorsiventral, com peciolo dilatado e bases foliares conadas; 3)
folhas semi-teretes sem peciolo morfologicamente distinto, com bases foliares
conadas quando a filotaxia oposta e na forma de bainha em folhas alternas; 4) folhas
reduzidas e completamente conadas, sem uma regido de lamina livre. Dada a sua
representatividade, a subfamilia Ruschioideae inclui espécies dos quatro padrdes
estabelecidos por Melo-de-Pinna et al. (sob reviséo).

Dentre as trés tribos atualmente reconhecidas para a subfamilia Ruschioideae
(Apatesiae, Dorontheantheae e Ruschieae), Ruschieae é a que apresenta a maior
diversidade, com ampla variacdo na morfologia foliar (Klak et al. 2003),
representando trés dos quatro padrdes sugeridos por Melo-de-Pinna et. al (sob
revisao). Segundo lhlenfeldt (1994), o grupo tem sido capaz de desenvolver uma
espantosa diversidade de formas e estratégias de vida, sendo essa a base para 0 seu
estabelecimento em um bioma que, frequentemente, apresenta periodos inospitos. A
explosdo de diversidade dentro da subfamilia Ruschioideae pode ter sido um episodio
recente na evolugdo do grupo (lhlenfeldt 1994, Klak et al. 2003, 2004). Segundo
Illing et al. (2009), a duplicacdo de genes responsaveis por regular o desenvolvimento

foliar e, principalmente, pelo estabelecimento da identidade ada-abaxial das folhas
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observada em Mesembryanthemoideae e Ruschioideae, pode ter sido responsavel pela
grande diversidade de formas observada nas “Mesembryanthemaceae”.

A principal fonte de informagfes sobre anatomia de Aizoaceae é a literatura
classica de Metcalfe & Chalk (1974), na qual os autores descrevem em diversos
géneros as células epidérmicas e a suculéncia das folhas, com referéncia as window
leaves. Anatomicamente, as folhas de Aizoaceae apresentam parénquima clorofiliano
margeando o parénguima armazenador, cujo centro é ocupado pela nervura mediana
da folha, arranjo frequente em estruturas suculentas (Metcalfe & Chalk 1974, Fahn &
Cutler 1992, Kaplan 2001). O diferencial observado em Aizoaceae reside na
ocorréncia de pequenos feixes vasculares periféricos, dispostos entre os tecidos
clorofiliano e armazenador nos quais o Xxilema é endoscOpico, i.e., sempre
direcionado para o centro da folha, com floema voltado para a superficie externa
Melo-de-Pinna et al. (sob revisédo). Conforme apontam as autoras, a posi¢ao interna
do xilema nos feixes periféricos localizados na regido adaxial das folhas de Aizoaceae
contraria a polaridade habitual de tecidos vasculares, uma vez que nas folhas o xilema
normalmente dispde-se adaxialmente ao floema (Eames & McDaniels, 1947; Esau
1977, Evert 2006).

A nervura principal das folhas (e as secundarias, quando presentes) apresenta
xilema e floema com polaridade convencional, sendo a condigdo de xilema
endoscdpico observada apenas nos feixes vasculares periféricos, localizados na
margem da folha, e exclusiva das subfamilias Mesembryanthemoideae e
Ruschioideae (Melo-de-Pinna et al., sob revisdo). Aparentemente, células tipicas da
face abaxial se diferenciam no dominio adaxial da folha e esta particularidade
anatdbmica nos motivou a realizar um estudo de desenvolvimento foliar, no qual

buscamos possiveis evidéncias sobre a origem desses feixes periféricos.
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Ontogénese foliar

A folha é o 6rgdo vegetal mais variavel, morfologica e anatomicamente
(Eames & McDaniels 1947, Fahn 1974), e a sua organizacdo final é produto da
atividade de diferentes regibes de crescimento. Tais regides, envolvidas no
desenvolvimento nos eixos proximal-distal, adaxial- abaxial e centro-lateral do 6rgéo
(Fleming 2002, Beck 2005) sdo tradicionalmente referidas como meristemas, pelas
caracteristicas das células que as compdem. Hageman & Gleissberg (1996) adotam a
terminologia “blastozone” como alternativa a “meristem”, com base no argumento de
que as regides de crescimento formadoras da folha sdo capacitadas a morfogénese,
diferentemente dos meristemas apicais, 0S quais Sd0 capazes de exercer
organogénese. No presente trabalho, nos referimos as regides de crescimento adaxial
e marginal da folha como blastozonas.

Anatomicamente, o desenvolvimento foliar pode ser dividido em quatro
estagios subsequentes: 1) iniciacdo, 2) diferenciacdo inicial, 3) desenvolvimento do
eixo da folha, 4) origem e histogénese da lamina foliar (Foster 1936, Fahn 1974). A
iniciacdo da folha comecga com divisdes periclinais em um pequeno grupo de células
lateralmente situadas em relacdo ao &pice do caule. Como resultado do intenso
processo de divisdo celular, é formado o primoérdio foliar, o qual consiste em uma
protoderme, uma regido central de tecido fundamental e procambio. O rapido
desenvolvimento do primérdio resulta em uma estrutura conica com a face adaxial
plana ou achatada.

Segundo Fahn (1974), o crescimento em comprimento do eixo €
acompanhado pelo aumento na largura, como resultado de divisdes de células que
permanecem meristematicas, formando a blastozona adaxial. As células da face

adaxial dividem-se tangencialmente proporcionando um aumento radial do primordio
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foliar. Feixes vasculares acessérios podem se desenvolver a partir da blastozona
adaxial (Foster 1936, Kaufman 1959).

O desenvolvimento da lamina foliar ocorre durante o crescimento em
comprimento e espessura do primordio; as células da margem adaxial continuam em
atividade meristematica, formando a blastozona marginal. A magnitude do
crescimento marginal varia entre as regides do primdrdio foliar de modo que, nas
folhas com peciolo, este crescimento é reprimido na regido basal, a qual originara o
peciolo (Foster 1936, Fahn 1974). Frequentemente, o crescimento marginal continua
sua atividade por um periodo mais longo que o crescimento apical, sendo as novas
celulas formadas adicionadas as diferentes camadas da lamina foliar das quais se
originam os tecidos da lamina foliar, ou seja, protoderme, parénquima palicadico e
lacunoso e os tecidos vasculares marginais (Foster 1936, Fahn 1974).

Trabalhos recentes tém sumarizado os eventos da ontogénese foliar em trés
fases: 1) iniciacdo, 2) morfogénese priméria e 3) expansdo e morfogénese secundaria
(Hagemann & Gleissberg 1996, Dengler & Tsukaya 2001, Beck 2005, Tsukaya 2010,
Yamaguchi et al 2012). O termo “morfogénese primaria” ¢ utilizado para descrever
0s processos que estabelecem a forma basica da folha, determinando sua simetria e
sub-regides (Hagemann & Gleissberg 1996). A terceira fase da morfogénese foliar,
denominada de “expansdao e morfogénese secundaria”, compreende o aumento na
superficie e no volume final da folha, cuja expansdo pode ser isométrica ou
alométrica, podendo reter ou alterar a forma estabelecida durante a morfogénese
primaria (Dengler & Tsukaya 2001).

A polaridade adaxial-abaxial presente nas folhas é uma caracteristica
importante no desenvolvimento das plantas, visto que esse 6rgdo é especializado na

realizacdo de fotossintese (Yamaguchi et al. 2012, Nicotra et al. 2011). A maior parte
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das angiospermas apresenta folhas planas e dorsiventrais, com a face adaxial
composta por epiderme recoberta por cuticula espessa, que protege da dessecacgéo, e
parénquima palicadico arranjado para favorecer a captacdo de luz (Esau 1977, Evert
2006). A face abaxial, por sua vez, comumente, caracteriza-se pela abundancia de
estomatos na epiderme e pelo parénquima lacunoso frouxamente arranjado, atributos
que permitem a regulacdo das trocas gasosas e transpiracéo (Esau 1977, Evert 2006).

A diferenciacdo desses tipos celulares distintos em cada face, somada a
extensdo da lamina, sdo adaptacGes importantes que maximizam a fotossintese e ao
mesmo tempo minimizam as perdas de agua para o ambiente (Taiz & Zeiger 2006).
Assim como a forma, a anatomia foliar pode ser variavel entre as plantas, tal como
vemos em Aizoaceae. Entretanto, independentemente dessas variacdes, todas as
folhas apresentam dois dominios distintos ao longo do seu eixo ada-abaxial (Kaplan
2001, Yamaguchi et al. 2012), verificado na polaridade presente no seu sistema
vascular, cujos feixes exibem xilema adaxialmente ao floema (Eames & McDaniels
1947, Esau 1977, Evert 2006) e, em muitos casos, por outras caracteristicas, como
diferenca de coloracéo e presenca de tricomas em apenas uma das faces.

Com o advento da biologia molecular, varios trabalhos tém identificado uma
série de genes cujos produtos sdo necessarios para a aquisicdo da identidade ada-
abaxial das folhas, tendo como referencial a atividade meristematica (Siegfrield et al.
1999, Illing et al. 2009, Yamaguchi et al. 2010, Blein et al. 2010). Os processos de
abaxializacdo e adaxializagdo, segundo diversos autores (Waites & Hudson 1995,
Siegfrield et al. 1999, Kidner & Timmermans 2007, Husbands et al. 2009,
Yamaguchi et al. 2010, Blein et al. 2010), estdo envolvidos na perda do carater
laminar da folha, a qual tende a ndo expandir sua lamina lateralmente, e a adquirir

simetria radial.
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A partir da ultima década do século XX, com os estudos de biologia molecular
em “plantas modelos” como Arabidopsis thaliana, Antirrhinum majus, Zea mays e
Solanum lycopersicum, houve aumento no numero de trabalhos sobre morfogénese
foliar (Dengler & Tsukaya 2001, Tsukaya 2010, Blein et al. 2010). Nesse cenario, no
entanto, um dos maiores desafios da atualidade é associar o conhecimento da biologia
molecular e a anatomia do desenvolvimento utilizando outras plantas como modelos.

Embora alguns dos principais mecanismos de controle do desenvolvimento
foliar tenham sido elucidados, permanece grande demanda pela aplicacdo desse
conhecimento a uma gama maior de espécies, como foi recentemente realizado por
Yamaguchi et al. (2010 e 2012). Neste primeiro trabalho, os autores partiram de um
estudo de ontogénese foliar, realizado por Kaplan (1970), e comprovaram com bases
moleculares a ocorréncia de abaxializacdo em folhas unifaciais de monocotiledoneas.

Segundo Kaplan (1970, 1973), nas folhas unifaciais os feixes vasculares séo
frequentemente arranjados na margem da folha com os polos de xilema voltados para
0 centro do Orgdo. Estudando a expressdo de genes homdlogos HD-ZIPIII e
ARF3/ETT em folhas de Juncus prismatocarpus, Yamaguchi et al. (2010),
demonstraram que, em estagios iniciais, hd um processo de abaxializacdo na lamina
foliar.

A orientacdo dos tecidos vasculares descrita por Kaplan (1970, 1973) e
Yamaguchi et al. (2010) em folhas unifaciais assemelha-se ao que se observa na
anatomia foliar em espécies de Ruschioideae. A descricdo detalhada da anatomia
foliar de Aizoaceae foi realizada por Melo-de-Pinna et al. (sob revisdo), as quais
sugerem que esta € uma situacdo, aparentemente, Unica dentre as Caryophyllales
suculentas que apresentam folhas com simetria radial.

Wide-band tracheids:
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Os feixes vasculares periféricos caracteristicos das folhas de Ruschioideae
apresentam um tipo particular de elemento traqueal, denominado traqueide com
amplo espessamento de parede (wide-band tracheid-"wbt”). Essas traqueides foram
descritas inicialmente em Cactaceae, como células mortas lignificadas e
imperfuradas, providas de bandas que se estendem para o lumen celular, cuja funcéo
parece estar relacionada tanto com o armazenamento quanto com o transporte axial de
agua (Mauseth et al. 1995).

Estudos sugerem que as “wbts” representam uma caracteristica importante
para a sobrevivéncia das plantas em ambientes xéricos (Mauseth et al. 1995, Landrum
2001, 2002, 2006), e tém reconhecida significancia nos estudos de sistemética e
evolucdo de Cactaceae, Anacampserotaceae e Aizoaceae. Nesta Ultima familia, a
ocorréncia de “wbts” restringe-se as folhas, e representa uma apomorfia da subfamilia
Ruschioideae (Landrum 2001).

Embora a literatura atual disponha de poucas informacgdes sobre ontogénese
dessa célula, sua origem parece ser exclusiva do sistema vascular, mesmo que, em
Cactaceae e Anacampserotaceae, tenha sido observada na regido medular do caule
(Landrum 2006, Arruda & Melo-de-Pinna 2010).

Os estudos realizados ate 0 momento sobre as “wbts” sd0 puramente
descritivos, citando apenas sua distribuicdo no corpo da planta e os padrdes de
espessamento de parede. No entanto, nenhum trabalho comparativo da estrutura e
ultraestrutura deste tipo peculiar de traqueide foi realizado entre representantes das
trés familias.

A dissertacéo esta dividida em dois capitulos. O primeiro aborda a ontogénese
foliar em representantes Ruschioideae com diferentes morfologias foliares, mostrando

a instalacéo e atividade das diferentes regides de crescimento durante a elaboracéo da
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base e da lamina foliar. O segundo capitulo traz uma analise comparativa das
traqueides do tipo “wbt” presentes nos feixes periféricos das folhas de algumas
espécies de Aizoaceae. Neste capitulo, optamos por incluir representantes de outras
duas familias, também conhecidas na literatura por apresentarem este tipo de

traqueide, buscando uma melhor descricdo de sua estrutura nas Caryophyllales.
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Resumo

Conhecidas popularmente como ice plants e flowering stones, as folhas suculentas de
Aizoaceae apresentam pequenos feixes vasculares periféricos, dispostos na interface
entre os parénquimas clorofiliano e armazenador, que exibem uma peculiaridade no
arranjo dos tecidos vasculares: o xilema, endoscépico, direciona-se para o centro da
folha, e o floema, para a superficie externa. A disposicdo de xilema e floema é
dorsiventral na nervura mediana, sendo a organizacdo endoscopica do xilema
observada apenas nos feixes da margem foliar, e exclusiva de espécies que
apresentam bases foliares proeminentes. Aparentemente, células tipicas da face
abaxial diferenciam-se no dominio adaxial das folhas, e esta particularidade nos
motivou a estudar a ontogénese foliar em espécies de Ruschioideae, por meio de sob
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Nossos resultados mostram
que a formacdo dos feixes vasculares periféricos € posterior ao estabelecimento da
blastozona marginal, e que tecidos da face abaxial diferenciam-se no dominio adaxial
da folha durante histogénese da Id&mina. Com base na literatura disponivel sobre os
principais mecanismos moleculares envolvidos no estabelecimento da polaridade ada-
abaxial nas folhas, n6s sugerimos que um mecanismo de abaxializacdo esteja
relacionado a formacéo de feixes vasculares com xilema endoscopico nas folhas de
Aizoaceae.

Palavras-chave: folha, morfogénese, desenvolvimento, anatomia, abaxializag&o,

Caryophyllales
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Introducgéo

Adoradas por colecionadores e admiradores, as plantas da familia Aizoaceae
sdo conhecidas pela notavel variabilidade morfolégica de suas folhas suculentas
(Smith et al. 1998). Poucas espécies da familia apresentam folhas com Iamina ampla
e peciolo bem delimitado; a maioria tem folhas trigonas, com formato triangular
quando seccionadas transversalmente, e algumas espécies apresentam folhas
cilindricas (Herre 1971, Smith et al. 1998). Dentre as Aizoaceae é frequente a
ocorréncia de plantas com filotaxia oposta e bases foliares conadas, de modo que cada
par de folhas forma uma estrutura Unica, circundando o caule (Smith et al. 1998). Em
espécies altamente especializadas, tais como Lithops e Lapidaria, a parte aérea da
planta resume-se a um diminuto par de folhas opostas, de aparéncia muito semelhante
as rochas que compdem o substrato onde essas plantas crescem (Metcalfe & Chalk
1974).

Por serem plantas bastante curiosas, diversos trabalhos na literatura tratam de
sua ecologia e evolucdo (Klak et al. 2004, Burke 2005, Kellner et al. 2011), e sua
morfologia é bem documentada em livros e guias de identificagdo (Herre 1971, Smith
et al. 1998); por outro lado, 0 que se conhece sobre anatomia foliar no grupo resume-
se a poucos trabalhos.

O conhecimento anatémico das folhas em Aizoaceae prioriza a descri¢do do
mesofilo equifacial (Kaplan 2001), de folhas que crescem eretas nas quais a luz incide
no tecido clorofiliano periférico que circunda o tecido aquifero (Metcalfe & Chalk
1974). Nas chamadas window leaves o tecido aquifero estende-se ao apice da folha
criando uma janela a entrada de luz, uma caracteristica frequente em espécies que
crescem enterradas no solo, com apenas o apice de suas folhas expostas a luz direta

(Metcalfe & Chalk 1974, Ihlenfeldt 1994, Kaplan 2001). Outra caracteristica
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anatémica da familia é a presenca de grandes células epidérmicas conhecidas como
bladder-cells, especializadas na armazenagem de &gua, e que conferem a folha
aspecto brilhoso, atribuindo-se a denominacao ice plant as espécies que as possuem
(Fahn & Cutler 1992; Metcalfe & Chalk, 1974, Smith et al. 1998). Essas
peculiaridades anatdbmicas possibilitaram a adaptacdo dessas plantas ao ambiente
arido, proporcionando a diversificagdo morfoldgica massiva que ocorrera em
Aizoaceae num intervalo de tempo notavelmente curto, conforme apontam Ihlenfeldt
(1994) e Klak et al. (2004).

Em Conophytum N.E.Br. (Ruschioideae, Aizoaceae), Opel (2005) reporta a
ocorréncia de pequenos feixes vasculares localizados ao longo da interface entre o
clorénquima e o parénquima armazenador da folha, nos quais o xilema orienta-se
sempre em direcdo ao centro do 6érgdo, e o floema, para a superficie externa. Essa
disposigdo de tecidos ocorre mesmo nos feixes vasculares localizados na regido
adaxial da folha (Opel, 2005). Recentemente, Melo-de-Pinna et al. (sob reviséo)
analisaram a ocorréncia de feixes vasculares periféricos semelhantes aos descritos por
Opel (2005), em vérias espécies de Aizoaceae, incluindo representantes das quatro
subfamilias (Aizooideae, Sesuvioideae, Mesembryanthemoideae e Ruschioideae,
sensu Klak et al. 2003). Segundo as autoras, a disposicdo endoscopica do xilema
ocorre em géneros das subfamilias mais derivadas de Aizoaceae, e a ocorréncia do
carater restringe-se a espécies que apresentam um crescimento particularmente
acentuado na porc¢édo adaxial da base foliar, que resulta em conagéo no caso de plantas
com filotaxia oposta, ou em uma bainha no caso das folhas alternas.

Folhas sdo os Orgdos vegetais mais variaveis morfoldgica e anatomicamente
(Fahn 1974) e sua arquitetura resulta do crescimento em regides distintas da folha

durante a morfogénese (Esau 1955, Fahn 1974). Em folhas dorsiventrais, a posi¢do
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adaxial do xilema em relacdo ao floema é um carater anatbmico utilizado na
identificacdo da polaridade adaxial/abaxial do 6rgdo (Eames & McDaniels 1947,
Esau 1977, Fahn 1974). Plantas com folhas cilindricas podem apresentar variacdo
nesse arranjo, cComo ocorre em outras espécies de Caryophyllales, nas quais os feixes
vasculares periféricos tém xilema exoscopico, ou seja, Xilema externo ao floema

(Ogburn & Edwards 2013, Melo-de-Pinna et al. sob reviséo).

Algumas folhas unifaciais de monocotiledoneas exibem anatomia radial, com
feixes vasculares dispostos em anel com o xilema direcionado ao centro da folha e o
floema a superficie (Kaplan 1973, Eames & McDaniels 1947), organizacao
semelhante a da margem foliar de Aizoaceae (Melo-de-Pinna et al. sob revisdo). Esse
tipo foliar comple-se de duas regibes morfologicamente distintas: a base,
estruturalmente dorsiventral e organizada em bainha, e a lamina, porgédo distal
unifacial (Eames & McDaniels 1947, Kaplan 1973). Com base nos trabalhos de
Kaplan (1970, 1973), Yamaguchi et al. (2010) elucidaram que a morfogénese da
lamina unifacial envolve um processo de abaxializagdo, devido a expressao de genes
caracteristicos de face abaxial no dominio adaxial da folha, e que a bainha mantém

sua dorsiventralidade durante a ontogénese.

Melo-de-Pinna et al. (sob revisdo) sugerem que disposicdo de tecidos
fundamentais e o arranjo dos feixes vasculares observados em folhas adultas de
Aizaoceae indicam que a identidade ada/abaxial € estabelecida no inicio do
desenvolvimento e, posteriormente, perdida na lamina, formando apenas células de
face abaxial em toda a margem da folha. Dando continuidade aos estudos iniciados
por Melo-de-Pinna et al. (sob reviséo), este trabalho mostra etapas da ontogénese

foliar em representantes da subfamilia Ruschioideae com diferentes padrdes
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morfoldgicos foliares, fornecendo evidéncias anatdmicas da formacdo e, posterior

perda, da identidade adaxial/abaxial durante o desenvolvimento foliar.

Material e métodos
Foram analisadas 10 espécies pertencentes a subfamilia Ruschioideae
selecionadas segundo caracteres morfologicos foliares (tabelal, fig.1), com base na
proposta de Melo-de-Pinna et al. (sob revisdo). O material foi identificado pela Dra.
Cornelia Klak (Bolus Herbarium, Africa do Sul), e o material testemunho depositado

no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade de S&o Paulo (SPF).
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Tabela 1. Espécies de Ruschioideae (Aizoaceae) e os padrdes e caracteristicas foliares
utilizados em sua selecdo para o presente estudo. Com base em Melo-de-Pinna et al. (sob
revisdo). (X) assinala o padrdo ao qual se classifica a espécie; (v) indica ocorréncia; (-)
indica auséncia.

Material botanico Padrées Caracteristicas
Base Xilema Lamina
Espécies 1 2 3 4 conada endoscopic lateralmente
0 expandida
Tribo Dorotheantheae
Cleretum lyratifolium X i} - v
Ihlenf. & Struck
Tribo Ruschiae
Delosperma herbeum X v v -
(N.E.Br.) N.E.Br.
Delosperma napiforme X v v -
Schwantes
Delosperma
tradescantioides X v v v
(A.Berger) L.Bolus
Fenestraria
rhopalophylla (Schitr. & X v v -
Diels) N.E.Br.
Gibbaeum petrense X v v -
(N.E.Br.) Tischer
Gibbaeum velutinum X v v -
(L.Bolus) Schwantes
Lithops marmorata X v v -
N.E.Br.
Lithops aucampiae X v v -
L.Bolus
Muiria hortenseae X v v -
N.E.Br.

Amostras de folhas e apices caulinares vegetativos de cada espécie foram
fixadas em FAA 50 (formalina/acido acético/etanol 50%) por 24h e armazenados em
etanol 70%. Para microscopia de luz o material foi desidratado em série gradual de
etanol/butanol para posterior infiltragdo em parafina (Ruzin 1999). Foram obtidas
secOes longitudinais e transversais do material com micrétomo rotativo. A coloragéo

foi feita com azul de astra e safranina ambos a 1% em etanol 50% (Bukatsch 1972,
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adaptado) e com azul de toluidina em tampao fosfato (pH 6.8, 0,1M) (O’Brien et al.
1965). Folhas completamente expandidas de Delosperma N.E. Br., Cleretum N.E. Br.
and Lithops N.E. Br. foram incluidas em HistoResin® (Leica) e coradas com azul de
toluidina em tampao fosfato (pH 6.8, 0,1M) (O’Brien et al. 1965).

Para microscopia eletronica de varredura (MEV), o material foi fixado em
Karnovsky, desidratado em serie gradual etilica e submetido ao ponto critico com
dioxido de carbono. As amostras foram, por fim, aderidas a suportes de MEV para
metalizacdo e posterior observagéo (Silveira 1989).

Resultados

Morfologia e anatomia de folhas adultas

Analisamos representantes dos quatro padrdes foliares descritos por Melo-de-
Pinna et al. (sob revisdo) (tabela 1, fig.1). Cleretum lyratifolium tem morfologia foliar
dorsiventral com lamina expandida e peciolada, sendo, dentre as espécies analisadas,
a Unica a apresentar filotaxia alterna (fig. 1A). A base foliar ndo exibe crescimento
adaxial proeminente, sendo essa espécie classificada como padrdo 1. Delosperma
tradescantioides (padréo 2; figs 1B, C), apresenta morfologia dorsiventral e lamina
expandida, e conacao das bases; as demais espécies analisadas do género, D. herbeum
e D. napiforme tém morfologia foliar trigona e bases foliares conadas (padréo 3; figs.
1D, E). Gibbaeum petrense, G. velutinum e G. heathii também se classificam no
padrdo 3, entretanto, as folhas opostas sdo nitidamente diferentes entre si,
especialmente em tamanho (fig. 1F-H). Ainda no padréo 3 estdo incluidas as espécies
Fenestraria rhopalophylla (fig. 1), espécie com folhas cilindricas com bases
conadas, Lithops aucampiae e L. marmorata (fig. 1J, K). L. aucampiae apresenta
folhas quase totalmente conadas, restando apenas uma reduzida porcao apical livre

(fig. 1J), diferentemente do que se observa em L. marmorata, na qual a porgdo livre é
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proporcionalmente maior (fig. 1K). Muiria hortenseae configura o Unico exemplo de
grau maximo de conacdo, com folhas totalmente conadas, sem uma porcéo
morfologicamente livre (padrédo 4; fig. 1L).

A anatomia da lamina foliar de Cleretum lyratifolium exibe epiderme
unisseriada com bladder cells presentes em ambas as faces da folha. O mesofilo tem
arranjo dorsiventral, com varias camadas de parénquima pali¢adico na superficie
adaxial (fig. 2A, B) e parénquima lacunoso proximo a superficie abaxial. A nervura
mediana € formada por um feixe vascular colateral, com xilema em posicéo adaxial
em relacdo ao floema, envolto por parénquima armazenador de agua (fig. 2A), padrédo
que se repete nas demais espécies analisadas. No mesofilo ocorrem feixes vasculares
colaterais menores com disposicdo de xilema e floema semelhante a da nervura
central (fig. 2B). Células notavelmente mais expandidas e de contetdo translucido
distribuem-se no parénquima palicadico, em posicao subjacente as bladder-cells (fig.
2B, C) e, assim como nas demais espécies estudadas, idioblastos contendo cristais na
forma de rafides encontram-se dispersos por todo o mesofilo. No peciolo observam-se
bladder-cells apenas na superficie abaxial na regido da nervura mediana, enquanto
que nas margens essas células ocorrem em ambas as faces (fig. 2D). O peciolo €é
preenchido por células parenquimaticas isodiamétricas e sua vascularizacdo segue a
mesma organizagdo observada na lamina foliar (fig. 1D).

A epiderme foliar de Delosperma tradescantioides é unisseriada com bladder-
cells de base intumescida e apice afilado, semelhantes as papilas, distribuidas em
ambas as faces da folha (fig. 2E). O mesofilo é isobilateral, composto por
clorénquima constituido por pequenas células isodiamétricas distribuidas
perifericamente e parénquima aquifero, formado por células bastante expandidas,

ocupando as porc¢des mais internas da folha (fig. 2E, F). A regido da nervura mediana

~ 42 ~



NUNES, A. S. CAP 1. ONTOGENESE FOLIAR

exibe tecidos fundamentais arranjados de maneira semelhante ao mesofilo, e
apresenta um feixe vascular colateral central rodeado de feixes periféricos menores
(fig. 2E). Duas fileiras de pequenos feixes vasculares colaterais ocorrem no mesofilo

nas proximidades da nervura mediana (fig. 2E, F).

Os feixes vasculares periféricos, proximos a superficie abaxial da folha de D.
tradescantioides, apresentam xilema e floema dispostos como na nervura principal,
enquanto que os feixes da fileira proxima a face adaxial da folha apresentam xilema
endoscopico, voltado ao interior do mesofilo, e floema direcionado para a superficie
externa da folha (fig. 2G). No bordo foliar, observa-se apenas uma fileira de feixes
periféricos, com xilema voltado para a face adaxial da folha (fig. 2H). A conacdo das
bases foliares em D. tradescantioides ocorre na porcao proximal do peciolo, o qual
apresenta uma extensao distal livre (fig. 1B). Na porcdo livre do peciolo ha bladder-
cells em ambas as faces, e o tecido fundamental compdem-se de células
parenquimaticas isodiamétricas. A vascularizacdo segue o padrdo observado na regido
da nervura mediana da lamina, com feixes vasculares periféricos dispostos na regido
da nervura mediana (fig. 3A). No segmento proximal do peciolo, os feixes marginais
passam gradativamente a ocupar as margens laterais da folha (fig. 3B) até que, na

porcdo conada, esses feixes tornam-se continuos entre as folhas opostas (fig. 3C).

As olhas das outras espécies de Delosperma (D. herbeum e D. napiforme) séo
de morfologia trigona. Ambas tém epiderme unisseriada, sendo em D. herbeum
composta majoritariamente por bladder-cells em toda a superficie (fig. 3D), e por
celulas epidérmicas ordinarias em D. napiforme (fig. 3E). As bladder-cells de D.
herbeum (fig. 2D) sé&o globosas, desprovidas do afilamento observado nas células de

D. tradescantioides (fig. 2E). As espécies de folha trigona exibem maior grau de
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suculéncia e reduzida expansdo lateral da lamina foliar em relagdo a D.
tradescantioides, e a delimitacdo entre os tecidos fundamentais é mais evidente (fig.
3D, E). Nas duas espécies, o tecido clorofiliano constitui-se de parénquima palicadico
disposto em vérias camadas e o parénquima aquifero preenche o centro da folha (fig.
3D, E). Além do feixe vascular principal (e, no caso de D. napiforme, duas nervuras
secundarias menores), observam-se pequenos feixes vasculares dispostos ao longo da
interface entre os dois tecidos fundamentais, os quais exibem arranjo colateral com
xilema endoscopico (fig. 3D, E, F). Assim, como observado em D. tradescantioides,
na regido de transi¢do entre as por¢des livre e conada da folha os feixes periféricos
adaxiais passam gradativamente, no sentido distal-proximal, a se concentrar nos
flancos da face adaxial (figs. 3G, H e 4A). Na base das folhas, os feixes vasculares
periféricos ocorrem apenas na regido abaxial e exibem xilema posicionado
adaxialmente (fig. 4B). Além disso, nota-se que h4 atividade meristematica na regido
de conacéo entre as folhas (fig. 4B, C). Em secdo transversal das bases conadas, a
epiderme e os tecidos fundamentais sdo continuos entre as folhas opostas, de modo
que a identificagdo das mesmas define-se com base na posi¢éo das nervuras medianas
(fig. 4C). Nessa regido, as faces adaxiais das folhas opostas, constituem apenas de
uma pequena abertura em torno do apice caulinar (fig. 4C). A forma como os tecidos
vasculares estdo dispostos na lamina e na base foliar assemelha-se entre as espécies

dos padrdes 2 e 3, nas quais ha uma porcdo distal livre e base conada.

A anatomia foliar de Fenestraria rhopalophylla assemelha-se a de
Delosperma herbeum e D. napiforme. Assim, como em D. napiforme, nessa espécie
ndo ocorrem bladder-cells na epiderme (fig. 4D). A figura 4E mostra dois feixes
vasculares com xilema endoscépico localizados na por¢do adaxial da folha. Como

nas especies anteriormente descritas, Fenestraria apresenta conagdo das bases de suas
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folhas opostas, formando uma estrutura Unica, com tecidos fundamentais continuos
entre si (fig. 4F). A figura 4G mostra uma secdo da regido de transicdo entre a lamina
e a base da folha, porcdo na qual se observam feixes vasculares periféricos

concentrados em um dos flancos da face adaxial.

As espécies analisadas do género Gibbaeum nédo tém bladder-cells, e exibem
mesofilo isobilateral relativamente mais homogéneo em comparagdo com D.
herbeum, D, napiforme e Fenestraria (fig. 5A). A folha de Gibbaeum tem
clorénquima inconspicuo restrito a poucas camadas de células adjacentes a epiderme
(fig. 5B), e exibe alto grau de suculéncia, sendo majoritariamente preenchida por
parénguima aquifero (fig. 5A, B, C). O arranjo da nervura mediana apresenta-se de
forma semelhante aos dos demais géneros (fig. 5C), e pequenos feixes vasculares
periféricos ocorrem dispersos ao longo de toda a margem da folha, com xilema
voltado ao centro e floema posicionado em direcdo a superficie do 6rgdo (fig. 5B e
D). Como ja mencionado para outras espécies, na regido de conacdo das bases
foliares, os tecidos fundamentais sdo continuos entre as folhas opostas, restando, uma

pequena porgéo livre (fig. 5E).

As folhas de Lithops exibem clorénquima apenas na regido da face abaxial,
composto por células isodiamétricas braciformes dispostas em varias camadas
continuas entre as duas folhas conadas (fig. 5 F). A nervura mediana e os feixes
vasculares periféricos da folha de Lithops exibem o mesmo padrdo de disposicéo de
tecidos vasculares descrito para as demais espécies (exceto Cleretum lyratifolium),
embora os feixes periféricos sejam relativamente maiores e tenham muito mais
células de xilema em relacdo as do floema. O que se observa na anatomia foliar de

Muiria hortenseae (padrdo 4) assemelha-se ao descrito para a regido conada das
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folhas de padréo 2 e 3, visto que suas folhas séo desprovidas de partes livres (fig.

5H).

Ontogénese foliar

Morfologia dos primérdios foliares

Em Cleretum lyratifolium, Gnica espécie de filotaxia alterna estudada neste
trabalho, a assimetria entre primordios foliares é evidente desde as fases iniciais de
formacdo (fig. 6A, B), mantendo este padrdo em folhas adultas (fig. 1A),

caracterizando desta forma a filotaxia alterna.

Contudo, nas espécies analisadas com filotaxia oposta, a assimetria entre 0s
primoérdios varia bastante ao longo do desenvolvimento. Em Delosperma herbeum, os
primérdios sdo inicialmente assimétricos (fig. 6C-E) e durante o desenvolvimento
assumem tamanhos semelhantes entre si (fig. 1D), ou podem se manter assimétricos
em menor ou maior grau, como em Fenestraria (fig. 6F-H) e Gibbaeum (fig. 61, J).
Em Lithops, ndo foi possivel observar os primordios nos mesmos estagios das demais
espécies. Contudo, observando estagios anteriores de desenvolvimento, notamos que
os primdrdios sdo simétricos (fig. 6K) e que esta simetria estd presente na folha
madura (fig. 1J, K). Néo foi possivel observar os estagios de desenvolvimento foliar

em Muiria.

Blastozonas adaxial e marginal

As fases iniciais da morfogénese mostraram-se semelhantes em todos os tipos
foliares analisados. Apds o crescimento apical do primordio, as células de seu apice
iniciam sua diferenciacdo, apresentando-se mais alongadas e especializadas. A
diferenciacéo ¢ basipeta e mais precoce na face abaxial, como pode ser observado por
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meio da diferenciacdo das células epidérmicas, evidenciada em MEV (fig. 7A), e pelo
grau relativo de expansdo celular entre as duas faces (fig. 7B). As células da face
adaxial mantém caracteristicas meristematicas por mais tempo, permitindo que o
primdrdio cresga consideravelmente em volume, por meio de divisdes periclinais na
blastozona adaxial (fig. 7B).

Durante a ontogénese, a blastozona adaxial, regido de crescimento
responsavel pelo incremento em volume do primérdio foliar, € mais proeminente em
folhas de padrdes 2, 3 e 4 desde os primeiros estadgios da morfogénese primaria.
Nessas espécies, que desenvolvem bases foliares conadas, o crescimento adaxial é
mais marcante na porc¢ao proximal da lamina em formacéo, resultando na projecéo da
face adaxial em direcdo ao meristema apical caulinar. Na figura 7C, observa-se a
atividade da blastozona adaxial em um par de primordios foliares opostos de
Delosperma tradescantioides, cujas folhas tém bases conadas. As células da face
adaxial mantém suas caracteristicas meristematicas por mais tempo, em relacdo as
células da face abaxial do primérdio. O crescimento da face adaxial da folha em
direcdo ao meristema apical caulinar € notavelmente pronunciado, o que fica mais
evidente em comparagdo com o desenvolvimento foliar de Cleretum lyratifolium (fig.
7D, E), cujas bases foliares séo livres. Em folhas que formam bases conadas, a alta
taxa de divisdes periclinais na blastozona adaxial resulta na aproximacao, e até

justaposicéo, da epiderme nas faces adaxiais dos primdrdios opostos (fig. 7C, G).

As divisdes periclinais na blastozona adaxial persistem ao longo da
ontogénese, formando fileiras de células radiadas (fig. 7F, G). Nas figuras 7A, C, G e
H, que se referem as espécies que apresentam folhas com bases conadas, observa-se
que o meristema apical caulinar € totalmente encoberto pelo par de primoérdios

foliares, ao passo em que em C. lyratifolim, com folhas de bases livres, € possivel
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observar os primordios foliares subsequentes (fig. 7D, E). Em algumas espécies, por
exemplo, Delosperma tradescantioides, ocorre coeréncia temporaria das por¢des
distais livres dos primoérdios, por meio do entrelacamento entre bladder-cells das

folhas opostas (fig.71).

A margem foliar inicia sua elaboragdo a partir da atividade da blastozona
marginal, apos o estabelecimento do eixo proximal-distal, o crescimento em volume
dos primérdios e o inicio da diferenciagdo dos tecidos condutores da nervura
mediana. Nas folhas que apresentam lamina lateralmente expandida (padrdes 1 e 2), a
blastozona marginal compde-se de células meristeméticas localizadas nos flancos da
face adaxial. O crescimento da lamina, nesses padrdes, ocorre no sentido centro-
lateral, por divisdes predominantemente periclinais (fig. 8A, B). As células
diferenciam-se gradualmente conforme se distanciam da blastozona, de modo que na
regido da nervura principal as células sdo mais vacuoladas, em comparagdo com as

células marginais da Iamina em desenvolvimento (fig. 8A, B).

A blastozona marginal instala-se de maneira distinta nas folhas que néo
desenvolvem ldmina expandida lateralmente. Nas folhas trigonas e cilindricas, células
subepidérmicas com caracteristicas meristeméaticas mantém-se por toda a margem
(fig. 8C-F). O crescimento, por divisfes periclinais e expansdo das células, ocorre

radialmente, formando tecidos em toda a periferia da folha.

No desenvolvimento da margem foliar, independente de sua morfologia, a
blastozona marginal é responsavel pela histogénese tanto dos tecidos fundamentais
quanto dos vasculares, formando, predominantemente, o clorénquima e os feixes
vasculares perifericos. Os feixes vasculares periféricos diferenciam-se a partir de

corddes de procambio, e a formacdo de seus tecidos condutores é tardia em relacdo a
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diferenciacdo da nervura mediana. Nas espécies com folhas de padroes 2, 3 e 4 as
celulas originadas da blastozona marginal diferenciam-se apenas em tecidos
caracteristicos da face abaxial da folha, o que pode ser observado pela distribuicdo do
tecido clorofiliano (equifacial) e, especialmente, pela orientacdo dos polos de xilema
dos feixes vasculares periféricos. Durante a histogénese da margem as ceélulas
apresentam-se mais diferenciadas na por¢édo distal da folha em relagdo a sua porgédo

mediana, como evidenciado na figura 8G e H.

Discusséo

Segundo a literatura classica de anatomia vegetal (Eames & McDaniels 1947,
Esau 1977), o primordio foliar assume a forma de um cone com face adaxial
levemente achatada durante o desenvolvimento do eixo proximal distal da folha, e
apresenta um corddo central de procambio. A diferenciacdo celular no primoérdio é
basipeta, evidenciada na especializacdo das células epidérmicas e da vacuolizacdo
gradativa das células do mesofilo. Em estagio subsequente da ontogénese, divisdes
periclinais de células subepidérmicas na face adaxial caracterizam a atividade da
blastozona adaxial (Hageman & Gleissberg 1996), responsavel pelo incremento em
volume da folha em formacdo.

Normalmente, ap6s o incremento em volume do primdrdio e inicio da
expansao da lamina foliar, as células localizadas no centro da face adaxial da folha
iniciam sua vacuolizagdo, ao passo que as células da margem do primérdio mantém-
se meristematicas, tal como observado em Cleretum lyratifolim. Nesse estagio,
considera-se o fim da atividade da blastozona adaxial, e inicio da elaboracdo da
lamina foliar, a partir da atividade da blastozona marginal (Eames & McDaniels

1947, Esau 1977, Beck 2010). Entretanto, a atividade da blastozona adaxial é
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notavelmente mais pronunciada e persistente nas espécies de Ruschioideae que
possuem bases foliares conadas.

Comportamento semelhante é observado durante a morfogénese de folhas
unifaciais de monocotiledéneas. Segundo Kaplan (1970), numerosas divisoes
periclinais ocorrem ao longo de toda a face adaxial do primérdio apds o
estabelecimento da blastozona adaxial. Esse crescimento € mais proeminente na
porcdo proximal da lamina, projetando a face adaxial do primérdio em direcdo ao
meristema apical caulinar. Segundo o autor esse acentuado crescimento resulta de
uma expressdo intensificada da atividade da blastozona adaxial, responsavel pelo
incremento em volume durante a ontogénese foliar.

Da mesma maneira, em Ruschioideae, a alta atividade nessa regido de
crescimento forma séries radiadas de células produzidas por divisbes periclinais,
levando a projecdo da face adaxial do primordio em direcdo ao meristema apical
caulinar, culminando na justaposic¢do das folhas em formagdo. A principal diferenca
nos dois casos é que em folhas unifaciais, o crescimento adaxial acentuado promove
achatamento da folha no seu plano mediano, de modo que a lamina expande-se no
sentido ada/abaxial, perpendicularmente ao plano de expansdo da lamina de folhas
dorsiventrais (Eames & McDaniels 1947, Kaplan 1970). Dessa forma, as folhas
unifaciais mantém seu carater laminar, embora este seja formado por meio de
mecanismos distintos dos que operam na morfogénese de folhas dorsiventrais de
eudicotiledéneas. Em decorréncia desse padrdo de crescimento, a nervura mediana
desloca-se para a extremidade abaxial da lamina, passando a compor o conjunto de
feixes periféricos caracteristicos desse tipo foliar (Kaplan 1970).

Em Ruschioideae, por sua vez, ndo ha crescimento canalizado em direcdo a

face abaxial da folha, sendo a blastozona marginal responsavel pela elaboracdo e
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histogénese da margem foliar, mantendo-se a nervura mediana no centro da folha.
Embora seja formada por mecanismos distintos, a lamina foliar em Ruschioideae
exibe simetria radial quanto a disposicdo de seus tecidos, assim como nas folhas
unifaciais. Nas espécies analisadas, a blastozona marginal distribui-se uniformemente
ao longo da circunferéncia do primérdio, formando uma lamina com mesofilo
equifacial e feixes vasculares periféricos com xilema endoscépico. O mesmo padréo
de crescimento foi observado por Hernandes-Lopes (2010), durante a histogénese
foliar de Portulaca werdermannii, espécie de folhas cilindricas, com vascularizacao
semelhante a de Ruschioideae, porém sem xilema endoscépico.

PadrOes de crescimento distintos resultam na formacdo de folhas com
mesofilo dorsiventral ou equifaciais em Ruschioideae. O que vemos é que a condicao
equifacial decorre tanto da localizacdo da blastozona marginal, quanto dos seus
produtos. Em Cleretum lyratifolium, esta regicdo promove crescimento no sentido
centro-lateral da lamina, e sua histogénese (Eames & McDaniels 1947, Esau 1955,
Beck 2010), mantendo-se a dorsiventralidade. Por outro lado, nas espécies com
lamina foliar equifacial, o crescimento é uniforme ao redor do eixo foliar, resultando
na expansdo radial da 1amina, e todas as células formadas séo caracteristicas de face
abaxial.

As folhas unifaciais sdo radialmente simétricas (Kaplan 1973, 2001), com
clorénquima circundando um nacleo de parénquima ndo clorofiliano e, feixes
vasculares com xilema endoscopico que se distribuem em disposicdo paralelinérvea,
formando um anel entre os dois tecidos fundamentais (Kaplan 1970). Segundo
Kaplan (1973, 2001) as folhas unifaciais dispdem de duas subunidades basicas: (1)
uma regido distal unifacial propriamente dita, homdloga a lamina foliar de

eudicotiledbneas; e (2) uma regido proximal bifacial formando uma bainha,
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equivalente a base foliar em eudicotiledéneas. Na bainha os feixes vasculares mantém
0 padrdo paralelinérveo, porém exibem orientagdo dorsiventral de tecidos, com
xilema adaxialmente ao floema (Eames & McDaniels 1947, Kaplan 1973, 2001), de
maneira muito semelhante ao que observamos em Ruschioideae, na regido do peciolo.

A andlise anatdbmica mostrou que nas folhas com base conada e uma porgao
distal livre (padrdes 2 e 3, sensu Melo-de-Pinna et al. sob reviséo) a disposi¢éo dos
feixes vasculares periféricos e o arranjo dos tecidos fundamentais diferem entre as
duas regibes. A base das folhas tem morfoanatomia dorsiventral, com xilema
posicionado adaxialmente ao floema em todos os feixes vasculares, e bladder-cells
apenas na face abaxial da folha. A l1amina foliar, por sua vez, tem mesofilo equifacial,
feixes vasculares periféricos com xilema endoscépico, e bladder-cells distribuidas por
toda a superficie.

Segundo Kaplan (1970), o ponto em que o crescimento adaxial é mais
acentuado durante a ontogénese de folhas unifaciais delimita lamina e base foliar,
sendo esse o limite proximal da lamina. Comparativamente, no presente estudo, nos
assumimos a mesma delimitacdo em Ruschioideae, sobretudo considerando que
espécies com filotaxia alterna na subfamilia exibem base foliar em forma de bainha
(Melo-de-Pinna et al. sob revisdo), tal como nas folhas unifaciais (Eames &
MacDaniels 1947; Kaplan 1970, 1973, 2001).

Estudos recentes, com base em biologia molecular, ttm demonstrado que
caracteristicas anatdmicas tradicionalmente utilizadas na discriminagéo entre as faces
adaxial e abaxial, como posi¢cdo do tecido clorofiliano no mesofilo, arranjo das
células epidérmicas e, principalmente, orientacdo adaxial do xilema nos feixes
vasculares, sdo evidéncias da expressdo da polaridade ada-abaxial em folhas. Embora

haja semelhanca quanto as condigdes equifacial/unifacial da ld&mina e dorsiventral da
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base foliar, a posi¢do da nervura mediana configura uma diferenca entre os dois tipos
foliares em questao.

Dentre as Caryophyllales com folhas equifaciais, a organizagdo dos tecidos
vasculares nos feixes periféricos é variavel. Em Cactaceae (Ocampo & Columbus
2010, Melo-de-Pinna et al. sob revisédo) e Portulacaceae (Hernandes-Lopes 2010,
Melo-de-Pinna et al. sob revisdo) o xilema é exoscOpico, enquanto que em
Chenopodiaceae o xilema é endoscopico (Freitag & Stichler 2000, Kadereit et al.
2003, Smith et al. 2008), como observado em Ruschioideae. Cabe salientar que
nesses dois ultimos casos ha uma base foliar proeminente, marcada pela presenca de
bainha em Borszczowia aralocaspica (Chenopodiaceae) e nas bases conadas de
Ruschioideae. Provavelmente, o crescimento adaxial acentuado esteja vinculado tanto
com a formacdo da base expandida, quanto com a orienta¢do endoscépica do xilema
nos feixes vasculares periféricos em Caryophyllales.

A conagdo das bases foliares observada em Ruschioideae € congénita e ocorre
devido a filotaxia oposta, visto que folhas alternas de Ruschioideae formam bainha
(Melo-de-Pinna et al. sob revisdo). Segundo Kaplan (1973), a porcéo distal livre da
folha em desenvolvimento cresce em comprimento e largura, enquanto que a porgéo
proximal do érgdo expande-se entorno do meristema apical caulinar. Essa por¢do
basal que envolve o meristema dard origem a base foliar, confluente com o caule.
Assim como descrito por Eames & McDaniels (1947), durante a ontogénese a base do
primordio foliar pode estender-se lateralmente formando um colar de tecido
meristematico, originando uma bainha. Em algumas espécies o desenvolvimento da
base pode ser muito expressivo, encobrindo completamente o meristema (Hagemann

1970). Mais ainda, se as duas por¢des marginais da bainha em desenvolvimento
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encontram-se, tornando-se confluentes, o resultado é uma base foliar tubular em torno
do eixo caulinar (Troll 1939, Kaplan 1973).

Nossos resultados mostram, em Ruschioideae, o crescimento da base foliar no
entorno do meristema apical caulinar e a confluéncia das bases das folhas opostas.
Durante a ontogénese uma alta atividade de células com caracteristicas
meristematicas precede a conagdo das bases foliares, tal como mencionado por Eames
& McDaniels (1947). Além disso, hd confluéncia entre as margens de duas folhas
opostas, formando uma estrutura tubular que envolve o eixo caulinar, como citado por
Kaplan (1973), embora, em Ruschioideae, o processo envolva as margens de duas
folhas opostas. Embora Cleretum lyratifolium apresente uma porgdo laminar no
peciolo, seu desenvolvimento ndo é homologo ao da base expandida de folhas
conadas, pois nestes casos, o0 crescimento é adaxial e ndo marginal, como observado
no peciolo.

O desenvolvimento de conagéo entre as bases de folhas opostas pode ter sido
um evento importante na diversificacdo de Aizoaceae (Melo-de-Pinna et al. sob
revisdo). Considerando que muitas das espécies sao endémicas de um bioma arido, a
insercdo do meristema apical caulinar, e das folhas mais jovens, no interior de uma
pequena cavidade formada entre as folhas adultas, confere protecdo mecénica e
previne a dessecacdo. Essa caracteristica somada a outras, como a presenca de -
bladder-cells e reducdo da razdo superficie/volume, torna as Ruschioideae
extremamente adaptadas ao bioma em que vivem (lhlenfeldt 1994). Por exemplo,
Gibbaeum heathii e Lithops apresentam seu corpo reduzido a um par de folhas
maduras quase completamente conadas, e 0 extremo de especializacéo é caracteristico
de Muiria, que possui apenas um anico par de folhas adultas, desprovidas de partes

livres.
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Outro aspecto decorrente da conagédo foliar pode ser considerado quanto ao
desenvolvimento dos primdrdios foliares. A assimetria entre os primdrdios, observada
em espécies com filotaxia oposta, provavelmente surge durante sua morfogénese
priméria, partindo de um estagio inicial simétrico entre dois primdrdios opostos,
como visto que Lithops aucampiae. A assimetria pode ser mantida na fase madura
(Gibbaeum velutinum e G. petrensis) ou perdida durante a morfogénese secundaria,
como ocorre em Delosperma napiforme. Esta plasticidade observada pode estar
relacionada a restricdo de espaco no interior da cavidade formada entre as bases
conadas das folhas adultas, envolvendo mecanismos particulares de crescimento
(alongamento e/ou divisdo celular).

A polaridade adaxial-abaxial presente nas folhas é intrinseca ao seu
desenvolvimento (Gifford & Foster 1989, Husbands et al. 2009) e, por meio da
expressao diferencial de genes, media a diferenciacdo dos tipos celulares de cada face
(Kaplan 2001, Husbands et al. 2009, Szakonyi et al. 2010, Yamaguchi et al. 2012).
Dessa forma, todas as folhas tém dois dominios distintos ao longo do seu eixo ada-
abaxial, normalmente expresso na polaridade de seu sistema vascular, com xilema
posicionado adaxialmente ao floema (Eames & McDaniels 1947, Esau 1977, Evert
2006).

A nervura mediana das folhas de Ruschioideae mantém a dorsiventralidade
estabelecida nos nas primeiras etapas da morfogénese primaria (Dengler & Tsukaya
2001), ja definida no corddo procambial que a precede (Esau 1977; Evert 2006). A
expansdo da lamina foliar ocorre posteriormente, a partir do estabelecimento da
blastozona marginal (Hagemann & Gleissberg 1996; Dengler & Tsukaya 2001), cujas
células derivadas apresentam apenas caracteristicas abaxiais. A blastozona marginal

ndo esta envolvida na formacdo da base da folha, na qual a dorsiventralidade é
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mantida. Estudos moleculares mostram que genes envolvidos na diferenciacdo das
celulas em cada face expressam-se antagonicamente, e que tanto sua inibigdo quanto
a superexpressdo resultam em folhas adaxializadas ou abaxializadas (Waites &
Hudson 1995, Siegfried et al. 1999, Eshed et al. 2001). Nos fendtipos mais severos,
as folhas formam-se de células caracteristicas de apenas uma das faces, sendo
radialmente simétricas com um feixe vascular central anfivasal, em folhas
adaxializadas (McConnell & Barton 1998), e anficrival nas abaxializadas (Waites &
Hudson 1995).

Além disso, elucidou-se que algumas folhas unifaciais tém lamina
abaxializada (Yamaguchi e Tsukaya 2010, Yamaguchi et al. 2010). Segundo os
autores, um ortélogo de ARF3 (um determinador de face abaxial) é expresso na
margem foliar ao longo de toda a lamina, ao mesmo tempo em que um ortélogo de
PHB (determinador de face adaxial) se expressa apenas no Xxilema. A expressdo
desses genes é convencional na bainha foliar, influenciando na dorsiventralidade
habitual (Yamaguchi e Tsukaya 2010, Yamaguchi et al. 2010).

Com base na literatura sobre ontogénese de folhas unifaciais (Kaplan 1970,
1973, 2001, Yamaguchi & Tsukaya 2010, Yamaguchi et al. 2010) e sobre
adaxializagdo e abaxializacdo foliar (Waites & Hudson em 1995, Timmermans et al.
1999, Byrne et al. 2000, Emery et al. 2003, Izhaki & Bowman 2007, Husbands et al.
2009, Wu et al. 2008, Yamaguchi et al. 2012), o presente estudo mostra que folhas de
Ruschioideae com padrdes morfologicos 2, 3 e 4 sdo abaxializadas, uma condicao
Unica entre as Caryophyllales suculentas. Além disso, sugerimos que 0s mecanismos
moleculares envolvidos na abaxializacdo sejam desencadeados durante a formacéo da
margem foliar. Isso se sustenta no fato de que, nessas espécies, a base da folha

conserva-se dorsiventral, assim como a nervura mediana.
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Segundo |Illing et al. (2009), a duplicacdo de um gene ortdlogo de
ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1), ocorrida durante a diversificagdo entre
Mesembryanthemoideae e Ruschioideae, configurou uma importante novidade entre
0s mecanismos moleculares que atuam na morfogénese foliar. O gene AS1 vincula-se
a diferenciacdo de células adaxiais, e uma altera¢do no seu padrdo de expressao pode
desencadear alteragdes na histogénese da face adaxial da folha. A observagdo da
expressdo de AS1 in situ em folhas de Aizoaceae com diferentes morfologias
elucidaria tanto a possibilidade de variacdo na atividade desse gene entre as espécies,
quanto sua influéncia na formacgdo de células adaxiais. Essa poderia ser mais uma
evidéncia de que, de fato, ocorre abaxializagdo nessas folhas.
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Figura 1. Morfologia foliar das espécies estudadas de Ruschioideae, com base nos padrGes
estabelecidos por Melo-de-Pinna et al. sob revisdo. A- Cleretum lyratifolium; B, C- Delosperma
tradescantioides; D — D. herbeum; E — D. napiforme; F — Gibbaeum velutinum; G — G. petrense; H
— G. heathii; | — Fenestraria rhopalophylla; J — Lithops aucampiae; K — L. marmorata; L — Muiria
hortenseae. A — padrdo 1; B, C — padrdo 2; D-K — padrdo 3; L — padrdo 4. A — imagem de P.V.
Bruyns; F —imagem de John Balcom.




Figura 2. SecOes transversais de folhas em espécies de Ruschioideae observadas sob
microscopia de luz. A-C — Cleretum lyratifolium; D-H — Delosperma tradescantioides; I, K — D.
herbeum; J, L-O — D. napiforme. A, D — regido da nervura central; B, E — regido do mesofilo; C,
F, G — peciolo da folha. H, O — base foliar conada. (bc) bladder-cell; (seta) xilema; (ponta de
seta) floema; (*) idioblastos contendo réfides; (ad) adaxial; (ab) abaxial.
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Figura 3. Secdes transversais de folhas em espécies de Ruschioideae observadas sob microscopia
de luz. A - secdo transversal (s. t.) da porcdo distal do peciolo de Delosperma tradescantioides. B
—s. t. da base foliar de D. tradescantioides, mostrando posicao dos feixes vasculares periféricos.
C —s. t. das bases conadas entre folhas opostas de D. tradescantioides. D — s. t. da ldmina foliae
de D. herbeum. E-H — s. t. da lamina foliar de D. napiforme em diferentes regiGes no sentido
distal-proximal. F — D. herbeum, detalhe da orientacdo endoscopica do polo de xilema no feixe
vascular periférico.

[
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observadas sob microscopia de luz. A — regido proximal da Iamina foliar de Delosperma
napiforme, evidenciando posicdo dos feixes vasculares periféricos. B — base foliar de D.
napiforme, mostrando conacdo entre as folhas opostas e distribuicdo dos feixes vasculares
periféricos na face adaxial. C — apice caulinar de D. napiforme, mostrando bases conadas entre
folhas opostas e primdrdios foliares ao centro. D — Iamina foliar de Fenestraria rhopalophylla. E
— regido adaxial da lamina foliar de F. rhopalophylla, mostrando feixes vasculares periféricos
com xilema endoscopico. F — apice caulinar de F. rhopalophylla, mostrando primoérdios foliares
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Figura 5. Secdes transversais de folhas e dpices caulinares em espécies de Ruschioideae.
A — lamina foliar de Gibbaeum velutinum. B — regido abaxial da folha de G. velutinum,
mostrando organizacdo dos tecidos fundamentais e feixes vasculares periféricos. C —
nervura mediana da folha de G. velutinum. D — regido adaxial da folha de G. velutinum. E
— apice caulinar de G. petrense, mostrando primérdios foliares ao centro, envoltos por um
par de folhas opostas com bases conadas. F — mesofilo de Lithops marmorata, mostrando
disposicéo dos feixes vasculares periféricos; o detalhe mostra nervura mediana. G — &pice
caulinar de L. aucampiae, com gema reprodutiva envolta por duas folhas opostas conadas.
H — micrografia eletrdnica de varredura de um par de folhas de Muiria hortenseae, com
um par de folhas totalmente conadas, e apenas uma pequena fenda entre as faces adaxiais.
(nm) nervura mediana. Setas indicam feixes vasculares periféricos.
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Figura 6. Primoérdios foliares em diferentes espécies de Ruschioideae. A — secdo transversal (s. t.) d6
apice caulinar de Cleretum lyratifolium. B — micrografia eletronica de varredura (MEV) do &pice
caulinar de C. lyratifolium. C e E — MEV de apices caulinares de Delosperma herbeum. D - gema
axilar vegetativa de D. herbeum. F — secdo longitudinal (s. |.) do &pice caulinar de Fenestraria
rhopalophylla. G — MEV do épice caulinar e de gema axilar vegetativa de F. rhopalophylla. H —
morfologia foliar de F. rhopalophylla, mostrando semelhangca no tamanho entre folhas opostas;
(setas indicam folhas de um mesmo no). | —s. I. do &pice caulinar de Gibbaeum velutinum. J - s. t. do
apice caulinar de G. petrense. K — s. |. da gema axilar vegetativa de Lithops aucampiae. (nm)
nervura mediana.
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Figura 7. Atividade da blastozona adaxial em primérdios foliares em diferentes espécies de
Ruschioideae. A — micrografia eletrbnica de varredura (MEV) de gema axilar vegetativa de Delosperma
tradescantioides, mostrando um par de primérdios foliares opostos com bases conadas entre si. B — se¢édo
transversal (s. t.) de uma folha em desenvolvimento de D. napiforme, mostrando atividade da blastozona
adaxial. C e D — sec¢Bes longitudinais (s. ) de gemas axilares vegetativas de D. napiforme e Cleretum
lyratifolium, respectivamente. E — MEV do &pice vaulinar de C. lytatifolium, mostrando dois pares de
primérdios foliares. F — s. t. no &pice caulinar de D. tradescantioides. G — s. t. de folhas em
desenvolvimento de Lithops aucampiae, detalhe da epiderme justaposta entre as faces adaxiais. H — s. I.
do apice caulinar de Muiria hortenseae. | — MEV do &pice de primordios foliares de D. tradescantioides.
(pf) primérdio foliar; (ad) face adaxial; (ab) face abaxial; (bza) blastozona adaxial; (hnm) nervura mediana;
(MAC) meristema apical caulinar; (pc) corddo de procambio; (ep) epiderme.
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Figura 8. Atividade da blastozona marginal. A e B — secdo transversal da folha em formacao de Cleretum
lyratifolium. C- s. t. de folhas em formacao de Fenestraria rhopalophylla. D —s. t. de folhas em formacg&o
de Delosperma napiforme. E e F — F. rhopalophylla, detalhe da blastozona marginal nas faces adaxial e
abaxial, respectivamente. G e H — s. t. da folha em formag8o de D. tradescantioides, regides apical e
mediana das folhas, respectivamente. (bzm) blastozona marginal.
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WIDE-BAND TRACHEIDS EM CARYOPHYLLALES: UMA
ABORDAGEM COMPARATIVA SOB ASPECTOS MORFOLOGICOS,
ULTRAESTRUTURAIS E MOLECULARES DA PAREDE CELULAR
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Wide-band tracheids em Caryophyllales: uma abordagem comparativa sob
aspectos morfologicos, ultraestruturais e moleculares da parede celular

RESUMO

A tragueide com amplo espessamento de parede (wide band tracheid — “wbt”) é um tipo
especializado de elemento traqueal, assim denominado, por apresentar acentuado
espessamento da  parede secundaria. “Wbts” ocorrem em  Aizoaceae,
Anacampserotaceae e Cactaceae, e tém despertado interesse dos pesquisadores quanto a
sua origem e funcdo. Neste estudo analisamos as “wbts” sob aspectos anatomico,
ultraestrutural e molecular da parede celular em representantes das trés familias. Nossos
resultados corroboram a ocorréncia de “wbts” em Delosperma napiforme (Aizoaceae),
Anacampseros filamentosa (Anacampserotaceae) e Melocactus bahiensis, (Cactaceae),
nos 6rgdos suculentos. A maior variedade de padrGes de espessamento de parede
secundaria, entre os materiais analisados, ocorre no cladddio de M. bahiensis. O
acentuado espessamento da parede secundaria apresenta-se homogéneo em
ultraestrutura; e a extensibilidade da parede celular primaria das “wbts”, responsavel por
sua propriedade contratil, € mostrada em registros anatdbmicos e por meio de
imunomarcacdo de pectina. Concluimos que, embora em todas as espécies as “wbts”
tenham apresentado espessamento apenas de parede secundaria, em Delosperma
napiforme, h4 uma constricdo que deve ser melhor estudada. Quanto a funcdo de
acumular agua e evitar embolismo, a flexibilidade conferida pela parede primaria foi
verificada nas “wbts” do material estudado. Ressaltamos, que as “wbts” medulares de A.
filamentosa, pode ser um idioblasto traqueoidal e , portanto, ndo seria homdloga as
“wbts” encontradas no sistemas vascular.

Palavras-chave: Aizoaceae, Anacampserotaceae, Cactaceae, anatomia, imunomarcagao
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Introducéo

As traqueides com amplo espessamento de parede (wide band tracheids —
“wbts”), presentes em representantes de apenas trés familias dentro de Caryophyllales,
sd0 um tipo especializado de elemento traqueal. S&o assim denominadas por
apresentarem acentuado espessamento da parede secundaria que se projetam em direcéo
ao lume (Mauseth et al. 1995; Landrum 2002; Arruda & Melo-de-Pinna 2010). “Wbts”
ocorrem somente em Aizoaceae, Anacampserotaceae e Cactaceae, e tém despertado
interesse dos pesquisadores quanto & sua origem e funcdo (Landrum 2001, 2002;
Mauseth et al. 1995; Mauseth 2004), principalmente, pelo fato de ocorrerem em plantas
altamente adaptadas a ambientes xéricos (Landrum 2008).

Referidas, a principio, como “traqueides vasculares” (Schleiden 1845), as
“wbts” foram posteriormente classificadas como “wide-band helix tracheid” em
referéncia somente ao padrdo helicoidal de espessamento de parede secundéria
(Carlquist 1975), passando a denominar-se wide-band tracheids a partir do trabalho de
Mauseth et al. (1995), com base diversos padrdoes de espessamento. As “wbts”
assemelham-se as traqueides comuns pela auséncia de perfuracBes, e sua parede
secundaria pode dispor-se nos padrdes anelar, helicoidal ou dupla-hélice (Landrum
2001; Mauseth et al. 1995), além do anelar-helicoidal (Landrum 2001; Melo-de-Pinna
et al. 2006).

Em Aizoaceae “wbts” ocorrem apenas nas folhas, e restringem-se a subfamilia
Ruschioideae (Landrum 2001). Dentre as quatro subfamilias que compdem Aizoaceae,
Ruschioideae é a mais derivada e representativa em numero de espécies (Klak et al.
2003), e comporta 0s géneros que apresentam folhas com maior grau de suculéncia na
familia (Landum 2001). Segundo Landrum (2001), as “wbts” em Aizoaceae sao

observadas apenas no Xilema das nervuras secundarias e terciarias das folhas, sendo
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ausentes na nervura central. Em Cactaceae, as “wbts” sdo amplamente estudadas e sua
ocorréncia tem sido relatada nas duas subfamilias mais derivadas, Opuntioideae e
Cactoideae (Nyffeler 2002), fazendo parte do xilema primario e secundario do cladodio
(Mauseth 2004, Arruda 2010, Arruda & Melo-de-Pinna 2010) e no xilema secundario
das raizes tuberosas de Arrojadoa (Lemos 2013). Anacampserotaceae apresenta as duas
situacBes encontradas nas familias acima, visto que as “wbts” ocorrem na folha e no
caule (Landrum 2002, 2006). No entanto, nesta familia, as “wbts” da folha fazem parte
do xilema na nervura central (Landrum 2006), diferentemente das Aizoaceae, onde
essas células ocorrem apenas nos feixes periféricos.

As “wbts” acumulam as fun¢des de armazenamento e transporte de dgua no
corpo vegetal (Mauseth et al. 1995, 2004, Landrum 2006). Segundo (Mauseth et al.
1995), essas células normalmente estdo preenchidas por agua, e ocorrem imersas em
tecidos com poucos espacos intercelulares. Como séo células condutoras imperfuradas,
o risco de embolia durante a condugdo via “wbts” ¢ baixo, em relagdo a conducdo por
vasos (Mauseth et al. 1995). Além disso, uma menor proporcdo de parede secundaria,
em relacdo a primaria, confere flexibilidade a “wbt” quando as células parenquimaticas
adjacentes estdo murchas (Mauseth et al. 1995, Landrum 2006). Ao mesmo tempo, as
bandas espessas mantém o lume celular desobstruido, evitando seu colapso (Mauseth et
al. 1995).

Marcadores moleculares para parede celular em plantas vém sendo usados em
estudos de composicdo de parede, auxiliando na compreensdo das relacGes estrutura-
funcdo em tecidos vegetais (Jones et al. 2003). Com base em testes de
imunolocalizagdo, Godofredo (2009) constatou que as funcbes de armazenamento de
agua e de sustentagdo sdo exercidas pelas “wbts” em diferentes proporgdes ao longo do

crescimento de Pilosocereus aurisetus (Cactaceae). Segundo a autora, a parede primaria
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da “wbt” ¢ rica em pectina do tipo galactano durante o estdgio inicial de
desenvolvimento, favorecendo o armazenamento de &gua; por outro lado, o aumento na
concentracdo de manano, observado nas células da por¢do madura do cladddio, confere
maior sustentacdo a base da planta. A natureza hidrofilica da pectina (Willats et al.
2001) também pode estar envolvida na capacidade de compressdo desempenhada pelas
“wbts”.

A morfologia das “wbts” ¢ bem reportada na literatura, principalmente em
espécies de Cactaceae, e no que se refere a sua ocorréncia e a descri¢do dos padrdes de
espessamento de parede secundaria (Mauseth et al. 1995, Mauseth 2004, Arruda &
Melo-de-Pinna 2010). Além disso, € reconhecida a importancia eco-fisioldgica dessas
células em plantas que crescem em ambientes aridos (Landrum 2001, 2002, 2006).

Embora seja um tema conhecido na literatura das Caryophyllales, os trabalhos
estdo sempre limitados a um grupo de plantas em particular ou, quando fazem uma
abordagem comparativa, ficam restritos apenas a discutir sua ocorréncia. Diante disso,
este trabalho mostra uma andlise comparativa das “wbts” sob aspectos anatdmico,
ultraestrutural e molecular da parede celular em representantes das trés familias.

Material e métodos

Para o presente estudo foram utilizadas amostras de folhas adultas e caule de
Delosperma napiforme Schwantes (Aizoaceae); folha e caule de Anacampseros
filamentosa Sims (Anacampserotaceae) e cladodio de Melocactus bahiensis Luetzelb
(Cactaceae).

Analise de microscopia de luz: amostras foram fixadas em paraformaldeido

(Johansen 1940) por 48 horas e armazenadas em etanol 70%. Apdés a fixagdo, o
material de M. bahiensis foi secionado a méo, com auxilio de lamina de barbear. O

material de D. napiforme foi desidratado em série gradual etilica até 100% e mantido
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por duas horas em etanol 100% e xilol 1:1, 1:3 e xilol puro para posterior infiltragcdo em
parafina (Johansen 1940). O material fixado de A. filamentosa também foi infiltrado em
parafina, porém a desidratacdo foi feita em série gradual de etanol/butanol (Ruzin
1999). Dos materiais incluidos em parafina foram obtidas se¢des de 5 a 10 um de
espessura em micrétomo rotativo. A coloracdo das secbes de A. filamentosa e M.
bahiensis de fez-se com azul de astra e safranina ambos a 1% em etanol 50% (Bukatsch
1972, adaptado) e, em D. napiforme, utilizou-se azul de toluidina (O’Brien et al. 1965).

Anélise de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET): porgdes de,

aproximadamente, 2 mm do material das trés espécies foram fixadas em glutaraldeido
por 24 h sob refrigeracdo, e armazenadas em tampéo fosfato salino. O material foi
desidratado com serie gradual etilica até 100% e incluido em resina Spurr (Ruzin,
1999). Dos moldes foram obtidos cortes semifinos (500nm), para sele¢do das regides de
interesse, e ultrafinos, os quais foram montados em telas de cobre e analisados em
microscopio eletrénico. Algumas se¢des semifinas coradas com azul de toluidina
(O’Brien et al. 1965) foram utilizadas para complementar as observacfes de
microscopia de luz.

Imunomarcacdo: essa técnica foi realizada com o objetivo de visualizar pectina

na parede priméaria das WBTSs. Foram utilizadas laminas histolégicas contendo se¢des
transversais semifinas (500 nm) do material das trés espécies incluido em resina LR-
White (Fluka®), segundo a metodologia de Avci et al. (2013). Os tecidos foram
permeabilizados com solugdo tampédo fosfato de potéssio salino (KPBS, pH 7,1) e,
posteriormente, incubadas em solucéo de bloqueio composta de soro de leite (3%) em
KPBS por 30 minutos em temperatura ambiente. Depois de lavadas em KPBS, as se¢oes
foram incubadas com anticorpo primério para pectina nao esterificada (JIM 5) por 1h

em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com KPBS aplicou-se o anticorpo
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secundario contendo anti-imunoglobulina de camundongo conjugado a fluoresceina, por
1h. As se¢des foram novamente lavadas com KPBS e em 4gua deionizada, a qual serviu
como meio de montagem para o recobrimento com laminula. As amostras foram
imediatamente fotografadas utilizando-se filtro especifico para fluoresceina, em
microscopio Optico Leica®. Como controle, secGes do proprio material foram
submetidas a0 mesmo tratamento, exceto a incubacdo com anticorpo primério. Para
imunolocalizagdo utilizou-se o protocolo de Avci et al. 2013.

Dissociacdo celular: a partir do material fixado em glutaraldeido, amostras das

trés espécies foram submetidas a técnica de maceragdo (Kraus & Arduin 1997), sendo
mantidas em estufa a 60°C por 48h. Para D. napiforme foram separadas amostras da
regido da margem foliar (contendo feixes vasculares periféricos) e da nervura principal.
Apos dez lavagens (de 15 minutos de duracdo cada) em &gua destilada, o material foi
embebido e armazenado em safranina (1% em alcool 50%; Kraus & Arduin 1997), para
posterior montagem de ldminas semipermanentes. Com o auxilio do software ImageJ®
(http://rsbweb.nih.gov/ij), foram feitas medi¢cdes de comprimento e didmetro em 25
“wbts” dissociadas do caule de A. filamentosa e M. bahiensis e da folha de A.
filamentosa e D. napiforme.
Resultados
Os principais resultados obtidos das trés espécies estdo resumidos na Tabela 1.

Distribuicdo das traqueides vasculares

Em Delosperma napiforme (fig. 1A) ocorrem “wbts” apenas nos feixes
vasculares periféricos (fig. 1B — D). As células condutoras do xilema consistem
unicamente de elementos de vaso na nervura mediana, (fig. 1E e F) e no caule (fig. 1G e

H).
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Na folha de Anacampseros filamentosa (fig. 2A) ocorrem “wbts” nas nervuras
principal e secundarias da lamina (fig. 2B e C), as quais convergem formando um Unico
feixe vascular no peciolo (fig. 2D). Em secGes transversais do caule de A. filamentosa
(fig. 2E), sdo observadas “wbts” no xilema primario (fig. 2F), em regides
interfasciculares (fig. 2E-H) e na medula (fig. 2F).

Em Melocactus bahiensis, (fig. 3A), o xilema primério e secundério do cladodio
constitui-se majoritariamente por “wbts” (fig. 3B), com elementos de vaso dispersos
principalmente no xilema priméario (fig. 3C e D). Na figura 3D, observa-se que as
“wbts” do xilema secundario originam-se, principalmente, do cadmbio fascicular,
havendo algumas dessas células dispersas nos raios formados pelo cambio
interfascicular (3B).

Morfologia e padrdes de espessamento da parede secundaria das traqueides vasculares

Em secéo longitudinal, observa-se que as “wbts” de D. napiforme (fig. 4A e B) e
de M. bahiensis (fig. 4C) sdo células fusiformes, com maior circunferéncia em sua
regido mediana e extremidades estreitas, sendo conspicua a delimitacdo entre células
contiguas. Na figura 4D é possivel observar que a parede primaria exposta entre as
bandas de parede secundaria € capaz de sofrer invaginacdo, em direcdo ao lume celular.
Em segdo transversal, as “wbts” presentes na folha de D. napiforme apresentam,
frequentemente, parede secundéria nitidamente espessa e lume celular reduzido (fig.
4E). Entretanto, essas células podem ser confundidas com elementos de vaso ao serem
seccionadas em sua porgdo mediana, de maior circunferéncia (fig. 4F).

Em uma mesma regido da folha, foram observadas “wbts” em estagios de
desenvolvimento distintos. Tanto em se¢éo longitudinal (fig. 4G) como transversal (fig.

4H), ¢ possivel observar “wbts” com paredes secunddrias lignificadas, porém ainda
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providas de protoplasto ¢ com nucleo evidente, ao lado de “wbts” totalmente
diferenciadas.

Em D. napiforme predominam “wbts” com padrdo de espessamento de parede
secundaria dos tipos helicoidal (fig. 5A) e em dupla hélice (fig. 5B) e formas mistas,
como o helicoidal-dupla hélice (fig. 5C). Dentre as espécies analisadas, apenas D.
napiforme apresenta espessamento em dupla-hélice. As dimensdes médias das “wbts”
de D. napiforme s&o 56,84um de comprimento e 16,25um de diametro (tabelal).

Em Anacampseros filamentosa as “wbts” da folha e do caule apresentam
morfologias distintas. Em se¢édo longitudinal, observa-se que as “wbts” interfasciculares
e medulares ocorrem em grande quantidade e sdo maiores e mais globosas quando
comparadas com as da folha. As células presentes no caule sdo pouco alongadas, com
comprimento médio de 67,94um, e largura média de 41,74um, em comparagdo com as
localizadas nas folhas (93,79um de comprimento e 22,69um de largura). As “wbts” de
A. filamentosa exibem bandas de parede secundaria arranjadas predominantemente em
padrdo anelar na folha (fig. 5D) e no caule (fig. 5E), embora tenham sido observadas
celulas com anéis unidos entre si (fig. 5F).

As “wbts” do cladodio de Melocactus bahiensis sdo maiores quando comparadas
as observadas nas outras duas espécies, com médias de 196,181um de comprimento e
51,65um de largura, e exibem espessamentos nos padrdes anelar (fig. 5G), helicoidal
(fig. 5H), helicoidal-dupla hélice (fig. 51) e anelar-helicoidal (fig. 5J). Na figura 5J nota-
se o carater flexivel da parede primaria da “wbt”, que fica exposta entre as bandas de
parede secundaria.

Ultraestrutura da parede celular das wide-band tracheids

A partir do material processado, foi possivel analisar apenas amostras da folha

de Delosperma napiforme e do caule de Anacampseros filamentosa. A ultraestrutura
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mostra em maior detalhe a diferenga da espessura da parede celular secundaria em
relacdo ao lume celular entre elementos de vaso (fig. 6A) e de “wbts” (fig. 6B), e
distincdo nitida entre a parede primaria e a parede secundaria. Nas traqueides presentes
na folha de D. napiforme, observamos uma constricdo presente na regido limitrofe entre
as duas paredes, evidenciada em secdo longitudinal (fig. 6C e D), caracteristica ndo
observada nas “wbts” do caule de Anacampseros filamentosa (fig. 6E). Em A.
filamentosa, observamos “wbts” em fase de sintese de parede secundaria e protoplasto
presente, como mostra a figura 6E.

Imunolocalizacdo

A andlise de imunolocalizacdo (fig. 7) mostra que o material incubado com
anticorpo para pectina nao esterificada (JIM 5) apresenta marcacdo apenas da parede
celular priméria tanto de células parenquimaticas quanto das traqueides vasculares

observadas em todos os materiais analisados.
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Tabela 1. Medicdes (média e desvio padrdo) de comprimento (C) e didametro (D), e os padrdes de espessamento de parede secundéaria observados
em wide-band tracheids (“WBT”) das trés espécies estudadas.

Espécies

Anacampseros
filamentosa

Delosperma
napiforme

Melocactus bahiensis

“WBT” folha “WBT” caule
C (um) D (um) Padréo de C (um) D (um) Padrao de espessamento
espessamento da da parede secundaria
parede secundaria
93,79+ 33,42 22,69 +4,13 anelar 67,94 + 16,25 41,74 + 11,52 anelar
helicoidal
56,84 + 12,55 16,25 + 4,23 helicoidal - - -
dupla-hélice
helicoidal-dupla-hélice
- - - 196,181 + 51,824 51,65 + 12,07 anelar

helicoidal
anelar-helicoidal
helicoidal-dupla-hélice
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Discusséo

A principal caracteristica que define as plantas suculentas reside na sua
capacidade de absorver e armazenar agua em grande quantidade, garantindo sua
disponibilidade nos periodos de estiagem, normalmente prevalecentes em seu habitat
(Fahn & Cutler 1992). Além da pequena razdo superficie/volume e da presenca de
tecido aquifero, outros atributos podem vincular-se a suculéncia, tal como a
ocorréncia de wide band tracheids - “wbts” em Aizoaceae, Anacampserotaceae e
Cactaceae (Mauseth et al. 1995, Landrum 2001, 2006).

A ocorréncia de “wbts” vincula-se ao desenvolvimento de érgdos suculentos
(Landrum 2002), conforme observamos nas trés espécies analisadas no presente
estudo: restringindo-se as folhas em D. napiforme (Aizoaceae), ocorrendo na folha e
no caule de A. filamentosa (Anacampserotaceae), e constituindo grande parte do
sistema vascular no cladddio de M. bahiensis (Cactaceae). Embora a maioria dos
registros de “wbts” em Cactaceae seja no cladédio, Lemos & Melo-de-Pinna (2013)
observou sua ocorréncia em raizes contrateis de Arrojadoa. Segundo a autora, as
propriedades desse tipo de traqueide evitam seu colapso, além de formarem uma rede
de reforco durante a contracdo da raiz. Dessa forma, sugere-se que as “wbts” ndo
estejam associadas apenas a Orgdos suculentos, mas a estruturas passiveis de
deformacéo elastica, como ocorre no murchamento temporario.

Na folha de Delosperma napiforme, a ocorréncia de “wbts” apenas nos feixes
vasculares periféricos, corrobora as observacfes de Landrum (2001), e a auséncia
dessas celulas na nervura mediana pode estar relacionada com a ndo ocorréncia no
xilema primario do caule. Durante a ontogénese foliar, o primeiro corddo de
procambio formado, precursor da nervura mediana da folha, participa da constituicao

do estelo (Beck 2010), e os tecidos da margem foliar formam-se a partir de células
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produzidas posteriormente (Esau 1977, Kaplan 2001, Beck 2010). Segundo Nunes &
Melo-de-Pinna (em preparacdo), os feixes vasculares periféricos das folhas em
Aizoaceae desenvolvem-se a partir da atividade da blastozona marginal (Hagemann
& Gleissherg 1996), e sua histogénese é posterior a diferenciacdo das células
condutoras da nervura mediana. Dessa forma, a ocorréncia de “wbts” apenas nos
feixes periféricos em D. napiforme ndo implica em sua presenga no xilema primario
do caule. Por outro lado, em A. filamentosa, observamos “wbts” nas nervuras
mediana e secundéarias da folha e no xilema priméario do caule, demonstrando a
comunicagdo do sistema vascular entre a nervura central da folha e os feixes
vasculares do caule.

A distribuigdo de “wbts” na folha em Anacampseros é comumente reportada
apenas nas nervuras secundarias e, ocasionalmente, no feixe vascular central
(Landrum 2006). Ainda de acordo com o autor, na espécies sem “wbts” na nervura
central, esse tipo de célula ndo ocorre no xilema primério do caule, localizando-se
externamente ou adjacente ao xilema primario; compondo raios ou dispondo-se
dispersas na medula. Em A. filamentosa, observamos que o arranjo das “wbts” no
xilema secundario e na medula assemelha-se ao registrado por Landrum (2006), no
entanto, destacamos a ocorréncia de “wbts” perimedulares, localizadas em meio as
células parenquiméticas do xilema primario. Embora no presente trabalho, o termo
“wbt” tenha sido adotado para as células medulares, um estudo ontogenético deve ser
realizado, comprovando sua origem vascular. Boke (1944) sugere que “wbts”
medulares em Cactaceae originam-se do meristema fundamental, entretanto, segundo
definicdo de Landrum (2006) essas células denominam-se idioblastos “wbt” quando
ndo sdo derivadas de procambio ou do cambio vascular. Ressaltamos que, embora

Landrum (loc. cit.) tenha proposto este termo, ndo foi baseado em estudo
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ontogenético, mas apenas na diferenca morfologica e na posi¢do das “wbts”
medulares e as vasculares.

Em A. filamentosa, as “wbts” caulinares estdo dispostas de maneira
semelhante a descrita por Arruda (2010) em Opuntioideae (Cactaceae). Segundo a

3

autora, as “wbts” perimedulares, associadas ao xilema primdrio tém origem
procambial, e as do xilema secundario formam-se a partir de iniciais radiais e
fusiformes do cambio. Embora ndo tenha sido feito um estudo ontogenético no
presente estudo, as “wbts” perivasculares do xilema primario de A. filamentosa,
provavelmente, diferenciam-se de procambio, como em Opuntioideae (Arruda 2010).

Com relacdo aos padrdes de espessamento da parede secundaria de “wbts”,
observamos as formas anelar, helicoidal e dupla-hélice descritas na literatura
(Mauseth 1995) e formas mistas, como as documentadas em Cactaceae (Melo-de-
Pinna et al. 2006). Em Delosperma napiforme verifica-se predominéncia de
espessamento helicoidal e em dupla hélice, embora Landrum (2001) tenha observado
em diversos outros géneros de Ruschioideae predominio de espessamento anelar e
helicoidal e, raramente, espessamento em dupla-hélice. Em Anacampserotaceae, 0S
espessamentos anelar, helicoidal e em dupla hélice sdo descritos (Landrum 2006),
embora, no presente estudo, apenas a forma anelar tenha sido observada na folha e no
caule de A. filamentosa, com a presenca de algumas variagdes que ndo se enquadram
nos padrdes descritos.

A maior diversidade de padrdes de espessamento entre os materiais analisados
ocorre no cladodio de M. bahiensis. Estudos de ontogénese mostram que “wbts” com
diferentes padrdes de espessamento formam-se ao longo do desenvolvimento do
cladodio em Cactaceae. Segundo Arruda (2010), na porcéo apical, mais jovem, do

cladddio de Opuntia predominam os padrdes anelar e helicoidal, sendo observado
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espessamento em dupla-hélice apenas na base do 6rgao. Godofredo (2009) observa
em Psilocereus aurisetus que a sequéncia de diferenciacdo nas “wbts” segue 0 mesmo
padréo de elementos de vaso (anelar, helicoidal, escalariforme), sendo as formas em
dupla-hélice anélogas ao escalariforme. Em M. bahiensis as “wbts” com varios tipos
de espessamentos foram encontradas em uma mesma porcéo do cladddio, retirada de
sua regido mediana.

O tipo de espessamento dessas células influencia na fungéo de sustentagdo por
elas promovida, especialmente no caso do cladddio: ao mesmo tempo em que na base
as formas helicoidais e em dupla-hélice auxiliam na sua sustentacao, nas regides mais
jovens, que estdo em intenso processo de alongamento, predominam “wbts” anelares,
mais extensiveis (Godofredo 2009, Arruda 2010). Um estudo ontogenético poderia
confirmar essa tendéncia em M. bahiensis.

Em Cactaceae, as “wbts” acumulam as fungdes tanto de conducdo quanto de
sustentacdo (Mauseth et al. 1995, 2004, Godofredo 2009, Arruda & Melo-de-Pinna
2010), e em M. bahiensis essas células constituem grande parte do cladddio. No caso
de A. filamenosa sdo poucas as “wbts” observadas no xilema primario do caule e na
medula, e a maioria dessas células forma-se posteriormente, no crescimento
secundério. Da mesma maneira, na folha de D. napiforme essas células compdem o
xilema apenas dos feixes vasculares periféricos das folhas, ndo sendo encontradas na
nervura central e no caule. A maior variedade de tipos de espessamento de parede
secundaria, observada em Cactaceae, pode ser um reflexo da importancia desse tipo
de célula ao longo de todo o seu desenvolvimento e na fase adulta do cladodio.

Segundo Carlquist (1975), a presenca de elementos tragueais com
espessamentos helicoidal e anelar de parede secundaria, associados a auséncia de

fibras, possibilita a contracdo dos tecidos, sem que haja colapso de suas células
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condutoras. No caso das “wbts”, sua propriedade de contracdo é possivel devido a
area de parede primaria que fica exposta entre as bandas de parede secundéria
(Mauseth 1995, 2004). A parede priméria é rica em polimeros de pectina, (Buchanan
2000), um grupo de polissacarideos que, ligados entre si, formam uma rede na parede
celular (Willats et al. 2001). Essa rede de pectinas confere a célula propriedades
mecénicas e de porosidade, além de favorecer a hidratacdo da matriz extracelular
(Willats et al. 2001). A presenca de pectinas é de reconhecida importancia para
sobrevivéncia em ambientes xéricos, por sua natureza hidrofilica (Esau 1965, Fahn
1974).

Nos 6rgdos suculentos, grande parte do tecido fundamental constitui-se de
parénquima aquifero. Sendo composto por células bastante expandidas, esse tecido
caracteriza-se por sua extensibilidade, propriedade que envolve a presenca de
pectinas na parede celular (Buchanan 2000, Mastroberti & Mariah 2008, Godofredo
2009). Nossa analise de imunomarcacao nos 6rgdos suculentos mostra que as paredes
primarias de “wbts” e das células parenquimaticas exibem marcagdo de pectina em
intensidades semelhantes. Esse resultado sugere que as “wbts” e as células
parengquimaticas assemelham-se quanto a presenca de pectina na parede priméria
(Knox et al. 1990). Assim como no trabalho de Godofredo (2009), nossos resultados
reforcam a propriedade extensivel da “wbt”, corroborando as descri¢des anatdmicas
sobre esse atributo.

A analise de ultraestrutura mostrou que o espessamento das bandas ocorre por
um aumento na deposicdo de parede secundaria, de forma homogénea durante a
xilogénese. Essa andlise permitiu também constatar a presenca de protoplasto (em
uma célula com parede secundaria) durante a formagdo de uma “wbt” em

Anacampseros filamentosa, complementando a observacdo anatdbmica feita em
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Delosperma napiforme. Embora seja considerada uma variagdo da traqueide comum
(Mauseth 1995), Van Tieghen (apud Boke 1944) citou a ocorréncia de ndcleo em
“wbt”, sugerindo que essas células mantivessem seus protoplastos na maturidade.

A parede secundaria da “wbt” de D. napiforme apresenta uma constricdo na
porcdo proxima a parede primaria, observada nas micrografias eletrénicas de
transmissdo. Essa constrigdo ndo foi observada na “wbt” de A. filamentosa,
entretanto, com os dados disponiveis, ndo é possivel afirmar se esse carater é pontual
de D. napiforme, ou se ocorre apenas em representantes da familia Aizoaceae. Existe,
ainda, a possibilidade da constricdo estar relacionada ao espessamento de parede
secundaria do tipo helicoidal, visto que a célula analisada de A. filamenosa apresenta
espessamento anelar. A analise de mais espécies possibilitaria alguma inferéncia a
respeito.

A partir dos estudos realizados sobre a morfologia, ultraestrutura e marcador
molecular de parede nas trés espécies selecionadas, concluimos que a definicdo de
“wbt” sensu Mauseth et al. (1995), que este tipo de célula caracteriza-se pelo amplo
espessamento de parede secundaria, deve ser mantida nas familias. No entanto,
destacamos a possibilidade de que idioblastos traqueoidais ocorram na regido de
medular de algumas espécies. Uma vez comprovada a origem nao vascular deste tipo

de célula, as homologias previamente estabelecidas, devem ser revistas.
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Figura 2. Distribuicdo das wide-band tracheids (wbts) em Anacampseros filamentosa
(Anacampserotaceae). A — morfologia de A. filamentosa. B — se¢do transversal (s. t.) da [amina foliar.
C —s. t. do peciolo. D — detalhe da s. t. da lamina foliar, mostrando nervuras mediana e secundaria. E-
G s. t. do caule. H — secdo longitudinal do caule, na regido do cilindro vascular. (ad) face adaxial da
folha; (nm) nervura mediana da folha. Setas indicam wbts.
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Figura 3. Distribuicdo das wide-band tracheids (WBTSs) no cladodio de Melocactus bahiensis. A —
morfologia de M. bahiensis. B — Secc¢éo transversal (s. t.) de parte do cilindro vascular do cladédio. C
— detalhe da s. t. do cladédio mostrando regido do xilema primario. D — detalhe da s. t. do cladodio
mostrando regido do cdmbio vascular. Seta preta indica wbt; seta branca indica elemento de vaso.
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Figura 4. Morfologia das wide-band tracheids (wbts) presentes folha de Delosperma napiforme
(Aizoaceae) e no claddédio de Melocactus bahiensis (Cactaceae). A e B —wbts presentes nos feixes
vasculares periféricos observadas em plano longitudinal. C e D — whbts presentes no cladédio de M.
bahiensis observadas em plano longitudinal. E e F — aspecto das wbts de D. napiforme em se¢do
transversal. G e H — wbts em formacdo na folha de D. napiforme em secc¢bes longitudinal e

transversal, respectivamente. Setas indicam células com parede secundaria lignificada e protoplasto
presente.
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1 um

Figura 6. Micrografias eletronicas de transmissdo de elementos traqueais. A — elemento de vaso da
folha de Delosperma napiforme observado em sec¢do transversal (s. t). B — wide-band trachieid (whbt)
da folha de D. napiforme observada em s. t. C e D — wbts da folha de D. napiforme observadas em
secdo longitudinal (s. I.). E — wbt do caule de Anacampseros filamentosa observada em s. I., com

bandas de parede celular secundaria e protoplasto presente.
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Figura 7. Teste de imunomarcacdo com anticorpo para pectina (JIM5). Cada material, €
observado sob microscopia de luz, microscopia de floorescéncia com anticorpo JIM 5 e
microscopia de fluoreséncia do controle, respectivamente. A-C — secéo transversal (s. t.) da folha
de Delosperma napiforme. D-F —s. t. da folha de Anacampseros filamentosa. G-1 —s. t. do caule
de A. filamentosa. J-L — secdo longitudinal do cladodio de Melocactus bahiensis.
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CONSIDERACOES FINAIS

O primeiro passo na elaboracdo deste projeto partiu da ocorréncia de grande
diversidade na morfologia foliar em Ruschioideae, um grupo de diversificacdo
recente. A principio, 0 projeto previa investigar a atuacdo das diferentes regides de
crescimento durante a morfogénese de diferentes tipos foliares. A partir das
informagdes morfoanatomicas de folhas adultas, envolvendo a descricdo de feixes
vasculares periféricos com xilema endoscépico em folhas com simetria radial,
estruturou-se 0 projeto, com 0 objetivo de fornecer evidéncias anatbmicas da
formacdo, e posterior perda, da identidade adaxial/abaxial durante o desenvolvimento
foliar em Aizoaceae.

As contribuicdes do primeiro capitulo incluem o estudo de ontogénese foliar
em espécies de Ruschioideae com diferentes morfologias foliares, mostrando a
instalacdo e atividade das diferentes regides de crescimento durante a elaboracéo da
base e da lamina foliar. Evidenciamos que folhas de Ruschioideae com bases foliares
conadas e feixes vasculares periféricos com xilema endoscOpico apresentam uma
identidade abaxial na Iamina foliar, uma condicdo Unica entre as Caryophyllales.
Além disso, sugerimos que os mecanismos moleculares envolvidos na abaxializagdo
sejam desencadeados durante a formacdo da margem foliar (ldmina foliar), uma vez
demonstrado que o carater dorsiventral da nervura mediana é definido anteriormente,
bem como da base foliar.

O segundo capitulo resulta de um projeto a parte. Por ter sido elaborado e
concluido durante o periodo do mestrado, optamos por incorporar seus resultados a
dissertacdo. A partir da distribuicdo de wide-band tracheids (“wbts”) em Aizoaceae e
Anacampserotaceae, demonstrou-se a continuidade na sua ocorréncia entre a nervura

central da folha e o xilema primario do caule; e o estudo comparativo dos tipos de
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espessamento dessas traqueides mostrou que Cactaceae apresenta uma maior
complexidade. Além disso, a flexibilidade, caracteristica das “wbts”, foi corroborada
pela demonstracdo de pectina na parede primaria, e uma constri¢do peculiar na parede
secundaria foi reportada nas “wbts” de Aizoaceae. Esses resultados contribuem ao
entendimento da estrutura e funcdo desse tipo particular de célula, em representantes
das trés familias.

Assim, temos que o0s objetivos inicialmente propostos foram atingidos, e 0s
resultados deste trabalho contribuem ao conhecimento da anatomia e ontogénese
foliar de Aizoaceae, abrindo novas oportunidades de estudos sobre os mecanismos
moleculares envolvidos no estabelecimento da dorsiventralidade em folhas de
simetria radial. Além disso, a analise anatbmica comparativa de wide-band tracheids
“wbts” em representantes de Aizoaceae, Anacampserotaceac ¢ Cactaceae permitiu
uma melhor compreensdo quanto a distribuicdo e caracteristicas dessas células nos

diferentes érgdos.
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