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RESUMO

Apébs o estabelecimento do crescimento axial, promovido pelos meristemas
apicais, em monocotiledoneas surge abaixo do meristema apical caulinar, uma
regiao entre o cortex e o cilindro central que promove o crescimento em espessura.
Este crescimento é promovido através da adicdo de tecidos vasculares
(centripetamente) e de tecidos parenquimaticos (centrifugamente). Durante muitos
anos este espessamento foi denominado e interpretado de diferentes formas, sendo
demonstrado como um Unico meristema denominado de meristema de
espessamento primdrio com atividade bidirecional. Recentemente, pesquisas
demonstram que o espessamento primario em caule é promovido pela atividade de
dois tecidos, a endoderme e o periciclo, ambos em atividade meristematica. Com o
intuito de trazer a tona informac¢des detalhadas sobre estes dois tecidos que
compoOem esta zona meristematica, assim como o seu funcionamento e origem, o
Capitulo I traz informag¢des morfolégicas e anatémicas detalhadas do caule de 16
espécies de Tillandsioideae (Bromeliaceae). Os representantes escolhidos para esta
analise foram os géneros Alcantarea, Tillandsia e Vriesea que possuem uma ampla
variacao morfolégica permitindo, assim, comparar entre eles o processo de
espessamento do caule. Demostrou-se ser a endoderme e o periciclo os tecidos, que
juntos, promovem o espessamento e a manutencdo do corpo primario dessas
plantas. No entanto, mais evidéncias que suportem a hipotese que o espessamento
primario é realizado por dois tecidos sao necessarias. Assim o capitulo Il aborda a
caracterizacdo do espessamento primario sob a luz da expressdo génica do gene
SCARECROW (SCR), gene candidato a ser um marcador da atividade endodérmica,
permitindo assim separar e caracterizar molecularmente os tecidos que promovem
0 espessamento primdrio. Desta forma, analisou-se a expressdo do scr ao longo do
desenvolvimento do caule em Zea mays (Poceae), avaliando a possibilidade do gene
SCR ser um marcador de atividade endodérmica. Com a confirmacao, o gene

ortdlogo ao SCR de Vriesea gigantea foi clonado e caracterizado. E finalmente,
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analisou-se o padrao de expressao de SCR em morfotipos diferentes, Vriesea

gigantea e Tillandisia usneoides espécies escolhidas durante a analise do capitulo 1.



ABSTRACT

After the establishment of axial growth, promoted by apical meristems, in
monocots appears below the shoot apical meristem, a region between the cortex
and central cylinder that promotes the growth in thickness. This growth is
promoted by the addition of vascular tissues (centripetally) and parenchyma
tissues (centrifugally). During many years this thickening was called and
interpreted in different ways and it has been shown as a single meristem called the
primary thickening meristem with bidirectional activity. Recently, researches show
that the primary thickening in stem is promoted by the activity of two tissues, the
endodermis and pericycle, both in meristematic activity. In order to elicit detailed
information about these two tissues that compose this meristematic zone, as well as
its operation and origin, Chapter I provides detailed anatomical and morphological
information about the stems of 16 species of Tillandsioideae (Bromeliaceae). The
representatives chosen for this analysis were the genus: Alcantarea, Tillandsia and
Vriesea that have a wide morphological variation, thus allowing to compare
between the process of stem thickening. It was demonstrated to be the endodermis
and pericycle the tissues that together promote the thickening and maintenance of
this primary plant body. However, more evidences supporting the hypothesis that
the primary thickening is accomplished by two tissues are required. Thus Chapter II
deals with the characterization of the primary thickening in the light of gene
expression. The SCARECROW (SCR) gene is good candidate to be a marker of
endodermal activity, thereby separating and molecularly characterizing the tissues
that promote primary thickening. Therefore, it was analyzed the expression of SCR
throughout the development of the stem in Zea mays (Poaceae), evaluating the
possibility of SCR gene be a marker of endodermal activity throughout the
development of a monocot. With the confirmation, the ortholog of SCR gene of
Vriesea gigantea was cloned and characterized. And finally, the expression pattern
of SCR was analyzed in Vriesea gigantea and Tillandisia usneoides species chosen
during the analysis of Chapter I.

18






Introducao Geral



Introducdo Geral

Introducao Geral

O caule de monocotiledoneas da mesma maneira que nas outras
espermatofitas, apresenta uma regidao meristematica lateral determinante na
definicdo do seu padrao de crescimento. Enquanto que as demais
espermatofitas, nesta regido instala-se um cambio que ira ser responsavel
pelo crescimento em espessura do caule formando o corpo secundario
(Eames & Macdaniels, 1947; Esau, 1965; Fahn, 1967) em monocotiledoneas
esse espessamento pode ocorrer tanto na formagao do corpo primario como
do secundario (DeMason, 1979a, b; Menezes et al, 2005; Menezes et al,,
2011). Localizada entre o coértex e o cilindro central, esta regido promove o
espessamento primario especialmente em rizomas, cormos e bulbos por meio
da adicao de tecidos vasculares centripetamente e de tecido parenquimatico
de modo centrifugo, durante toda a vida da planta ou vir a ser substituido por
um meristema que ird formar o corpo secundario.

Portanto, proximo ao apice, as monocotiledoneas apresentam uma
regido meristematica lateral que desempenha funcdo semelhante a de um
cambio e esta regido é determinante na definigdo do habito de crescimento. A
maioria dos autores do século XIX e do século XX admitem ser a regido limite
entre o cortex e o cilindro vascular de grande importancia no
desenvolvimento do corpo primario em diversas espécies propondo assim
varios nomes. Citam-se, como exemplos, a denominaciao “cambium” por
Schleiden (1842), “périméristéeme” por Guillaud (1878) e “couche dictiogene”
(camada geradora de raiz) por Mangin (1882), em seus importantes trabalhos
de revisao. No comecgo do século XX, outros pesquisadores reconheceram uma
regido proxima ao promeristema, a qual denominaram “primary meristem

”n [

mantle,” “primdre meristemmantel” como Helm (1936) e Eckardt (1941),
“zona cambial”, por Cheadle (1937) e Chakraverti (1939a) e “meristema de

espessamento primdrio - PTM” (Ball, 1941).
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No século XX, varios autores apresentaram propostas para entender o
espessamento primario em monocotiledoneas. Admite-se que o termo PTM
foi utilizado, primeiramente, por Ball em 1941, em trés espécies de Arecaceae:
Phoenix canariensis Chaub., Washingtonia filifera Wats. e Trachycarpus excelsa
Wendl. O autor embasado na literatura do século XIX e na localizacao da
regido meristematica a que denominou de MEP, o relacionou com uma
atividade semelhante ao cambio presente nas demais Spermatophyta
(Gimnospermas, Paleoervas e Eudicotileddneas), concluindo que o mesmo
contribuia primeiramente com aumento do diametro do caule, promovendo
seu espessamento, e depois para o crescimento em comprimento do mesmo.

Alguns anos depois, com os trabalhos de DeMason (1979b; 1979a;
1980), Diggle e DeMason (1983) e Rudall (1991) o termo foi consagrado na
literatura. Desde entdo, passou-se a aceitar que durante o estabelecimento do
corpo primario das monocotiledéneas, o espessamento seria realizado pela
atividade centrifuga e/ou centripeta do MEP e que o mesmo promoveria a
ligacdo entre raiz e caule assim como entre caule e folha. A existéncia do MEP
foi proposta inclusive para espécies que possuem caules achatados e folhas
dispostas em rosetas (DeMason, 1979b, a, 1980; Rudall, 1991).

Assim, na literatura ha uma grande diversidade de interpretacdes e,
consequentemente, diversas denominagdes para explicar este espessamento.
Até 2005, excluindo autores do século XIX e do inicio do século XX, o
espessamento primario em monocotiledéneas foi atribuido pela totalidade
dos autores a um meristema por eles denominado: meristema de
espessamento primario (MEP - do inglés Primary Thickening Meristem, PTM).
Ja Menezes et al. (2005) apresentaram uma nova interpretacdo a respeito da
origem do espessamento primario nao admitindo a existéncia do MEP.

Durante estes anos, a literatura mundial assimilou o termo MEP,
conceituando-o porém de diversas maneiras. No entanto, é consenso para
muitos autores que este meristema estaria localizado entre o cértex e o

cilindro central. Para esses autores o MEP se localiza na regido periciclica e
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possui atividade bidirecional, produzindo células corticais centrifugamente,
feixes caulinares centripetamente, raizes adventicias e ainda, promovendo a
conexao entre raiz e caule e caule e folha (Cheadle, 1937; DeMason, 1979b, a,
1980; Stevenson & Fisher, 1980; DeMason & Wilson, 1985; Gifford & Bayer,
1995; Sajo & Rudall, 1999; Rodrigues & Estelita, 2002). Outra caracteristica
que chama a atenc¢do é a descricao dada por DeMason (1979), ao estudar o
caule de Allium cepa. Na regidao do MEP (entre o coértex e o cilindro vascular)
um fileira de células tinham se espessado no meio da faixa meristematica que
ela denominou de camada endodermoéide, pois esta camada de células era
continua com a endoderme da raiz. Este termo também utilizado por
Tomlinsom (1969) ao descrever o limite do cértex no caule de
Commelinaceae como uma camada distinta de células parenquimaticas
unisseriadas com deposito de amido, esclarecendo ser esta camada
comumente descrita como endoderme, porem para esse autor a falta de
estrias de Caspary descaracterizaria uma verdadeira endoderme, chamando-a
de camada endodermoide.

No entanto, como ja foi visto desde 2005, uma nova interpretacdo para
essa regido foi apresentada por Menezes e colaboradoras que mostraram que
0 que era apresentado como um Unico meristema - o MEP - na realidade é
composto pela endoderme e pelo periciclob ambos em atividade
meristematica. Diversos autores posteriormente seguiram essa mesma linha
de pensamento, (Silva, 2000; Alves et al,, 2005; Silva & Menezes, 2006 ; Silva
& Menezes, 2007; Elbl & Menezes, 2007 ; Elbl, 2008; Lima & Menezes, 2008;
Silva, 2009; Cattai & Menezes Menezes, 2010; et al., 2011). Além disso, estes
trabalhos demonstram a presen¢a da endoderme e do periciclo na raiz, no
caule e na folha, bem como a sua participacao no espessamento primario em
rizomas, cormos e bulbos, corroborando o que ja havia sido demonstrado
pelos autores do século XIX e inicio do século XX.

Portanto, para as autoras acima ha uma perfeita continuidade entre

todos os tecidos primdrios da planta, isto é, ndo apenas a epiderme, o cortex, o
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xilema primario e o floema primario sao continuos ao longo do corpo da
planta, mas também, a endoderme (camada mais interna do cértex) e o
periciclo (camada mais externa do sistema vascular) (Menezes, 1971; Silva,
2000; Menezes & Melo-de-Pinna, 2003; Alves et al.,, 2005; Menezes et al,,
2005; Silva & Menezes, 2006 ; Silva & Menezes, 2007; Elbl & Menezes, 2007 ;
Elbl, 2008; Lima & Menezes, 2008; Silva, 2009; Cattai & Menezes, 2010
Menezes, et al, 2011). Diante da atual situacdo dos estudos sobre o
espessamento primdrio do caule em monocotiledoneas, fica claro que a
delimitacdo dos tecidos responsaveis pelo espessamento primario em caule
de monocotiledoneas estabelecido pelas caracteristicas puramente
anatomicas. Por isso, deixam duvidas devido a falta de conhecimento dos
tecidos vegetais, especialmente da endoderme e do periciclo. No entanto,
pesquisas com marcadores moleculares corroboram os trabalhos das autoras
acima mencionadas, isto é a presenca de atividade meristematica na
endoderme.

Concomitantemente as pesquisas descritas acima, em espécies modelo
como Arabidopsis thaliana, Zea mays e Oryza sativa, estudos sobre o controle
génico do desenvolvimento vegetal caracterizaram, por meio da analise de
mutantes e de estudos de expressdo génica o gene chamado scarecrow (SCR)
(Di Laurenzio et al., 1996; Fukaki et al., 1998; Lim et al., 2000; Wysocka-Diller
et al.,, 2000; Nakajima et al., 2001; Kamiya et al., 2003; Lim et al., 2005). Este
gene é expresso na endoderme da raiz, do caule, no centro quiescente e no
apice caulinar, mais especificamente, na camada L1. Particularmente, SCR é
expresso em células do meristema fundamental destinadas a realizar divisdes
periclinais (Wysocka-Diller et al., 2000).

Anatomicamente, esta caracteristica ja foi descrita por alguns autores
na fase meristematica da endoderme resultando numa célula derivada
(voltada para a regido cortical) e uma, inicial endodérmica, que permanece
meristematica por mais tempo até se diferenciar na endoderme (Williams,

1947; Van Fleet, 1961; Melo-De-Pinna & Menezes, 2002, 2003; Menezes et al.,
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2005). O gene SCR, assim como SHR (shoot-root) codificam fatores de
transcricdo (FTs) pertencentes a familia GRAS, exclusivos de plantas (Lee et
al, 2008) e que promovem o padrdo radial do cértex (Di Laurenzio et al,,
1996; Fukaki et al., 1998; Lim et al., 2000; Wysocka-Diller et al., 2000).

Enquanto a expressio do SCR estd principalmente localizada na
endoderme, SHR é transcrito no estelo. A proteina SHR se move do estelo para
a endoderme estimulando a expressao de SCR, e assim juntos, regulam o
desenvolvimento da endoderme e do cértex. Em arabidopsis foram descritos
33 membros da familia GRAS e ortélogos a SCR vém sendo descritos em milho,
ervilha, pinus e arroz (Lim et al., 2000; Sassa et al., 2001; Kamiya et al., 2003;
Lim et al,, 2005; Laajanen et al., 2007). O nome da familia deriva do nome dos
membros que foram originalmente descritos: GAI, (Gibberellic Acid
Insensitive) RGA (Repressor of GAI) e SCR (Scarecrow) (Di Laurenzio et al.,
1996; Peng et al., 1997; Pysh et al,, 1999; Lim et al,, 2000; Bolle, 2004; Lim et
al,, 2005).

Plantas de A. thaliana mutantes para scr apresentam uma raiz curta e
ma formacdo do padrao radial, tendo como caracteristica a perda da camada
mais interna do cértex, a endoderme, a diminuicao da atividade do centro
quiescente, e ainda a perda da bainha amilifera no caule (que é a endoderme)
que leva a perda do sentido gravitrépico em plantas como arabidopsis
(Fukaki et al., 1998; Lim et al., 2000; Wysocka-Diller et al., 2000; Lim et al,,
2005). Diante dessas evidéncias, nota-se que a endoderme representa nao sé
uma camada limitante e sim, um tecido com identidade prépria e capacitado a
produzir células centrifugamente levando ao espessamento do 6rgao.

Além disso, caracterizar e evidenciar a presenca da endoderme em
caule destas plantas é de extrema importancia, devido ao fato de que sua
presenca caracteriza o estado primario do corpo vegetativo, pois em
monocotiledoneas que apresentam espessamento secundario como Cordyline

e Yucca, a endoderme ja foi eliminada, pela producao centrifuga de células
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corticais pelo MES (meristema de espessamento secunddrio), isto €, formando
um cortex secundario (Cattai & Menezes, 2010).

Segundo Stevens (2001), a presenga/auséncia e a natureza do periciclo,
assim como detalhes da distribuicdo e da natureza da endoderme caulinar e
foliar podem ter grande interesse sistematico.

Espécies da familia Bromeliaceae, principalmente representantes da
subfamilia Tillandsioideae sio um bom modelo para o estudo do papel da
endoderme na morfoanatomia do caule, ja que apresentam uma imensa gama
de habitos. Adicionalmente ha pouca informacdo existente referente a esse
assunto disponivel para o grupo, representando assim um bom substrato para
o estudo do espessamento primario em monocotiledéneas.

A familia Bromeliaceae é um dos principais exemplos de adaptacado a
condi¢des extremas, ocorrendo desde ambientes oligotréficos e aridos até
areas muito umidas, desde o nivel do mar até o alto da Cordilheira dos Andes
(Rauh & Temple, 1990). Estas plantas possuem um corpo vegetativo em geral
pouco desenvolvido, habito principalmente rizomatoso, caule com cavidade
armazenadora de agua (fitotelma ou “tanque”), e tricomas foliares capazes de
absorver agua (Benzing, 2000).

A capacidade de armazenar agua entre as bainhas das folhas (presenca
de fitotelma) permite as bromélias capturar a agua da chuva e acumular a
matéria organica disponibilizada pelo ambiente externo, como as cinzas,
polen e esporos que se encontram suspensos no ar (Leopoldo Coutinho 1970)
ou proveniente dos diferentes organismos (anfibios, répteis, insetos e etc )
que podem habitar tais cavidades (Benzing 2000, Nievola et al.,, 2005).

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho é o estudo do
espessamento primdrio em monocotiledoneas desde o ponto de vista
morfoanatomico e de expressao génica, utilizando como modelo espécies que

serao escolhidas durante a analise anatomica.
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Caracterizacao do sistema caulinar de 16 espécies de
Tillandsioideae: o papel da endoderme e do periciclo no

espessamento primario

1 Introducao

A familia Bromeliaceae é considerada um grupo monofilético, membro da
ordem Poales (Stevens, 2001), com 56 géneros e 3010 espécies. A distribuicdo é
estritamente Neotropical, com excecdo da espécie Pitcairnia feliciana (A. Chevalier)
Harms & Mildbraed, que ocorre na costa oeste do continente africano, na Guiné
(Smith, 1934; Smith & Downs, 1974; Jacques-Félix, 2000; Luther, 2004).

Diversas filogenias realizadas com dados moleculares e morfologicos
suportam a monofilia desta familia (Ranker et al., 1990; Terry et al.,, 1997; Nandi et
al., 1998; Chase et al., 2000; Hilu et al., 2003), no entanto, as rela¢des filogenéticas a
nivel intrafamiliar permanecem pouco resolvidas, principalmente quanto ao
parentesco entre as subfamilias e a circunscrigdao de géneros em Bromelioideae e
Tillandsioideae (Faria et al., 2004; Brown & Leme, 2005). Diversos estudos,
morfolégicos e moleculares, foram realizados para inferir as relacées entre estas
subfamilias e seus géneros, entretanto, os dados morfolégicos apresentaram muitas
homoplasias, limitando as pesquisas ou levando a interpretacbes err6neas do
parentesco entre os taxa (Smith & Downs, 1974; Smith & Downs, 1979; Smith & Till,
1998; Givnish et al., 2007).

Recentemente, Bromeliaceae foi dividida em oito subfamilias
(Brochinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideaee Bromelioideae) que se caracterizam principalmente
pela morfologia das flores, frutos, sementes, e dados moleculares (Givnish et al.,
2007, Givnish et al.,, 2011).

A subfamilia Tillandsioideae é o maior grupo dentro de Bromeliaceae com

aproximadamente 1100 espécies, representadas por nove géneros: Alcantarea (22
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spp.), Catopsis (21 spp.), Glomeropitcairnia (2 spp.), Guzmania (176 spp.),
Mezobromelia (9 spp.), Racinaea (56 spp.), Tillandsia (551 spp.), Vriesea (188 spp.) e
Werauhia (73 spp.) sensu Smith & Till, (1998); Versieux & Wanderley (2007). E
reconhecida como grupo monofilético, mas a delimitacdo dos géneros € ainda pouco
compreendida e considerada inconsistente por Barfuss et al. (2005), baseando-se
em dados moleculares. Neste mesmo estudo, os géneros Vriesea e Tillandsia foram
considerados parafiléticos, enquanto o género Alcantarea foi considerado
monofilético.

Versieux et al. (2012) Alcantarea é bem suportado como monofilético mas as
secoes de Vriesea, representados pelas espécies do leste do Brasil, aparecem
parafiléticas.

0 monofilismo da subfamilia Tillandsioideae é corroborado ndao apenas pelos
estudos baseados em dados moleculares, mas também por diversas caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas e adaptativas muito peculiares, que reforcam sua
identidade como grupo natural. A presenca de tricomas foliares absortivos,
epifitismo - incluindo as epifitas atmosféricas (Tillandisia)-, fotossintese CAM
(Mercier et al., 1997; Benzing, 2000; Nievola et al, 2005) e sindrome ornitéfila
(Benzing, 2000; Barfuss et al., 2005; Givnish et al., 2007) sdo alguns dos exemplos
de tais caracteristicas.

Apesar da importancia ecolégica que os membros dessa subfamilia
desempenham nos ambientes onde ocorrem, as pesquisas relativas a morfologia e
anatomia sdo escassas e se restringem, na maior parte das publicagdes, a estudos de
anatomia foliar ligados a processos fisiolégicos ou para fins taxonémicos (Medina,
1974; Benzing et al., 1978; Smith & Griffith, 1986; Loeschen et al., 1993; Nelson et
al., 2005; Souza et al.,, 2005; Versieux et al., 2010).

Existem poucos trabalhos que abordam a anatomia do caule, que geralmente
é descrito como inconspicuo e curto, completamente ocultado pelas bainhas foliares
(Smith & Downs, 1974, Rauh & Temple, 1990). Entretanto, percebe-se que alguns
autores vém, desde o século XIX, voltando sua aten¢do a este 6rgdo, inclusive

observando caracteristicas de espessamento primario (tabela 1.1).
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Estes estudos abrangem diversas espécies de Bromeliaceae. Ressaltam-se os
trabalhos de Petersen (1892 e 1893 apud Steveson & Popham 1973) que, ao
estudar varias familias de Monocotiledoneas, observou uma regiao meristematica
entre o cortex e o cilindro vascular em Bromeliaceae, a qual foi denominada zona
intermediaria.

Essa mesma zona meristematica foi encontrada por Krauss (1948), ao
estudar a anatomia do caule do abacaxizeiro (Ananas comosus), que a denominou de
camada dictiogénica - “dictyogenous layer” apoiando os autores do século XIX, o que
significa “camada geradora de raiz”. Esta camada meristematica limita o cortex do
cilindro central e produz corddes vasculares centripetamente, constituidos de
xilema e floema. Associados aos corddes vasculares sao produzidas células
parenquimaticas no sentido centrifugo, que geralmente tornam-se espessadas em
regides maduras. Menezes et al. (2005) demonstraram que o que parecia um Unico
meristema (como descrito acima), na realidade eram dois tecidos com atividade
meristematica: periciclo com funcao centripeta e endoderme com fungao centrifuga.

Tomlinson (1969) realizou uma analise anatémica abrangente da familia,
com espécies das trés subfamilias. De acordo com o autor, no caule das bromélias o
cilindro central é delimitado do cértex por uma zona estreita de 2-4 camadas de
células alongadas, que se torna esclerética em partes maduras do caule. O autor
comenta ainda que esta zona é descrita como “endoderme” em estudos prévios de
outros autores, porém adverte que a falta de um espessamento de suberina nas
paredes destas células descaracterizaria esta camada como uma tipica endoderme,
denominando-a de camada endodermoide.

Parece haver consenso na literatura sobre a existéncia desta zona
meristematica nas monocotiledoneas, entretanto os autores divergem ao
caracterizar sua estrutura e atividade. Como visto na introdug¢do geral, desde o
século XIX varios autores ja haviam detectado que a regido limite entre o cértex e o
cilindro vascular possuia uma grande participacao do desenvolvimento do corpo
primdrio em diversas espécies. Esta caracteristica os levou a propor varios nomes,
para esta regido, citam-se, como exemplos, “cambium” por Schleiden (1842),

“périméristéeme” por Guillaud (1878) e “couche dictiogene” (camada geradora de

37



raiz) por Mangin (1882). No comec¢o do século XX, outros pesquisadores
reconheceram uma regido préxima ao promeristema, a qual denominaram “primary
meristem mantle” (“primdre meristemmantel” como Helm (1936) e Eckardt (1941),
“zona cambial”’, por Cheadle (1937) e Chakraverti (1939a) e “meristema de
espessamento primdrio - PTM” (Ball, 1941).

Assim, se formou uma grande diversidade de interpretacdes e diversas
denominagdes para explicar este espessamento (Silva, 2000; Menezes et al., 2005;
Elbl, 2008; Silva, 2009; Menezes et al., 2011). Até 2005, excluindo autores do século
XIX e do inicio do século XX, o espessamento primario em monocotiledéneas foi
atribuido pela totalidade dos autores a um meristema por eles denominado:
meristema de espessamento primario (MEP - do inglés Primary Thickening
Meristem, PTM). Ja& Menezes et al., (2005) conforme ja visto, apresentaram uma
nova interpretacao a respeito da origem do espessamento primario ndo admitindo a
existéncia do MEP.

Com o intuito de trazer a tona informacgdes detalhadas sobre os tecidos que
compdem esta zona meristematica, assim como seu funcionamento, foram
selecionadas 16 espécies dentro da subfamilia Tillandsioideae, que é reconhecida
por possuir a mais ampla diversidade de tipos caulinares na familia.

Essa ampla variacdo somente podera ser entendida em sua plenitude apos

o5}

D~

caracterizagdo da origem e do funcionamento desta zona meristematica, que
responsavel pela manuten¢do do corpo primdrio da planta, podendo vir a
determinar sua forma caulinar final, tanto em caules extremamente desenvolvidos,
como de Alcantarea turgida, quanto em caules inconspicuos, como de Tillandsia

usneoides (Rauh & Temple, 1990).
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Tabela 1.1: Trabalhos realizados com anatomia e morfologia do caule de Bromeliacaeae.

Autor Espécie Orgios analisados
i;lé(ze)nberg (1876 apud Mangin Aechmeafulgens, Nidularium rigidum Caule
Petersen (1983 apud Stevenson o
e Popham 1973) Ananas comosus e Pitcairnia Caule
Ross (1895 apud Tomlinson Bromelia fastuosa Lindl, Quesnelia
. Caule
1969) caynensis Bak.
]13(1)12;1)gs (1904 apud Tomlinson Tillandsia usneoides L.; Todos
Boresch (1908 apud Tomlinson Aechmea pineliana, Pitcairnia roelii,
. , Caule
1969) Quesnelia roseo-marginata
]13(1)r6gge)(1911 apud Tomlinson Tillandsia recurvata L. Todos
Holm (1915 apud Tomlinson Ananassa  sativa  LindL. (Ananas
Todos
1969) comosus)
Chodat e Vischer (1916 apud Tillandsia.polytrichioides (now Caule
Tomlinson 1969) T.tricholepis); T. pseudo-stricta.
Philipp (1923 apud Tomlinson Bilbergia zebrina, Nidularium Caule
1969) meyerdorffil
Abromeitiella  sp.,  Acanthostachys
strobilacea, Aechmea glaziovii, Ananas
sativus, Billbergia vittata, Bromelia
Schulz (1930 apud Tomlinson hurlmllls, Cryptanthus acaulls, Dy ckza
1969) alrissima, D revifolia, Caule
Guzmaniacardinalls, Nidularium
paxianum, Pitcairnia undulata, Puya
spathacea, Tillandsia juncea,T.
leiboldiana, T. usneoides,
Krauss (1948) Ananas comosus (L). Merr. Todos

Borchert (1966)
Tomlinson (1969)

Pita e Menezes (1997)

Segecin e Scatena (2004 a e b)

Tillandsia incarnata H. B. K.

Diversos géneros

Dyckia Schult. f, Encholirium Mart. ex
Schult

Tillandsia L.

Caule e raiz

Todos
Caule e raiz

Escapo, rizoma
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2 Objetivo geral

O objetivo geral deste capitulo é angariar informac¢des detalhadas sobre a
morfologia e anatomia do caule de Tillandsioideae, que permitam uma maior

compreensdo do espessamento primario no grupo.

2.1 Objetivos Especificos

¥ Caracterizar a estrutura caulinar de trés géneros de Tillandsioideae
(Alcantarea, Vriesea e Tillandsia) com énfase na atividade
meristemdtica da endoderme e do periciclo.

¥ Compreender a contribui¢cio da endoderme e do periciclo na formacio
do corpo primario e no crescimento em espessura das

monocotiledoneas.
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3 Material e Métodos

3.1 Material vegetal

Foram analisadas 16 espécies da subfamilia Tillandsioideae (tabela:1.2). O

material testemunho foi depositado no herbario SPF da Universidade de Sao Paulo e

alguns exemplares estdo disponiveis na Cole¢do Viva do Bromeliario do Instituto de

Botanica (IBt), com exce¢do da espécie Vriesea gigantea que é cultivada no fitotério

do Instituto de Biociéncias da USP.

Tabela 1.2: Lista dos tdxons analisados no presente estudo.

Taxa Forma de vida Material- Ambiente Area de coleta
testemunho

1. Alcantarea burle-marxii Rupicola Versieux 420 Inselberg em Mata Atlantica,

(Leme) J.R. Grant Nordeste de MG.

2. Alcantarea extensa a (L. B. Rupicola Versieux 344 Mata Atlantica

Sm.) J. R. Grant)

3. Alcantarea farneyi (Martinelli Rupicola Versieux 245 Inselberg em Mata Atlantica,

& A. Costa) J.R. Grant norte do R]

4. Alcantarea turgida Versieux &  Rupicola Versieux 260 Campo rupestre, Serra do Cipé,

Wand. MG

5. Alcantarea nahoumii (Leme) Rupicolala Versieux 418  Inselberg em Mata Atlantica, R]

J.R. Grant.

6. Tillandsia geminiflora Brongn  Epifita Versieux 489 Campo rupestre, Serra do Cipd,
MG

7. Tillandsia loliacea Mart Epifita/Rupicola Versieux 476 Campo rupestre, Diamantina,
MG.

8. Tillandsia tenuifolia L. Epifita/Rupicola Versieux 482 Campo rupestre, Diamantina e
Serra do Cip6, MG. Mata
atlantica, RJ, SP.

9. Tillandsia usneoides L. Epifita Elbl 10 Campo rupestre, Serra do Cipo,
Mata atlantica, SP e R].

10. Vriesea atropurpurea Silveira Rupicola Versieux 297 Campo rupestre, Serra do Cipé.

11. Vriesea crassa Mez Rupicola/Terricol Versieux 484 Campo rupestre, Serra do Cip6.

a

12. Vriesea minarum L.B. Smith Rupicola Versieux 140 Campo rupestre, Serra da
Piedade, MG.

13. Vriesea oligantha (Baker) Mez  Epifita/Rupicola Versieux 441 Campo rupestre, Serra do Cipd,
MG.

14. Vriesea segadas-viannae L.B. Epifita obrigatoria Versieux 440 Campo rupestre, Serra do Cipé.

Sm.

15, Vriesea stricta LB. Sm Rupicola Versieux 258 Campo rupestre, Serra do Cip6

16. Vriesea gigantea Mart. ex Epifita Cultivada no Mata Atlantica, SP e R]

Schult.f.

41



3.1.1 Caracterizagdo Morfoldgica e Anatomica do caule

Para analise morfologica e anatdomica foram coletados dois exemplares de
cada espécie Nesta etapa, foram observadas as seguintes caracteristicas: habito,
formato do caule, filotaxia, padrao morfolégico da roseta, forma de crescimento,
local de origem das raizes intracorticais, tipo de feixe vascular, tipo de idioblasto,
formato do apice caulinar* e padrao de divisdo celular da endoderme e do periciclo
e seus produtos.

Amostras de caule foram fixadas em FAA (formaldeido 37%, acido acético
glacial, etanol 50% 1:1 18 v/v) (Johansen, 1940), ou em 4% paraformaldeido por 24
horas, seguindo-se de desidratacdo em série etilica até a deposi¢dao de material em
etanol 50%, sendo entdo incluidas em parafina segundo a metodologia descrita por
Sass (1951), Johansen (1940) e Kraus e Arduim (1997). Cortes histolégicos seriados
longitudinais e transversais, obtidos através de micr6tomo rotativo, foram corados
com Azul de Astra e Safranina (Kraus & Arduim 1997).

As analises anatomicas foram realizadas em microscépio Optico com as
principais imagens registradas no sistema de digitalizacao IM50, acoplado ao

microscépio Leica DMBL.
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4 Resultados

Tillandsioideae

As espécies da subfamilia Tillandsioideae sdo herbaceas, podendo ter habito
epifiticoo ou rupicola, e em sua maioria possuem crescimento geotrépico negativo.
Os caules variam tanto no comprimento, podendo ser inconspicuos ou caulescentes,
quanto em espessura, que varia de 0,1 a 20,0 cm de diametro. A maioria possui
filotaxia espiralada e folhas congestas dispostas em rosetas, sendo pouco frequente
a existéncia de filotaxia distica. O fitotelma varia de acordo com o formato da roseta,
sendo desenvolvido em rosetas infundibuliformes e pouco desenvolvido em rosetas

estreito-infundibuliformes e sub-buldosas.

Tillandsia L.

Género de plantas xerofitas, que inclui espécies exclusivamente epifitas
extremas, como Tillandsia usneoides e T. geminiflora, e espécies de habito variavel,
podendo ser rupicolas ou epifitas, como T. tenuifolia, e T. loliacea. Apresentam
caules pouco a bem evidentes, pendentes ou eretos, mas nunca com formacao de
fitotelma (figura 1.1).

T. Iloliacea, T. geminiflora e T. tenuifolia possuem caule curto com folhas
congestas e dispostas em roseta. T. usneoides difere de todas as espécies analisadas
pois, além da filotaxia distica, possui caule de tamanho variavel e aspecto filiforme,
0 que o torna facilmente confundivel com as folhas, também filiformes. Além disso,
apresenta nos e entrenoés conspicuos, o que difere dos ndés congestos e entrends
curtos observados nas demais espécies analisadas. Nao foi observada a formacgao de

escapos e nem de raizes adventicias.
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5ein

Figura 1.1: Habitos de Tillandsia geminiflora (a), Tillandsia loliaceae (b). Tillandsia tenuifolia (c) e
Tillandsia usneoides (d). llustragdes feitas por Ubirajara Gomes de Mello Neto.
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Tillandsia geminiflora Brongn

O caule curto e ereto de T. geminiflora demonstra-se, em secdo longitudinal
(figuras 1.2 a-h e 1.3 a), evidentemente espesso e com grande quantidade de raizes
adventicias intracorticais, formadas pelo periciclo, préximo a regido do meristema
apical caulinar (figuras 1.2 b). Com um cilindro central bem distinto do cértex
(figuras 1.2 a-b), proximo ao apice, (figuras 1.2 c-e) nota-se uma faixa na regido da
endoderme contendo alta quantidade de células com nucleos evidentes, o que indica
uma atividade meristematica na regido (figura 1.2 e). Em regides mais diferenciadas
(figuras 1.2 f-h e 1.3 a), os nucleos ndo sdo mais observados e nota-se também, a
presenca de um espessamento acentuado do caule, confirmando a ocorréncia de
inumeras divisdes no sentido centrifugo (figuras 1.2 a-h). Esta maior taxa de
divisdes celulares em regides distantes ao apice caulinar é o que confere ao caule
um formato de abdbada ao apice (figura 1.2 a). Estas divisdes originam células
denominadas de derivadas da endoderme meristematica (figura 1.2 e), as quais se
organizam de forma radiada e que aumentam de tamanho em dire¢do a periferia do
cortex (figuras 1.2 e-h). Em suma, pode-se dizer que esta radiacdo é oriunda da
camada mais interna do coértex, a endoderme, que nas figuras 1.2 c-e estid em
atividade meristematica, sendo, portanto, denominada de inicial endodérmica
(figura 1.2 e).

Quando o caule atinge seu didmetro maximo, pode-se observar que a
endoderme encontra-se ja diferenciada, assumindo fase parenquimatica. Nesta fase,
o periciclo ainda estd em atividade, produzindo feixes caulinares colaterais, com
metaxilema e metafloema, na periferia do cilindro vascular. (1.2 f-h e 1.3 a). Nota-se
também a presenca de raizes adventicias intracorticais, também oriundas do
periciclo (figuras 1.2 b e 1.3 a-e).

Em cortes transversais, (figura 1.3 b-h e 1.4 a-c) observa-se que o cértex é
composto de células parenquimaticas e idioblastos com rafides, sendo atravessado
por tracos foliares que se deslocam do centro para a periferia durante a
diferenciacdo do 6rgao, e que rompem a zona limitante constituida pelo periciclo e

pela endoderme (figuras 1.3 b-d). As derivadas da endoderme, e a propria
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endoderme, se mantém parenquimdticas mesmo nas por¢des mais maduras,
podendo-se observar neste corte que elas sdo tangencialmente maiores que as
células do periciclo (figura 1.3 d). Observa-se também que o periciclo forma
primeiramente o metafloema e depois o metaxilema, formando os feixes caulinares
que se agrupam na periferia do cilindro central (figura 1.3 d). Alias, esse
agrupamento de feixes na regido periciclica é uma evidéncia da origem periciclica
desses feixes.

A endoderme das raizes intracorticais (figuras 1.3 e-f), que apresenta
espessamento de parede, é continua a endoderme do caule, que permanece
parenquimatica, evidenciando a perfeita continuidade dos tecidos primarios no
corpo da planta.

Ainda em corte transversal (figuras 1.3 g-h) das regides diferenciadas
observam-se raizes adventicias intracorticais ocupando parte do cértex caulinar.
Estas raizes possuem cilindro central lignificado, cértex interno com canais de ar e
cortex externo esclerificado (figura 1.4 a).

Nesta mesma regiao do caule, o periciclo como camada mais externa do
cilindro central se mantém parenquimatico (figura 1.4 b), sendo responsavel pela
formacao de feixes na periferia do cilindro vascular e de raizes adventicias.

O sistema vascular do caule de T. geminiflora é complexo, pois o estelo (do
tipo atactostelo) possui feixes caulinares que se concentram na periferia, enquanto
que em posi¢cdao mais interna (figura 1.4 c-d), observam-se feixes caulinares e tracos
foliares com distribui¢do aleatoria e esparsa.

Os feixes que constituem os tragos foliares diferem dos feixes caulinares pois
apresentam protoxilema e protofloema além do metaxilema e metafloema (figura
1.4 d). Nesta espécie, em particular, os tracos que se encontram dentro do cilindro

nao apresentam fibras ao seu redor (figura 1.4 d).
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Em a-c aspecto geral do caule, onde se nota o cilindro central (cc) e cortex (cx) bem distintos. Os asteriscos
(*) indicam as raizes adventicias(ra) intracorticais. Em d-e, observa-se a faixa de células com nucleos
evidentes (setas) e inicial endodérmica (ie) em e. Em regides mais diferenciadas (f-h), observam-se as
derivadas da endoderme meristematica (DEM), a endoderme (en) e o periciclo (pr).
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Figura 1.3: Sec¢des longitudinal (a) e transversais (b-h) de Tillandsia geminiflora.
Em a, detalhe da regido mais diferenciada das figuras 1.2 g e h, onde se nota a endoderme (en) e o periciclo
(pr) originando feixes. Em b-f, o caule cilindrico com cdrtex parenquimatico, interrompido por tracos foliares
(tf) e raizes adventicias (ra). As células da endoderme e as suas derivadas (DEM) sdo maiores
tangencialmente (d) e na figura e e f observa-se a continuidade da endoderme da raiz com a endoderme do
caule; verifica-se que a endoderme da raiz apresenta espessamento nas suas paredes e a endoderme do caule
possui células parenquimaticas (n -setas). Em g aspecto geral do caule com inimeras raizes adventicias, na
figura h, as derivadas da endoderme meristematica ao lado de uma raiz adventicia. As siglas correspondem a:
cc: cilindro central, cx: cortex.
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Figura 1.4: Secdes transversais de Tillandsia geminiflora (a-d).

Em a aspecto geral de uma raiz adventicia (ra) intracortical com cértex externo (ce) espessado, cortex
interno (ci) parenquimatico com canais de ar (ca) e cilindro vascular (cv) lignificado. Tragos foliares (tf-
setas) e observa-se também, na regido periciclica (pr) uma concentragdo de feixes caulinares (b - asteriscos
*). Feixe caulinar em ¢ com metaxilema (mx) e metafloema (mf) e um trago foliar (d), observados no interior
do cilindro central (cc), com protoxilema (px) e protofloema (pf) além de metaxilema e metafloema.
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Tillandsia loliacea Mart

Espécie atmosférica diminuta e rigida (figura 1.1. b), podendo assumir habito
rupicola ou epifitico. Possui caule ereto e curto, de aproximadamente 1 mm de
diametro. Folhas com bainha largo-oval formando roseta infundibuliforme sem
fitotelma.

Em secdo transversal (figuras 1.5 a-f e h) observa-se que o caule de T. loliacea
é composto por suber estratificado, cértex parenquimatico e um cilindro central
atactostélico (figura 1.5 a-b). O cortex é ocupado, quase integralmente, por raizes
adventicias intracorticais, originadas préximo ao apice (dado nao ilustrado). O
espessamento primario é inconspicuo, ndo sendo facil a visualizacao das derivadas
da endoderme meristematica no caule. Estas derivadas, de organizacao radiada,
tornam-se visiveis apenas na conexao entre a raiz adventicia e parte do cértex do
caule (figura 1.5 c). A endoderme da raiz e do caule apresentam espessamento em
“0”, sendo que neste ultimo ela é menos evidente (figura 1.5 d). Ainda no cértex,
foram observados idioblastos com cristais estiléides (figura 1.5 e).

O cilindro central é composto de um periciclo que é formado por duas a trés
camadas de células espessadas (figuras 1.5 f), feixes colaterais com calotas de fibras
adjacentes ao floema (figura 1.5 f-g) e medula desprovida de espessamento nas
células (figura 1.5 f).

Nas raizes o cortex externo apresenta-se esclerificado, enquanto o cortex

interno, residual, é parenquimatico (figura 1.5 h).
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Figura 1.5: Sec¢des transversais do caule adulto de Tillandsia loliacea (a-g) e de raiz (h).

Na figura a e b observa-se o aspecto geral do caule. Nota-se, também, o cilindro central (cc) do tipo
atactostelo e as raizes adventicias (ra) intracorticais ocupando quase todo o cértex (cx). Na figura ¢, uma raiz
adventicia sendo formada e as derivadas da endoderme meristematica (DEM) na conexao entre o caule e a
raiz. As DEM, sdo vistas em detalhes na figura d. Na mesma figura a endoderme (en) da raiz com refor¢o em
“0”, figura d. Nas figuras e e f xilema (xi) e floema (fl) com calota de fibras periciclicas (pr). As siglas
correspondem a: ce: cortex externo, ci: cortex interno, sb: stiber estratificado.
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Tillandsia tenuifolia L.

Espécie de habito rupicola ou epifitico (figura 1.1 c), possui caule longo,
estreito e entrends conspicuos. Folhas em arranjo espiralado formando roseta
infundibuliforme sem fitotelma.

O caule longo e rizomatoso possui um suber estratificado, cortex amplo com
células de paredes finas hexagonais e inimeros idioblastos de rafides (figura 1.6 a-
b), e cilindro central do tipo atactostelo. As derivadas da endoderme meristematica
(DEM) sdo observadas na porc¢ao mais interna do cdrtex nas figuras 1.6 c-d.
Observa-se, também, um cilindro central amplo com um aspecto reticulado na
periferia devido a presenca de tracos foliares, que interrompem a faixa de fibras
periciclicas (figura 1.6 c). Nas figuras 1.6 d-e, a camada mais interna do coértex, a
endoderme, é parenquimatica e apresenta estrias de Caspary. Na mesma figura,
observam-se, também, inimeros idioblastos com rafides no coértex e no cilindro
central (figura 1.6 e).

A presenca de raizes adventicias intracorticais (figuras 1.6 f - g) é observada
em regioes afastadas das regides indiferenciadas. A raiz intracortical possui o cortex
externo amplo, esclerificado, enquanto que o cortex interno é parenquimatico e
inconspicuo, a endoderme possui células com reforco em “0O”, e o periciclo
parenquimatico, envolvendo os corddes de xilema e floema diminutos. Mais
internamente observa-se o cilindro vascular (medula) com células espessadas
(figura 1.6 g).

No caule atactostélico (1.7 a-d), o periciclo é multisseriado e espessado e
envolve os feixes caulinares periféricos, formados apenas de metaxilema e de
metafloema. Nao foram observados feixes periféricos anastomosados, formando
rede complexa (figura 1.7 b).

No interior da medula, os tragos foliares e os feixes caulinares (1.7 b-d) sao
envolvidos por fibras, as quais iniciam sua diferenciacao no polo floematico (figuras
1.7 d). Todos os feixes observados sao colaterais, possuindo xilema composto por
células parenquimaticas e traqueides com lumens inconspicuos, e floema com

elementos de tubos crivados diminutos (figuras 1.7 b-d).
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Figura 1.6: Secdes transversais (a-g) do caule de Tillandsia tenuifolia.

Em a-b, aspecto geral, onde se nota a presenca do suber (sb) estratificado, cortex (cx) e cilindro central (cc).
O cortex e o cilindro central apresentam inimeros idioblastos com rafides (b). Na figura c, o traco foliar (tf)
interrompe a faixa de fibras periciclicas (pr). Em d-e nota-se a endoderme (en) e as duas derivadas imediatas
(DEM); em e, observa-se a presenca de estrias de Caspary. Percebe-se, também, na mesma figura o periciclo
multisseriado e espessado e os idioblastos com rafides (cabega de seta). Na figura f-g raizes adventicias (ra)
intracorticais ja diferenciadas, com cortex externo (ce) esclerificado, cortex interno (ci) diminuto, endoderme
com espessamento em “O” e medula espessada no interior do cilindro vascular (cv).
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Figura 1.7: Se¢des transversais do caule de Tillandsia tenuifolia (a-d).
O caule do tipo atactostelo é visualizado em a e ¢ com feixes caulinares colaterais (fc) na periferia e no
cilindro central (b-c) e tragos foliares colaterais no interior do caule dispostos de forma difusa (c-d).
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Tillandsia usneoides L.

Epifita obrigatéria, com caule longo, pendente de formato filiforme
semicircular com aproximadamente 1 mm de didmetro sem fitoltema (figura 1.1 d).
Agravitropica, T. usneoides apresenta filotaxia distica e possui ramificacdo
dicotomica escorpiodide (figura 1.8 a). Esta ramificacdo é oriunda de gemas laterais
que se desenvolvem de maneira alternada. Assim, um novo caule com duas folhas é
formado ora para a esquerda, ora para a direita e esta caracteristica segue
sucessivamente por toda a vida da planta (figura 1.8 a).

Na figura 1.8 b pode-se observar a organizacdo geral do caule onde estdo
representadas as zonas de crescimento formadas pelo meristema apical caulinar.
Entre dois nds consecutivos (figuras 1.8 c-d) estas zonas de crescimento podem ser
detectadas facilmente, pois apresentam uma evidente concentracdo de figuras
mitoticas.

As regides formadas pelas zonas de crescimento estdo demonstradas nas
figuras 1.8 c-i. Nota-se a epiderme unisseriada coberta integralmente por tricomas
peltados e mais internamente, o cértex amplo e parenquimatico. A porg¢do interna
do caule é ocupada pelo cilindro central, que nesta fase possui inimeras células em
diferenciacdo. As figuras 1.8 e e f representam a regiao inferior da figura b, nessas
figuras percebe-se que o cilindro central encontra-se totalmente esclerificado. E
interessante ressaltar que ndo ha uma variacdo gradual entre os tecidos
indiferenciados e diferenciados, ou seja, abruptamente o tecido esclerificado do
caule se conecta a uma gema axilar e com folhas que ainda estao em processo de
diferenciacao.

As figuras 1.8 g-i mostram o caule maduro, em sec¢do transversal, onde se
nota o cilindro central de T. usneoides composto de um tecido esclerificado, que
ocupa todo o volume do cilindro. Desta maneira, os feixes colaterais diminutos sao
totalmente envolvidos e mergulhados por um cilindro lignificado. O cértex, como
nas folhas é composto de parénquima clorofiliano e sua camada mais interna é
formada pela endoderme que nesta espécie é parenquimatica. Adjacente a ela, o
periciclo multisseriado composto de trés a quatro camadas de células é totalmente

espessado e se confunde com as fibras que compde o cilindro central (figura 1.8 h).
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Os feixes colaterais apresentam-se interrompidos formando ilhotas de xilema e de
floema diminutos. Na figura 1.8 i, a folha em corte transversal, é semelhante ao
caule até a regiao vascular, pois no caule o cilindro central é esclerificado com feixes
diminutos imersos e a folha possui trés feixes colaterais de floema e xilema

diminutos sem esclerificacao.
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Figura 1.8: Representacao esquematica (a-b), se¢des longitudinais (c-f) e transversais (g-i) de T.
usneoides.

Em a, o padrdo de desenvolvimento dicotomico do caule. Em b, representa¢do das zonas de crescimento,
onde se nota o meristema apical caulinar (mac), a bainha (b), as folhas (f) e os caules (c), oriundos do
crescimento dicotdomico. Em ¢, secdo longitudinal das regides em atividade meristematica, sendo o cilindro
central (cc) reduzido e com células nucleadas e o cortex (cx) amplo ja diferenciado com células
parenquimaticas isodiamétricas. Observa-se em ¢ e d o meristema apical caulinar e a bainha que envolve
todo o caule. Ainda nas figuras e e f observam-se regides diferenciadas ao lado de regides com atividade
meristematica, esta ultima sendo constituida pelo meristema apical caulinar e folhas em estagio de
diferenciacdo. Em se¢des transversais (g-i), nota-se o caule semicircular ao lado de uma folha (f), percebe-se
que a principal diferen¢a anatdmica é constituida pelo sistema vascular, que no caule é composto de um
cilindro esclerificado com floema e xilema diminutos e na folha feixes colaterais sem apresentar células
espessadas ao redor. As siglas correspondem a: af: apice foliar, en: endoderme, fl: floema, .

57



Um resumo dos caracteres sera encontrado ao final da descricao de todos os
géneros em forma de tabela. De forma resumida os caracteres morfologicos e

anatomicos encontrados nas espécies de Tillandsia constam na tabela 1.3.

Tabela 1.3: Caracteres morfoanatomicos e seus respectivos estados em Tillandsia. A sigla nd corresponde
a dados ndo determinados.

Tillandsia geminiflora Brongn

Tillandsia loliacea Mart
Tillandsia tenuifolia L.
Tillandsia usneoides L

Apice caulinar: abobadado (0), cénico (1), levemente conico (2), sub-
plano (3), plano-abobadado (4), plano (5).

(e}
=
Q.

nd nd

Caule: longo (0) curto (1) 1 1 0 0

DEM (derivadas da endoderme meristematica): auséncia (0),
presenca (1), presenca na conexao caule raiz (2)

Endoderme do caule: parenquimatica (0), em U (1), em O (2) 0 2 0 0
Espessamento: evidente (0), ndo evidente (1) 0 1 0 1
Filotaxia: distica (0), espiralada (polistica) (1) 1 1 1 0
Forma de vida: estritamente rupicola (0), estritamente epifitico (1),

estritamente terricola (2), rupicola+ epifitica+ terricola (3), rupicola + 1 4 4 1
epifitica (4)

Padrio morfolégico da roseta: infudibuliforme (0), tubular (estreito-
infundibuliforme) (1)

Periciclo: parenquimatico (0), espessado (1) 0 1 1 1
Nés e entrends conspicuos: auséncia (0), presenca (1) 0 0 1 1
Raizes intracorticais origem: proximo ao apice (0), regido mediana 0 0 1 2

(1), ndo possui (2)

Tipo de feixes Tragos/feixes caulinares: colateral (0), colateral e
compostos aparentemente concéntricos (1)

Tipos de idioblastos: rafides (0), estiléides (1) ausentes (2). 0 1 1 2
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Vriesea Lindl.

As espécies de Vriesea podem ser epifitas, rupicolas ou terricolas Sao ervas
com folhas inteiras amplas de filotaxia espiralada. O caule é ereto, geralmente curto

e espessado de porte variavel. O formato da roseta varia de infundibuliforme a

estreito-infundibuliforme (figura 1.9).
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Figura 1.9: Habitos das espécies Vriesea gigantea (a), V. minarum (b), V. olighanta (c) e V. stricta. (d).
[lustracgdes feitas por Ubirajara Gomes de Mello Neto.
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Vriesea atropupurea Silveira

V. atropupurea possui o habito rupicola com roseta infundibuliforme de
filotaxia espiralada com fitotelma desenvolvido. O caule é ereto, curto e rizomatoso
com aproximadamente cinco centimetros de comprimento e trés centimetros de
diametro.

Com relacdo a anatomia, o apice do caule de V. atropupurea possui forma de
abdbada (figuras 1.10 a-b). Este formato pode ser atribuido, em parte, as derivadas
da endoderme meristematica que se originam a partir da endoderme (inicial
endodérmica) e se dividem inumeras vezes no interior do cortex com mais
intensidade em regides mais distantes do meristema apical caulinar (figuras 1.10 ca
e). Mais internamente, a presenca do periciclo é evidente por suas células
apresentarem caracteristicas peculiares como a densa coloracdo e os nucleos
alongados. Na sua adjacéncia, e visualizada pela presenca do periciclo, observam-se
as iniciais endodérmicas com paredes delgadas, lumen amplo e nucleos
arredondados (figuras 1.10 e), apenas perceptiveis neste aumento. Ainda na figura
e, observa-se também, outra caracteristica importantissima, o perfeito padrao
radiado das derivadas da endoderme meristematica e a sua descontinuidade com as
células do periciclo, demonstrando a origem distinta destes tecidos isto é, o
periciclo de origem procambial e a endoderme do meristema fundamental.

Em V. atropurpurea o caule maduro possui um suber estratificado e um
cortex parenquimatico estreito em relacdo a medula (figura 1.10 f). O sistema
vascular é do tipo atactostelo com feixes distribuidos ao acaso no interior do
cilindro. Na regido periciclica a concentragao de feixes aumenta o que evidencia ser
a regido formadora de novos feixes (figuras 1.10 f-g). Nesta regido limite, nota-se a
presenca de dois tecidos importantes no corpo primario da planta: a endoderme e o
periciclo (figura 1.10 h e 1.11 a). A concentracdo de feixes na regido periciclica -
evidencia ser ele o formador dos feixes caulinares.

A endoderme diferenciada apresenta espessamento em “0O”, na regiao
afastada do apice, a natureza deste espessamento nao foi verificada (figura 1.11 a) e

o periciclo é constituido de trés a quatro camadas que envolvem os feixes colaterais

61



periféricos, formados por ele em fases anteriores de desenvolvimento, como se vé
na figura 1.11 a.

No cilindro central, ocorrem tragos foliares e feixes caulinares (figuras 1.10 h
e 1.11 a-d). Os feixes caulinares (metaxilema e metafloema) sao oriundos da
atividade centrifuga do periciclo, e ocupam a regido perimedular (figura 1.10 g-h e
1.11 a e em detalhe na figura 1.11 b). Ja os feixes que constituem os tragos foliares
sao originados do procambio, ou seja, originados durante a formag¢do do primordio
foliar pela sinalizacdo da diferenciacdo dos tecidos vasculares; ocupam as porg¢des
mais internas da medula (figuras 1.11 c-d). Estes feixes possuem além de
metafloema e metaxilema, possuem protoxilema e protofloema. Os feixes caulinares
de origem procambial e os de origem periciclica sao formados apenas de
metaxilema e metafloema. Outra caracteristica € o tamanho maior do lumen da
traqueide do xilema formado a partir do periciclo (figura 1.11 b) quando
comparado ao elemento traqueal do tracgo foliar. Todos os feixes, observados nas
regides diferenciadas, apresentaram fibras ao seu redor, sendo as fibras dos tracgos
foliares e dos feixes caulinares originadas do procambio, e dos feixes caulinares da
regiao periciclica originadas do periciclo. Além da producao de feixes periféricos, o
periciclo é responsavel pela formacao de raizes adventicias intracorticais (figura
1.11 e). Estas raizes possuem coOrtex externo espessado, coOrtex interno
parenquimatico, endoderme com reforco em “0” e periciclo espessado (figuras 1.11
e-g). Ocorrem diversos polos de floema e de xilema (este, com dimensdes
semelhantes a das fibras) a medula também se encontra espessada (figuras 1.11 e-
f). Os tecidos vasculares da raiz se conectam ao do caule da mesma maneira que se
observa a continuidade da endoderme do caule com a endoderme da raiz. As
derivadas da endoderme meristematica também sao continuas (figuras 1.11 f-g). As

raizes nesta espécie possuem origem na regido mediana do caule.
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Figura 1.10: Sec¢des longitudinais (a-e) e transversais (f-h) do caule de Vriesea atropurpurea.
No apice em forma de abdébada (a), setas mostram a direcdo das divisdes das derivadas da endoderme
meristematica (DEM) mostrando bem o limite do cilindro central (a-c). Na figura b, observa-se o cilindro
central (cc) e as derivadas da endoderme meristematica, melhor vistas em ¢, o tracejado marca o limite entre
o cortex (cx) e o cilindro central (cc). Na figura d, o periciclo (pr) em divisdo e a inicial endodérmica (ie),
melhor visualizada na figura e. Em f-h nas se¢des transversais do caule maduro, observa-se do exterior para
o interior do caule: o stiber (sb) estratificado, o cértex e o cilindro central do tipo atactostelo (g-h) cilindro
central com uma concentragao de feixes caulinares (fc) na periferia e tragos foliares (tf) distribuidos ao acaso
entre feixes caulinares no interior da medula Na figura h percebem-se as derivadas da endoderme
meristematica e o periciclo. As siglas correspondem a: ra: raiz adventicia.
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Figura 1.11: Secdes transversais (a-g) do caule de Vriesea atropurpurea.

A endoderme (en) e o periciclo (pr) estdo com paredes espessadas e percebe-se a formacdo de feixes
caulinares no periciclo (a-b). Na figura b, feixe caulinar periférico de origem periciclica e nas figuras c e d, o
traco foliar envolvido por fibras e em detalhe o protoxilema (px) e o protofloema (pf). Nas figuras e-f, uma
raiz adventicia (ra) intracortical ja diferenciada com cértex externo (ce) esclerificado, cértex interno (ci)
parenquimatico. Na figura g, observa-se a endoderme da raiz em continuidade com a endoderme do caule, e
observa-se também, a continuidade do cértex da raiz (cxr) com o cértex do caule (cxc_)
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Vriesea crassa Mez

Espécie rupicola ou epifita, de médio a grande porte com roseta
infundibuliforme e fitotelma desenvolvido. O caule é curto, ereto e rizomatoso
(figura 1.9).

O exemplar coletado estava em fase reprodutiva e possuia um escapo
terminal, por isso, ndo houve a possibilidade de analisar o seu dpice vegetativo.

Abaixo do escapo, na regido outrora ocupada pelo apice vegetativo, em corte
transversal, pode-se observar o padrao basico do caule, sendo formado por um
suber estratificado, um cértex amplo com rafides e um cilindro central ocupado por
diversos feixes caulinares e tracos foliares (figura 1.12 a-d). Em maior aumento,
verifica-se que o cértex é organizado em um padrao radiado e préximo ao complexo
de feixes que correm longitudinalmente, hd& uma camada clara (figura 1.12 b).A
presenca da camada clara (ldcida) indica uma alta taxa de divisao celular nesta area
(figura 1.12 ).

Adjacente a esta camada, estdo os feixes produzidos pelo periciclo,
constituidos de metaxilema e metafloema (figura 1.12 c-f).

Em corte transversal (figuras 1.12 d-g), esta mesma camada lucida é
percebida em areas em estagio intermediario de diferenciacao, regido que
corresponde a regido mediana do caule. Percebe-se nesta area, uma intensa
atividade meristematica, na qual é verificada a presenca de células menores, que
estdo em intensa divisdo na regido entre o cortex e o cilindro central (figura 1.12 d-
e).

Pode-se notar que as células estdo sendo produzidas em sentido centrifugo e
centripeto (figura 1.12 d-e). Os produtos da atividade celular do periciclo sao feixes,
denominados de feixes caulinares, que possuem menos elementos vasculares,
(figuras 1.12 f) quando comparados aos produzidos pelo procambio (figuras 1.12 g),
além disso, os feixes caulinares sempre ocupam a periferia do cilindro central: a
regido periciclica (figuras 1.12 f, h e 1.13 a). J& as células que estio sendo
produzidas centrifugamente, sdo oriundas da inicial endodérmica e possuem um

padrao de divisdo periclinal o que dd o aspecto radiado do cértex caulinar. Esta
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caracteristica marcante difere das células produzidas pelo periciclo que possui
divisdes irregulares. A camada ocupada pela endoderme e pelo periciclo é
interrompida por tracos foliares, como se vé na figura 1.12 f.

Nas regidoes maduras do caule (figura 1.12 h), o cértex se mantém
parenquimatico e é ocupado por raizes intracorticais e tragos foliares. Observa-se
que nesta espécie ocorre uma modificacdo na conformacao dos feixes periféricos
que se anastomosam e esta concentracao de feixes indica a origem diretamente do
periciclo (figuras 1.12 h e 1.13 a-d). Na figura 1.13 b, observa-se o floema em
posicdo lateral e ndo oposta ao xilema, este feixes compdem o plexo periférico.
Nesta por¢ao, observa-se também que a endoderme e parte de suas derivadas estao
com as paredes espessadas (figura 1.13 b). Ora esta camada apresenta-se licida
(figura 1.12 c-d), ora apresenta-se espessada (figura 1.12 b). As raizes desta espécie
também se diferenciam totalmente ainda no caule (figuras 1.12 h e 1.13 a, c, e).
Possuem cortex externo esclerificado, cértex interno parenquimadtico e radiado,
endoderme em U, com 49 a 60 polos de protoxilema e uma medula nao esclerificada
(figura 1.13 e).

Os feixes encontrados em V. crassa variam de tragos foliares colaterais (figura
1.13 f) e feixes caulinares que possuem padrao colateral no interior da medula a
compostos aparentemente concéntricos localizado principalmente na periferia

(figura 1.13 f-g)
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Figura 1.12: Sec¢des longitudinais (a-c) e transversais (d-h) do caule de Vriesea crassa.

Em a-c observam-se o suber (sb) estratificado, as derivadas da endoderme meristematica (DEM); as setas
fechadas indicam a camada lticida adjacente ao periciclo (pr). Em se¢des transversais do caule imaturo (d-g)
observa-se a regido de atividade meristematica do periciclo (seta preta) que indica a dire¢ido da produgio de
tecidos produzidos e na regido da inicial endodérmica (seta vermelha) indicando a direcdo da formacdo das
derivadas da endoderme meristematica, respectivamente figuras d e e. Na figura f, observa-se a inicial
endodérmica e os feixes caulinares periféricos na regido periciclica, na figura g, observa-se um traco foliar
com protoxilema (px) e protofloema (pf). Regido madura do caule (h), na qual as células da camada ldcida as
derivadas da endoderme meristematica sdo espessadas e observam-se raizes adventicias (ra) intracorticais.
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Figura 1.13: Secdes transversais (a-g) do caule de Vriesea crassa.

Como se observou na figura 1.12 h, em a-b, a camada licida (cl) formada derivadas imediatas da endoderme
meristematica que podem ser espessadas nas primeiras camadas (b), ou parenquimaticas com se observa
nas figuras c-d. Ainda nessas figuras, é notavel a constatagdo da origem dos feixes caulinares da regido
periciciclica (concentracgido de feixes junto ao periciclo) Ocorre a formacgdo de inimeras raizes intracorticais
que se diferenciam ainda no interior do caule (a, ¢, e). As raizes (e) possuem um padrio basico: cortex
externo (ce) com esclereides, cortex interno (ci) parenquimdtico e radiado, polos de xilema e floema
envolvidos por fibras e medula (me) parenquimatica. Os tracos foliares (tf) em (f) e os feixes caulinares (fc)
em (g) apresentam fibras ao seu redor.
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Vriesea gigantea Mart. ex Schult. f.

Uma das maiores espécies analisadas do género Vriesea. Planta epifita com
caule curto, roseta infundibuliforme e fitotelma bem desenvolvido (figura 1.9 a).

Em corte longitudinal, o caule jovem de V. gigantea apresenta apice plano
abobadado (figura 1.14 a-b), pois ha uma atividade meristematica moderada
préoximo ao apice e intensa na regido onde se inicia a expansdo do mesofilo da folha
(figura 1.14 b). A alta atividade é evidenciada pela radiacdo conspicua do cortex
caulinar (figura 1.14 c), vista em detalhes na figura 1.14 d. Ainda, na figura 1.14 d,
verificam-se as derivadas da endoderme meristematica, oriundas da inicial
endodérmica, com divisdo periclinal constante. Ao seu lado uma regido composta
por indmeros feixes periféricos imaturos, oriundos do periciclo.

Em corte transversal (figura 1.14 e), observa-se o limite entre o cértex e o
cilindro central marcado pelas células pequenas e mais densamente coradas do
periciclo (figura 1.14 f). Nesta mesma figura, verificam-se varios tracos foliares
atravessando a camada limitante do cortex e do cilindro central (figura 1.10 e-f).

A inicial endodérmica pode ser observa na figura 1.14 g-h, bem como, suas
derivadas imediatas. Na figura 1.15 a, o periciclo forma feixes caulinares periféricos
formando um aglomerado, com metaxilema e metafloema (detalhe na figura 1.15 b).

O estelo do tipo atactostelo possui feixes caulinares e tracos foliares (figura
1.15 b, ¢, respectivamente). Os tragos foliares sdo compostos de protoxilema e
protofloema além de metaxilema e metafloema (1.15 c).

As raizes intracorticais sao formadas na por¢ao mediana do caule (figura 1.15
d), e a continuidade entre os seus tecidos e do caule é perfeitamente observada nas
figuras 1.15 d e “e”. e verifica-se que a endoderme da raiz é continua com a
endoderme do caule. Em regides basais (1.15 f-g), observa-se a endoderme e o
periciclo multisseriado com paredes espessadas envolvendo os feixes caulinares
produzidos por ele e, nota-se também, os feixes caulinares e tracos foliares
localizados no interior do caule totalmente envolvidos por fibras. As raizes (1.15 d-
f), que nesta espécie iniciam sua diferenciacdo em porg¢des jovens do caule possuem

cortex externo lignificado, endoderme com refor¢o em “0” e medula lignificada.
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Figura 1.14: Sec¢des longitudinais (a-d) e transversais (e-h) do caule de Vriesea gigantea.

Em a observa-se o aspecto geral do caule com o cdrtex (cx) e o cilindro central (cc), indistintos na regido do
apice (1), porém distintos na base do caule (2) devido a lignificacdo do cilindro central. Nesta mesma figura,
observa-se que regido apical do caule possui o formato de abébada seguido de uma depressio. Na figura b,
nota-se que o aspecto abobadado-plano, é dado por uma maior taxa de divisdo na regido abaixo da folha que
esta se expandindo (seta). O padrdo radiado do cértex pode ser visualizado, em maiores detalhes, nas figuras
c e d. Na figura c, que corresponde a regido plana, observa-se a regido periciclica (pr) formada por elementos
vasculares com floema (mais densamente corado) ainda em diferenciagdo, vista em detalhe, na figura d.
Ainda na figura d, observa-se o cértex radiado com divisdes periclinais oriundas da inicial endodérmica (ie).
Na figura e, verifica-se que o cortex apresenta-se amplo em relagdo ao cilindro central, nota-se também, os
tracos foliares (tf) que surgem na regido perimedular e atravessam perpendicularmente parte do cértex. Na
figura f, a regido periciclica apresenta-se interrompida pelos tragos foliares e verifica-se, também, que os
feixes estdo distribuidos de forma difusa (atactostelo). O padrdo radiado é mais uma vez demonstrado na
figura g e h, com o periciclo em atividade meristematica enquanto que a endoderme ja esta em uma fase
acima de diferenciacdo, sendo parenquimatica e suas derivas compondo uma camada ldcida.
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Figura 1.15: Sec¢des transversais (a-h) do caule de Vriesea gigantea.

Na figura a, o periciclo (pr) esta em plena atividade produzindo feixes caulinares que nesta fase se
apresentam apenas com metafloema (mf). Ainda na regido periciclica, em por¢des mais diferenciadas,
observam-se os feixes caulinares com metaxilema (mx) e metafloema em (b). Na figura ¢, o trago foliar (tf)
apresenta-se em corte transversal com protoxilema (px), protofloema (pf), além de metaxilema e
metafloema. A continuidade dos tecidos pode ser vista na figura d, onde a endoderme da raiz é a mesma
endoderme do caule. Em e, a medula (me) da raiz apresenta-se totalmente esclerificada. Nas figuras f-g,
observam-se, o caule com tecidos diferenciados, feixes caulinares (fc) e tracgos foliares envoltos por fibras. A
concentracdo de feixes na periferia indica sua origem periciclica.
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Vriesea minarum L. B. Sm

Planta rupicola, endémica de afloramentos ferriticos, possui um caule curto,
ereto, com roseta infundibuliforme e fitotelma desenvolvido.

O apice de V. minarum possui o formato conico (figura 1.16 a-c e). Na regido
apical percebe-se o limite entre o cortex e o cilindro central, no entanto, afastando-
se do apice ele torna-se indistinto na regido mediana. O formato cénico do caule é
acompanhado pelo limite entre o cortex e o cilindro central (figura 1.16 a). Este
formato é consequéncia do local e da taxa de divisOes das células das derivadas da
endoderme meristematica, que compdem o cértex. Do apice até regido mediana
(figura 1.16 a), as células que formam o cértex sdo adicionadas imediatamente
abaixo do apice (figuras 1.16 b-c) e esta adicdo aumenta, gradativamente, ao se
afastar do apice na regiao onde a folha se expande.

Na regido mediana, (figura 1.16 d), verifica-se a presenca de um traco foliar e
das derivadas da endoderme meristematica, perfeitamente radiadas, em maiores
detalhes na figura 1.16 e. Ainda na figura 1.16 e, observa-se a inicial endodérmica e
a regiao periciclica com floema e xilema em vista longitudinal; nota-se que ndo ha
protoxilema.

O cortex é mais estreito que o cilindro central (figura 1.16 f-h e 1.17 a-g) e do
exterior para o interior do caule observam-se o suber, o cortex formado de células
parenquimaticas, tragos foliares que interrompem a endoderme e o periciclo
espessado (figura 1.16 f). Nesta regido o periciclo envolve os feixes periféricos de
fibras onde se nota uma alta concentracdo de feixes, indicando ser periciclica a
origem destes feixes (figura 1.16 f-h e 1.17 a-b). Em 1.16 g, percebem-se os feixes
periféricos formando um cordao vascular continuo e externamente, verificam-se as
células radiadas formadas pela endoderme em fase meristematica, vistas em mais
detalhes nas figuras 1.16 h e 1.17 a. O periciclo apresenta de trés a quatro camadas
de células espessadas que incluem muitos feixes caulinares colaterais compostos de
metaxilema e metafloema. Desta forma, é notavel a formacao de feixes na regiao
periciclica (pela concentracdo de feixes na periferia). Na figura 1.17b, verifica-se

que o cortex é ocupado por raizes intracorticais, que se originam do periciclo na
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regido mediana do caule. Os tecidos da raiz sao continuos com os tecidos do caule,
nota-se que a endoderme da raiz em “O” é continua com a endoderme do caule
(figuras 1.17 b-d). Na figura 1.17 e, o cortex radiado da raiz tem a mesma origem
das células radiadas do coértex, a inicial endodérmica.

O atactostelo nesta espécie possui além dos feixes caulinares e tragos foliares
colaterais, que ocupam a medula do cilindro central, f observa-se um feixe com
xilema e floema difusos, denominado neste estudo de compostos aparentemente
concéntricos (figura 1.17). Estes feixes foram observados na regido periciclica
proximos as raizes, constituido somente de metaxilema e metafloema. Na figura
1.17 g, um feixe constituido de um traco foliar perfeitamente colateral com

protofloema e protoxilema, além de metaxilema e metafloema.
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Figuras 1.16: Secdes longitudinais (a-e) e transversais (f-h) do caule de Vriesea minarum.
Em a observa-se o aspecto geral do caule com o cértex (cx) e o cilindro central (cc), distintos desde a regido
do apice. Nesta mesma figura, observa-se que regido apical do caule possui o formato conico, a maior taxa de
divisdo é a partir do inicio da expansdo foliar (seta). Na figura b, nota-se que o aspecto conico é moldado
pelas divisodes periclinais das derivadas da endoderme meristematica (DEM). O padrao radiado do cértex (cx)
pode ser visualizado, em maiores detalhes, nas figuras c-e. Em f, observa-se o cértex estreito em relagido ao
cilindro central do tipo atactostelo e os tracos foliares (tf) que atravessam perpendicularmente parte do
cortex. Na figura g e h, o padrao radiado é mais uma vez observado. As siglas correspondem a: fl: floema, ie:
inicial endodérmica, me: medula, pr: periciclo, ra: raiz adventicia, xi: xilema.
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Figuras 1.17: Secdes transversais (a-g) do caule de Vriesea minarum.

Na figura a, observam-se o periciclo (pr) e a endoderme (en) ja diferenciados, o periciclo espessado possui de
trés a quatro camadas de células menores e com padrao irregular se comparadas com as células corticais
oriundas de endoderme. Ainda na regido periciclica observam-se os feixes caulinares sendo originados (a-b).
Na Figura b-c, raiz adventicia (ra) intracortical com cértex interno (ci) parenquimatico e cortex externo (ce)
espessado. A continuidade dos tecidos pode ser vista nas figuras d-e, onde a endoderme da raiz é a mesma
endoderme do caule. Os feixes caulinares compostos (aparentemente concéntricos) com apenas metaxilema
(mx) e metafloema (mf) em (f) e observam-se os tracos foliares (tf) constituidos de protoxilema (px),
protofloema (pf), metaxilema e metafloema em (g) todos envoltos por fibras. A sigla corresponde a: cxr:
cortex da raiz. .
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Vriesea oligantha (Baker) Mez.

Planta epifita ou rupicola de caule curto, porte médio, com roseta estreito-
infundibuliforme e fitotelma pouco desenvolvido (figura 1.9).

O apice do caule de V. oligantha é de formato abobadado (figura 1.18 a), este
formato é devido ao tecido parenquimatico cortical que é adicionado, por divisdes
periclinais, de maneira homogenia, ou seja, com a taxa de divisao celular constante.
As células radiadas sdo facilmente visualizadas, mas, ndo ha um limite claro entre o
cortex e o cilindro central (figura 1.18 b). Verifica-se que as divisdes periclinais
ocorrem imediatamente abaixo e lateralmente do meristema apical caulinar. Em
secao transversal, em regidoes mais diferenciadas do caule (figura 1.18 d), observa-
se o limite entre o cortex e o cilindro central do tipo atactostelo. Na camada
limitante, entre o cortex e o cilindro central ocorre a formacao de raizes adventicias
intracorticais que se formam na regidao mediana do caule (figuras 1.18 d-f).0 cortex
externo e interno da raiz é parenquimatico e radiado. O cilindro vascular apresenta
cordoes de tecidos vasculares intercalado de floema e de xilema em diferenciacao e
uma medula parenquimatica (figura 1.18 f). Da mesma forma que a raiz
intracortical o cértex do caule, também se apresenta radiado (figura 1.18 g), o caule
em corte transversal apresenta uma radiacao muito acentuada (figura 1.18 g-h).
Estas células possuem muitos graos de amido e sdo tangencialmente maiores e
aumentam de tamanho em direcdo & periferia do caule (figura 1.18 g). A endoderme
e o periciclo marcam o limite entre o cértex e o cilindro central (figura 1.18 g). As
células do periciclo (figura 1.18 h) apresentam um tamanho menor e possuem
padrao irregular, adjacente a estas células os feixes caulinares periféricos
produzidos pelo proprio periciclo (figuras 1.18 g-h). Além dos feixes caulinares
periféricos, o caule do tipo atactostelo possui tracos foliares com protoxilema,
metaxilema, protofloema e metafloema (figura 1.19 a). Na por¢ao madura do caule
(figura 1.19 b-g) as raizes intracorticais ocupam parte do coértex. Na figura 1.19 c,
observa-se a raiz adventicia intracortical ao lado das derivadas da endoderme
meristematica. Nesta mesma regido, observam-se as DEM, a regiao periciclica e os

feixes periféricos (figura 1.19 d). Em regiées mais diferenciadas, dentro do cilindro,
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os tracos foliares e os feixes caulinares passam a possuir uma calota de fibras que os
envolve inteiramente (figuras 1.19 e-f). As raizes diferenciadas possuem cortex

externo esclerificado e medula com células totalmente espessadas (figura 1.19 g).
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Figura 1.18: Sec¢des longitudinais (a-c) e transversais (d-h) do caule de Vriesea oligantha.

Em a, notam-se o aspecto geral do caule com formato de abdbada, o cértex (cx) e o cilindro central (cc) com
limite indistinto. As derivadas da endoderme meristematica (DEM) com radiacdo em (b). O inicio da
atividade meristematica das células derivadas abaixo do meristema apical caulinar (mac) podem ser
observadas, as setas indicam a direcdo da divisdo celular das DEM (c). Secdo transversal do caule (d) com
graos de amido, raizes adventicias (ra) intracorticais, DEM, endoderme (en) e periciclo (pr). Em f-h, observa-
se o floema (f1) ja diferenciado na regido do periciclo e o xilema ainda em diferenciagdo, tanto na raiz quanto
no caule. Em g-h observam-se as derivadas da endoderme meristematicas perfeitamente radiadas, a
endoderme e o periciclo; os dltimos, em detalhe, na figura h.
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Figura 1.19: Se¢des transversais (a-g) do caule de Vriesea oligantha.
Em a, observa-se em detalhe um trago foliar com protoxilema (px), protofloema (pf), metaxilema (mx) e
metafloema (mf).0 caule maduro em (a-g) possui um cilindro distinto do cértex que possui raizes adventicias
(ra) intracorticais préximas ao cilindro central, tendo as DEM como limite. Em d, observa-se a endoderme
parenquimatica e, os feixes caulinares (fc) periféricos sendo ainda produzidos pelo periciclo (pr). Em e e f,
um feixe constituido de traco foliar (tf) e um feixe caulinar formado apenas de metaxilema e metafloema
ambos com calotas de fibras. Em g, raiz completamente diferenciada. As siglas correspondem a: ce: cortex
externo, ci: cortex interno e me: medula.
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Vriesea segada-viannae L.B. Sm.

Epifita com caule curto, ereto de médio porte e de roseta estreito
infundibuliforme com fitotelma pouco desenvolvido.

O padrao apical é semelhante ao de Vriesea gigantea plano abobadado, que se
deve, em parte, a atividade meristematica da endoderme no desenvolvimento do
cortex com atividade moderada proximo ao meristema apical caulinar (figura 1.20
a-b). Em Vriesea segadas-viannae observam-se raizes adventicias intracorticais e a
producdo de células derivadas da endoderme com atividade meristematica (figuras
1.20 c-d). Ainda ha a continuidade de endoderme da raiz com a endoderme do caule
(figura 1.20 d). Em corte transversal (figuras 1.20 e-f) observam-se também
inimeras raizes, o cértex e o cilindro central com feixes dispostos aleatoriamente,
sendo um estelo do tipo atactostelo (figura 1.20 e-h). Apesar da endoderme
inconspicua (figuras 1.20 g-h), ela é delimitada pela regido periciclica que possui
células menores. Abaixo destas células, surge uma faixa de tecidos que correm
paralelos a endoderme (plexo periférico - figura 1.20 g) que constituira a
vasculariza¢do da raiz. Além do plexo, percebe-se que os feixes caulinares da regidao
periciclica estdo envoltos por fibras. Seguindo o limite da regido periciclica, figura
1.21 i, percebe-se a perfeita continuidade entre a endoderme da raiz (seta dois) e a
endoderme caulinar (seta um); a endoderme, continua, apresenta na raiz
espessamento em O e no caule em U (figuras 1.21 i-k). As raizes intracorticais sao
formadas na regiao mediana.

Além dos feixes formados pelo periciclo observam-se os feixes do cilindro
central os tragos foliares e os feixes caulinares. Nota-se uma raiz adventicia

intracortical ainda em fase de diferenciacao (figura 1.21 n).
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Figura 1.20: Secoes longltudlnals (a-d) e transversais (e- f) do caule de Vriesea segadas-viannae.

Em a e b, aspecto geral do caule, onde se observa o cilindro central (cc) e o cortex (cx) distintos; em b as
derivadas da endoderme meristematica (DEM) na mesma dire¢do da folha que esta iniciando a expansio do
mesofilo (seta fechada). Mais abaixo raizes adventicias (ra) intracorticais, vista em secdo longitudinal em c e
d. Observa-se, também nessas figuras, a continuidade dos tecidos pela presenca da endoderme no caule e na
raiz. Além disso, o cortex da raiz (cxr) é continuo com o cértex do caule (cxc) em (d). Na figura e, observa-se o
caule, em corte transversal, com o cortex possuindo intimeras raizes adventicias (ra) intracorticais. Em f, o
atactostelo com feixes distribuidos ao acaso. A sigla corresponde a: cv: cilindro vascular.
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Figura 1.21: Sec¢des transversais (a-h) do caule de Vriesea segadas-viannae.
Em a-b, a endoderme (en) é percebida por possuir um aspecto diferente das células do periciclo (pr) que se
apresentam menores, além disso, a presenca do plexo periférico também refor¢a a presenca da endoderme.
Nas regides mais maduras a endoderme do caule apresenta-se com paredes espessadas (c), e este
espessamento é continuo com a endoderme da raiz adventicia (ra), 2 e 1, respectivamente (d-e). Em f,
observam-se os tecidos vasculares do periciclo sdo os mesmos da raiz. Em g, notam-se os tracgos foliares (tf)
no interior do cilindro central. Na figura h, observa-se uma raiz ainda em processo de diferencia¢io. A sigla
corresponde a: DEM: derivadas da endoderme meristematica.
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Vriesea stricta L. B. Sm

Planta rupicola, com caule de porte médio possuindo roseta estreito-
infundibuliforme com fitotelma pouco desenvolvido.

No caule levemente conico (figura 1.22 a), se observa que a producao de
células corticais ocorre ndo imediatamente abaixo do meristema apical caulinar e
sim a partir da terceira folha (figura 1.22 b).

Na figura 1.22 ¢, a radiacdo do cortex é evidente, porém nesta regidao a
distingdo do limite entre o cortex e o cilindro central exigem mais detalhes da area.
Mais abaixo, em detalhe, verifica-se uma regido com células nucleadas e paralelas
aos feixes cortados longitudinalmente. As células nucleadas sao formadas pela
primeira camada que ird compor as iniciais endodérmicas e as suas derivadas
(figura 1.22 e).

Em corte transversal, o caule de V. stricta (figura 1.22 f) apresenta um
cilindro central mais amplo que o cértex. No limite entre o cortex e o cilindro
central ocorre a formacao de raizes adventicias, de células derivadas da endoderme
meristematica para o exterior e formacdo de feixes periféricos e de plexos
radiculares para o interior. Na mesma regido (figura 1.22 g), observam-se no cortex
os tragos foliares que correm perpendicularmente e paralelamente ao eixo do caule
atravessando a regido meristematica.

Os responsaveis por esta atividade meristematica sdo a endoderme e o
periciclo ambos em atividade meristematica. A endoderme é reconhecida pela
presenca do periciclo e pela presenca das células radiadas, no coértex, as DEM (figura
1.22 h). O periciclo camada adjacente, possui células menores e produz feixes
caulinares com apenas metaxilema e metafloema (figura 1.22 h). Mais internamente
(figura 1.23 b), no cilindro central, observam-se os tragos foliares formados durante
a formacao dos primordios foliares e os feixes caulinares. Na figura 1.23 c, é possivel
observar a conspicua radiacdo das células originadas da endoderme e a continua
formacao de feixes na regido periciclica, este fato indica uma atividade diferenciada

destes dois tecidos. Na figura 1.23 d, notam-se as raizes adventicias intracorticais
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originadas na regidao mediana apresentando o mesmo padrdao das espécies
anteriores. Na mesma figura notam-se o cortex externo espessado, o cortex interno
parenquimatico, a endoderme em “O” e a medula parcialmente espessada (figura
1.23 d). Na regido de formagdo de raizes, observa-se uma concentragdo maior de
elementos vasculares que unem a vasculariza¢ao do caule com a da raiz (figura 1.23

e-f), nota-se, também que a endoderme demonstra ser continua do caule para a raiz

(figura 1.23 g).
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A figura a representa o aspecto geral do caule levemente cOnico; na figura b observa-se o inicio da atividade
meristematica da endoderme (en) abaixo da folha que esta em expansio (seta fechada). Em c, observam-se as
derivadas da endoderme meristematica (DEM). Nas figuras d e e, detalhe da regido meristematica, percebem-
se o periciclo (pr) e a endoderme localizada em uma regido composta de células nucleadas. Esta mesma
regido é vista em corte transversal, na figura f como uma regido continua, porém, as vezes, esta regido é
interrompida por tracos foliares (tf). O estelo do tipo atactostelo possui externamente o periciclo produzindo
feixes caulinares (fc) para o interior do cilindro central. Na figura h, nota-se a presenca de tragos foliares e de
feixes caulinares no interior do cilindro central (cc).
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Figura 1.23: Secdes transversais (a-g) do caule de Vriesea stricta.

Em a, observam-se tracgos foliares (tf) originados do procambio. Na figura b-c, verificam-se as células das
derivadas da endoderme meristematica (DEM) em perfeita radiacdo (b-c). Em d, pode-se notar o periciclo
(pr) produzindo raizes adventicias (ra) intracorticais. E em detalhe, na figura e, se verifica a formacgdo de
novos feixes caulinares. Observam-se que os tecidos vasculares do caule sdo conectados aos tecidos da raiz,
onde a endoderme (en) é a continua na raiz e no caule (d-g).
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De forma resumida os caracteres morfoldgicos e anatdmicos encontrados nas

espécies de Vriesea constam na tabela 1.4.

Tabela 1.4: Caracteres morfo-anatémicos e seus respectivos estados em Vriesea.
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Apice caulinar: abobadado (0), cénico (1), levemente cénico (2), 0 ” 4 1 0 4 2
sub-plano (3), plano-abobadado (4), plano (5). '
Caule: longo (0), curto (1). 1 1 1 1 1 1 1
DEM (derivadas da endoderme meristematica): auséncia (0),
~ . 1 1 1 1 1 1 1
presenca (1), presenca na conexao caule raiz (2).
Endoderme do caule: parenquimatica (0), em U (1), em O (2). 2 1 2 2 0 0 0
Espessamento: evidente (0), ndo evidente (1) 0 0 0 0 0 0 0
Filotaxia: distica (0), espiralada (polistica) (1). 1 1 1 1 1 1 1
Forma de vida: estritamente rupicola (0), estritamente epifitica (1),
estritamente terricola (2), rupicola+ epifitica+ terricola (3), rupicola 0 3 3 0 3 1 0
+ epifitica (4).
Padrio morfolégico da roseta: infudibuliforme (0), tubular
o o 0 0 0 0 1 0 1
(estreito-infundibuliforme) (1).
Periciclo: parenquimatico (0), espessado (1). 1 1 1 1 0 1 1
Nés e entrends conspicuos: auséncia (0), presenca (1). 0 0 0 0 0 0 0
Raizes intracorticais -origem: préximo ao apice (0), regido mediana
< : 1 1 1 1 1 1 1
(1), ndo possui (2)
Tipo de feixes Tracos/feixes caulinares: colateral (0), colateral e
AL 0 1 1 1 0 0 0
compostos (aparentemente concéntricos) (1)
Tipos de idioblastos: rafides (0), estiléides (1), ausentes (2). 0 0 0 0 2 0 1
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Alcantarea Harms

Plantas rupicolas, endémicas do Brasil, com caules pequenos e totalmente
oculto pelas bainhas foliares, a caules robustos e desenvolvidos, com roseta
geralmente infundibuliforme, podendo ser ainda tubular ou graminiforme. O
fitotelma apresenta desenvolvimento variavel, desde bem desenvolvido até pouco

desenvolvido (figura 1.24).
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Figura 1.24: Habitos das espécies Alcantarea burle-marxii (a), A. extensa (b), A.farneyi (c) e A. turgida.
Ilustragdes feitas por Ubirajara Gomes de Mello Neto.
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Alcantarea burle-marxii (Leme) J.R. Grant

Planta rupicola com caule curto, porém evidente, e roseta infundibuliforme
com fitotelma desenvolvido (figura 1.24 a). Com o aspecto subplano, o apice se
comporta como um platd, onde os primoérdios estdo quase na mesma altura das
folhas expandidas (figuras 1.25 a-c).

Proximo ao meristema apical caulinar observam-se as derivadas de
endoderme meristemdtica que seguem paralelamente em direcao as folhas (figuras
1.25 b-c). A atividade destas células aumenta a medida que aumenta distancia do
apice (figura 1.25 d). Estas células perfeitamente enfileiradas sao acompanhas por
um traco foliar que atravessa o cortex. A camada de células composta pelas inicias
endodérmicas estd em plena atividade meristematica, produzindo células com
paredes mais delgadas, caracteristica que conferem a essas um aspecto mais claro
do que as demais (figura 1.25 f), ja o periciclo possui paredes densamente coradas
com lumen menor. Observa-se aqui outra caracteristica importante: o desencontro
entre as paredes das iniciais endodérmicas e as células meristematicas do periciclo;
a inicial endodérmica e suas derivadas formam uma fileira continua de dentro para
fora, de formato e tamanho semelhantes, e ao acompanhar esta fileira de células, em
sentido centripeto, percebe-se que ndo ha continuacdo, pois o padrao celular do
periciclo, quanto ao formato e tamanho modifica-se, sendo esta o inicio da camada
mais externa do cilindro vascular (figura 1.25 f).

Nesta espécie e nas anteriores, a atividade destes dois tecidos (endoderme e
periciclo) é percebida logo abaixo do meristema apical caulinar, sendo o periciclo
com atividade centripeta, formando feixes e a endoderme formando o cortex, no
sentido centrifugo.

Na regido mediana o periciclo passa a ter mais uma atividade: a formacao de
raizes intracorticais (figura 1.25 g, 1.26 ¢, d), juntamente com formacao de tecidos
vasculares (figuras 1.25 h, 1.26 a-b). As derivadas da endoderme meristematica sao
percebidas na figura 1.26 b, e nesta regido observam-se mais raizes (detalhe na
figura 1.26 e). Esta espécie apresenta feixes caulinares e tragos foliares colaterais

(figura 1.26 f-g).
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Figura 1.25: Sec¢des longitudinais (a-f) e transversais (g-h) do caule de Alcantarea burle-marxii.
Na figura a, nota-se aspecto geral do caule subplano; e em b, observa-se o detalhe do meristema apical
caulinar (mac). Em c, observa-se o inicio da atividade meristematica da endoderme (en), e em d, percebem-se
as derivadas da endoderme meristematica (DEM) vistas em detalhes nas figuras e. Na figura f, observa-se o
detalhe da regido meristematica com a inicial endodérmica (ie). Na figura g, o limite entre o cértex (cx) e o
cilindro central (cc) com o inicio da formagdo de uma raiz (seta). Em h, o periciclo (pr) parenquimatico
aparece originado feixes caulinares (fc).
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- . , ; -
Figura 1.26: Sec¢oes transversais (a-g) do caule de Alcantarea burle-marxii.
Em a, percebe-se a formacdo de tecidos vasculares pelo periciclo (pr). Em maior aumento, na figura b o
floema (f1) ja esta diferenciado e, percebe-se também, a endoderme e suas derivadas (DEM) Em c-d, nota-se a
formacdo de raizes adventicias (ra) intracorticais com plexo periférico (pl); a raiz é vista detalhe na figura e.
O estelo do tipo atactostelo possui feixes caulinares (fc) e tragos foliares (tf) (figuras f-g).
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Alcantarea extensa (L. B. Sm.) ]. R. Grant

Planta rupicola com caule conspicuo, roseta infundibuliforme e fitotelma
desenvolvido. O padrao do apice é semelhante de A. burle marxii, sendo classificado
com subplano. No apice caulinar, as células do cortex se apresentam mais claras
(menos coradas) que as células do cilindro central, tornando facil a distincao entre
as duas regides (figura 1.27 a).

A atividade da endoderme e do periciclo também é iniciada diretamente
abaixo do apice (figuras 1.27 b-c). Em maior aumento (figura 1.27 e), se observa o
padrao radiado do cortex e os corddes de procambio no cilindro central.

Observam-se as derivadas da endoderme meristematica, perfeitamente,
enfileiradas originadas das iniciais endodérmicas (figura 1.27 f-g). Além das células
oriundas da endoderme, feixes siao continuamente formados na regido periciclica
(figura 1.27 h). Ainda na regido periciclica, raizes adventicias intracorticais sdo
formacao na regidao mediana do caule (figura 1.28 a).

A raiz em diferenciacdo (figuras 1.28 a-d) possui os tecidos corticais e
vasculares conectados com os tecidos do caule, este dltimo constitui o plexo
caulinar. No cortex da raiz um padrdao de divisdo gera uma conspicua radiacao
semelhante ao padrdao de divisdo do caule, devido a atividade endodérmica
semelhante nesses dois 6rgaos (figura 1.28 e).

Os feixes nesta espécie como nas espécies citadas anteriormente, possuem
duas origens: os feixes gerados diretamente do procambio e os feixes do periciclo
na regido periciclica, formando respectivamente, os tracos foliares e os feixes

caulinares (figuras 1.28 f-g).
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Em a e b, observa-se o aspecto geral do apice do caule, com formato subplano, o cilindro central (cc) e o
cortex (cx) distintos. Em ¢, detalhe da regido do meristema apical caulinar (mac). As derivadas da endoderme
meristematica (DEM) aparecem formando a regido clara do caule em secdo longitudinal (d-e). As mesmas
células podem ser vistas em corte transversal nas figuras f-h. As siglas correspondem a: ie: inicial
endodérmica, pr: periciclo.
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Na regido mediana (a-b) sdo observadas raizes adventicias (ra) intracorticais e observa-se continuidade dos
tecidos entre a raiz e caule . Em c e e observa-se a presenca das derivadas da endoderme no caule e na raiz;
além disso, o cortex da raiz (cxr) é continuo com o cértex do caule (cxc). Em e percebe-se a endoderme da
raiz. O traco foliar (tf) e o feixe caulinar (fc)podem ser vistos na figura f e g, respectivamente.
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Alcantarea farneyi (Martinelli & A. Costa) J.R. Grant

Planta rupicola, com caule curto, cespitoso, roseta sub-bulbosa e fitotelma
pouco desenvolvido.

O caule em corte longitudinal (figura 1.29 a-h) possui o apice plano com as
folhas compactadas que da o aspecto bulboso ao caule. O cértex e o cilindro central
sdao distintos e as derivadas da endoderme meristematica (DEM) possuem aspecto
mais claro (menos coradas) e apresentam paredes delgadas (figura 1.29 a-e).

Proximo ao apice onde se observam muitos tracos foliares, nao foi observado
atividade intensa do periciclo. Ja nas regides medianas o periciclo inicia a formacao
de feixes caulinares periféricos, sendo assim o formador de tecidos vasculares
(figuras 1.29 g-h e 1.30 a). Observa-se, também, que o periciclo apresenta atividade
na formacao de raizes adventicias (figura 1.30 b). Nas figuras 1.30 c e d verifica-se
que o floema, na regiao periciclica, se diferencia antes dos elementos do xilema e
nota-se também que a inicial endodérmica esta se dividindo para formar o cortex.

As raizes adventicias intracorticais compartilham os mesmos tecidos com
caule, a endoderme com paredes espessadas, o cértex radiado e nesta mesma
regido, observam-se que os feixes também ja estao diferenciados (figura 1.30 e-g) O
plexo radicular, observado a partir da regido mediana e formado durante o
desenvolvimento das raizes, ocupa toda a zona periférica formando uma rede de
tecidos vasculares complexos (figura 1.31 a-c).

As raizes possuem coOrtex externo esclerificado, cortex interno
parenquimatico, endoderme com refor¢o em “O” e medula com células espessadas.
As espécies possuem duas formas basicas de feixes: os caulinares (figura 1. 31 f) e

os tracos foliares (figuras 1.31 g-h).
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Figura 1. 29: Secoes longitudinais (a-h) de Alcantarea farneyi.
Em a observa-se o aspecto geral do caule curto, ereto, com o coértex (cx) e o cilindro central (cc) distintos na
regido do apice. Nesta mesma figura, observa-se que a regido apical do caule possui o formato plano; nota-se
também, a formacdo de raizes adventicias (ra) intracorticais. Na figura b, percebe-se que aspecto plano é
originado da alta taxa de divisGes periclinais das derivadas da endoderme meristematica (DEM). O padrido
radiado do cortex pode ser visualizado, em maiores detalhes, nas figuras c a f. Na figura g, observa-se a regido
periciclica (pr) formada por elementos vasculares com floema (mais densamente corado) ainda em
diferenciagdo, e o cortex radiado com divisdes periclinais da camada mais interna do cértex a endoderme
(en) em atividade meristematica, denominada nesta fase de diferenciagdo de inicial endodérmica (ie) melhor
evidenciada na figura h.
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R A & e S DY
Figura 1.30: Secdes longitudinais (a-g) de Alcantarea farneyi.
Na Figura a, notam-se a inicial endodérmica (ie), as suas derivadas imediatas (DEM), e os feixes sendo
formados na regido do periciclo (pr). Nas figuras b-d, observa-se a regido mediana do caule, com os feixes
formados pelo periciclo. Nesta mesma figura as raizes apresentam-se diferenciadas na base, (e-g) com as
DEM e a endoderme parenquimaticas. Nas figuras e-f observa-se, ainda, a continuidade da endoderme da raiz
com a endoderme do caule (f); as suas derivadas (DEM) sdo vistas na figura g.

99



Figura 1. 31: Se¢des longitudinais (a-h) do caule de Alcantarea farneyi.

A continuidade dos tecidos pode ser vista na figura a-c, onde a endoderme (en) da raiz adventicia (ra)
intracortical é continua com a endoderme do caule. Em d-e, nota-se que medula (me) da raiz esta totalmente
esclerificada. Na figura f, observa-se o feixe caulinar (fc) envolto por fibras, ja nas figuras g-h, os tracos
foliares (tf) nao estdo envoltos por fibras (g-h).
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Alcantarea nahoumii (Leme) J.R. Grant.

Planta rupicola com caule de médio porte, roseta infundibuliforme e fitotelma
desenvolvido.

Em corte transversal o caule é formado por suber, cértex amplo, raizes
intracorticais e cilindro central diminuto. O estelo é do tipo atactostelo (figuras 1.32
a-c) com tragos foliares (figura 1.32 c) e feixes caulinares localizado no interior do
cilindro central e periféricos (figura 1.32 d-e). As derivadas da endoderme
meristematica (figura 1.32 f) nesta espécie apresentam radiacdo até a regiao
mediana do caule (figura 1.32 g). As raizes intracorticais, originadas do periciclo, na
regido mediana (figura 1.32 h, 1.33 a-c) sdo formadas de coértex externo
esclerificado, cértex interno radiado e parenquimatico, endoderme com reforgo em

“0” e medula lignificada. Na figura 1.33 c, o traco foliar é envolto por fibras.
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Figura 1.32: Sec¢oes transversais (a-h) do caule de Alcantarea nahoumii.

Aspecto geral do caule (a-b), onde se nota a presenca do suber (sb) estratificado e do cilindro central (cc)
reduzido que correspondente a % do diametro total do caule. Na figura c, observam-se a radia¢do do cdrtex
formando uma regido mais clara composta pelas derivadas da endoderme meristematica (DEM). Em d,
notam-se os feixes caulinares na regido periciclica, indicando que o periciclo (pr) é o tecido formador de
feixes caulinares. Nas figuras e-f, observam-se as iniciais endodérmicas (ie) e suas derivadas imediatas. Em f,
notam-se os feixes caulinares (fc) na periferia do cilindro central sendo produzidos ao lado de células do
cortex. Nas figuras g-h observam-se raizes adventicias (ra) intracorticais diferenciadas com medula (me)
espessada e o plexo periférico que conecta o caule a raiz.
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Figura 1.33: Sec¢0es transversais (a-h) do caule de Alcantarea nahoumii.

Na figura a, a endoderme (en) do caule é continua com a endoderme da raiz, que em detalhe na figura b, se
apresenta com cortex externo (ce) esclerificado, cértex interno (ci) menos espesso e parenquimatico e, ainda,
observa-se a medula espessada (me), Na figura c, percebe-se que endoderme da raiz apresenta espessamento
em “0”. Na figura d, nota-se um trago foliar (tf).
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Alcantarea turgida Versieux & Wand.

Planta rupicola de grande porte com caule curto, roseta infundibiliforme e
fitotelma desenvolvido. O caule é composto de um suber estratificado, um cortex
parenquimatico e um cilindro central amplo e distinto (figura 1.34 a). Observam-se
as derivadas da endoderme meristematica e os feixes caulinares (figura 1.34 b-c).
Estes feixes, localizados na regido periciclica foram denominados de compostos
(aparentemente concéntrico) por possuirem um padrao diferente do colateral
tipico, pois ha floema a frente a ao redor do xilema (na figura 1.34 d).

Em sentido centrifugo, observa-se a endoderme parenquimatica e as suas
derivadas imediatas, as DEM (figura 1.34 e-h). Na figura 1.34 f, verifica-se que o
periciclo mantém a atividade meristematica e a endoderme, nesta mesma fase, se
encontra diferenciada. Desta forma, os tecidos apresentam diferenciacao temporal
assincronica, revelando que os tecidos responsaveis pelo espessamento desta
planta sdo a endoderme e o periciclo, e ndo um tecido Unico com atividade
bidirecional. Na figura 1.34 h, observa-se plexo periférico da raiz.

Em corte transversal, observa-se que o caule nao possui um perfeito limite
entre o cortex e o cilindro central (figura 1.35 a). Os tracos foliares colaterais, com
protoxilema e metaxilema, ocorrem de maneira difusa na medula. (figura 1.35 a-b)
Ja na periferia do caule verificam-se, mais uma vez, os feixes que possuem floema e
xilema difusos (figura 1.35 c-e) denominado compostos; ao lado destes feixes
ocorrem tracos foliares com fibras ao seu redor (figura 1.35 f). Nesta espécie nao foi

possivel observar as raizes.
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oes longitudinais (a-h) do caule de Alcantarea turgida.
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Figura 1.35: Se¢des transversais (a-g) do caule de Alcantarea turgida.

Em a, observam-se o caule do tipo atactostelo,com inimeros feixes concentrados na periferia, o cortex (cx) e
o cilindro central (cc). Na figura b, os feixes localizados no interior do cilindro central sdo constituidos de
tracos foliares colaterais. Na figura c-e, observa-se o feixe caulinare composto, aparentemente concéntrico,
com metaxilema (mx) e metafloema (mf). Visualizado, também, em se¢do longitudinal na figura e. Na figura f-
g, nota-se um trago foliar com protoxilema (px) e protofloema (pf), além de metaxilema e metafloema
também observado longitudinalmente.
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De forma resumida os caracteres morfolégicos e anatémicos encontrados nas

espécies de Alcantarea encontram-se na tabela 1.5.

Tabela 1.5: Caracteres morfoanatomicos e seus respectivos estados em Alcantarea

"Alcantarea extensa (L. B. Sm.) J. R. Grant)
\Alcantarea nahoumii (Leme) J.R. Grant
lAlcantarea turgida Versieux & Wand.

(~rant

Apice caulinar: abobadado (0), conico (1), levemente cénico (2), sub-
plano (3), plano-abobadado (4), plano (5).

w |Alcantarea burle-marxii (Leme) J.R. Grant
w1 |Alcantarea farneyi (Martinelli & A. Costa) J.R.

w
=
Q.
=
Q.

—_
=N
=N
=N
=N

Caule: longo (0), curto (1).

DEM (derivadas da endoderme meristematica): auséncia (0),
presenca (1), presenca na conexao caule raiz (2).

Endoderme do caule: parenquimatica (0), em U (1), em O (2). 0 0 0 0 0
Espessamento: evidente (0), ndo evidente (1) 0 0 0 0 0
Filotaxia: distica (0), espiralada (polistica) (1). 1 1 1 1 1

Forma de vida: estritamente rupicola (0), estritamente epifitica (1),
estritamente terricola (2), rupicola+ epifitica+ terricola (3), rupicola + 0 0 0 0 0
epifitica (4).

Padrio morfolégico da roseta: infudibuliforme (0), tubular (estreito-
infundibuliforme) (1).

Periciclo: parenquimatico (0), espessado (1). 0 0 0 0 0

Nés e entrends conspicuos: auséncia (0), presenca (1). 0 0 0 0 0

Raizes intracorticais -origem: préximo ao apice (0), regido mediana
(1), ndo possui (2)

Tipo de feixes tracos/feixes caulinares: colateral (0), colateral e
compostos aparentemente concéntricos (1)

Tipos de idioblastos: rafides (0), estiléides (1), ausentes (2). 0 0 0 0 0

nd: ndo determinado
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5 Discussao

As espécies de Tillandsioideae cujos caules foram estudados estdo
distribuidas em duas tribos (Barfuss et al., 2005): Tillandsieae (Tillandsia) e
Vrieseeae (Alcantarea e Vriesea). Os caules encontrados nas espécies
geralmente sao curtos com excecdo de Tillandsia tenuifolia e T. usneoides que
se apresentam caulescentes. A filotaxia encontrada em geral é espiralada com
excecao de T. usneoides que apresenta filotaxia distica, caracteristica do
subgénero de Tillandsia Diaphoranthema (Gilmartin & Brown 1986). De
acordo com Tomlinsom (1970) e Benzing (2000) dentro das Tillandsia, T.
usneoides é considerada especializada por apresentar caracteristicas juvenis
quando adulta como: a filotaxia distica, o agravitropismo e miniaturizacao.
Sendo este um caso de heterocromia, do tipo neotenia, Benzing (2000) ilustra
tal fendmeno para toda subfamilia Tillandsioideae. O mesmo autor propde
que um ancestral com folhas em roseta com fitotelma desenvolvido originaria
descendentes que ndo formam tanque e nem sistema radicular e ao invés
disso, exibiram uma miniaturizacdo do corpo vegetal acompanhada pela
reducdo ou incremento de nés. Isto é perfeitamente observado nas espécies
de Tillandsia estudadas, e observa-se em T. usneoides o grau maximo de
reducdo do caule.

Com relacao ao habito, todas as espécies de Alcantarea apresentaram
habito rupicola, caracteristica compartilhada com trés espécies de Vriesea: V.
atropurpurea, V. minarum e V. stricta. O habito epifitico foi observado em V.
gigantea, V. oligantha, V. segadas-viannae, T. geminiflora, T. tenuifolia, e T.
usneoides. As espécies V. crassa e T. Iloliaceae podem apresentar os dois
habitos. Outra adaptacao ecolégica importante observada, e ligada ao habito,
foi o padrao morfoloégico da roseta que variaram, neste estudo, de estreito
infundibuliforme em A. farneyi, V. oligantha e V. stricta a infundibuliforme nas

demais espécies. O padrao da roseta reflete diretamente na presenca do
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fitotelma, que é pouco desenvolvido em A. farneyi, V. oligantha e V. stricta e
ausente nas Tillandsias.

A colonizacdao de ambientes extremos como rochas e a casca de outras
plantas exigem uma grande capacidade de tolerancia a estes substratos e
diferentes estratégias de obtencdo e economia de agua. A partir de Poales
ancestrais que, segundo Linder & Rudall (2005), provavelmente cresciam em
substratos umidos e pobres em nutrientes, apenas metade das Bromeliaceae e
poucas Rapateaceae escaparam da competicdo com outras plantas e dos locais
temporariamente alagados, fixando-se sobre arvores e rochas e
desenvolvendo, concomitantemente, uma série complexa de adaptagdes, que
possibilitavam sua sobrevivéncia durante curtos periodos de estresse hidrico
(Benzing 2000). Tais caracteristicas adaptativas incluem suculéncia, escamas
foliares absorventes, roseta-tanque, além de metabolismo CAM (Benzing
2000). Linder & Rudall (2005) mencionam que as plantas CAM fixam o CO2
durante a noite quando a perda de agua é reduzida, e sugerem que o
desenvolvimento desse metabolismo pré-adaptou essas linhagens a
sobreviverem a baixa concentracdo de CO2 que caracterizou o Plioceno e o
Pleistoceno. Ao mesmo tempo em que as Bromeliaceae se fixaram sobre
arvores e rochas, ambientes onde aparentemente as raizes se destinam mais a
fixacdo do que a absorc¢ao (Benzing 2000), elas desenvolveram dois tipos de
habito de crescimento: num deles, as folhas possuem bainhas amplas e
imbricadas, formando um tanque onde se acumulam agua e detritos, que sdo
absorvidos por escamas; no outro, as folhas sao estreitas e densamente
cobertas por escamas que absorvem agua e nutrientes quando a superficie
estd umida (Benzing et al.,, 1976; Benzing, 2000).

As espécies de Alcantarea, que colonizam rochas, apresentam
fitotelmas desenvolvidos, bem como, as espécies de Vriesea que apresentam
formas de vidas epifiticas e rupicolas; ja as Tillandsia nao apresentam
fitotelma e sao predominantemente epifitas. Estas condi¢des, acerca da

presenca de fitotelma e o habito, refletem no surgimento de diversas funcoes
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ecologicas e de adaptacdes nas diferentes espécies dentro de uma linhagem
levando ao sucesso de adaptacdo a condicao xerdéfita (Givnish et al, 2007).
Uma destas caracteristicas é o metabolismo CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas), caracteristica que, junto com o habito epifito, representam
apomorfias para a familia por serem raros ou ausentes nas outras Poales
(Crayn et al, 2004). Segundo Crayn et al. (2004), as duas caracteristicas
surgiram independentemente e varias vezes durante a histéria evolutiva das
subfamilias, sendo que em Tillandsioideae, grupo predominantemente
epifitico, o metabolismo CAM aparece em todas as Tillandsia epifitas
atmosféricas sem fitotelmas (Martin, 1994), enquanto que em Vriesea com
fitotelmas desenvolvidos, onde os representantes sdo rupicolas e epifiticos,
ocorrem metabolismo C3 e CAM (Martin, 1994), para Alcantarea nao ha dados
sobre seu modo de metabolismo do carbono.

Segundo Martin (1994) as espécies que apresentam folhas estreitas
rigidas e cobertas por tricomas exibem metabolismo CAM, enquanto aquelas
com folhas amplas delgadas e com poucos tricomas sdo plantas tipicamente
C3. De acordo com Barfuss et al. (2005), as primeiras linhagens divergentes
de Tillandsioideae, sdo terrestres mesofiticos e com fitotelma ultrapassam as
xerofitas (Alcantarea, Vriesea). Em Tillandsia, que estd em uma posicao
terminal, formas epifitas xeréfitas sdo comuns e, de longe, superam as
espécies com fitotelmas (Till, 2000). Isso se reflete pela falta ou rara
ocorréncia de fotossintese CAM em Vriesea senso lato e 0s numerosos
registros de Tillandsia (Martin, 1994; Crayn, 2004).

Benzing (2000), embasado nos estudos de Pittendrigh (1948) segregou
a familia Bromeliaceae, em cinco categorias ecofisioldgicas baseado na
seguintes caracteristicas: arquitetura do caule, sistema radicular, tricomas,
sindrome fotossintética e habito. Tillandsioideae estudadas neste trabalho se
enquadram nos tipos IV e V desta classificacdo. Vriesea e Alcantarea sao
representadas pelo tipo IV, pois o caule apresenta fitotelma bem desenvolvido

em sua grande maioria, sistema radicular mecanico e condicionalmente
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absortivo, tricomas foliares absortivos na base da folha (Versieux et al., 2010),
possivelmente apresentam sindrome fotossintética C3, ja as Tillandsia
apresentam caule sem fitotelma, neotenia e sdo miniaturizadas. As raizes
podem ser mecanica ou ausentes como no caso de T. usneoides, os tricomas
estdo presentes em toda a planta e metabolismo fotossintético ¢é
predominantemente CAM.

No entanto, recentes pesquisas mostram que muitas plantas podem
apresentar ambos os tipos de metabolismos fotossintéticos, C3 ou CAM,
alternando-os conforme variacdes nas condi¢cdes ambientais ou fases do
desenvolvimento (Sleslak et al., 2003). A transicdo entre os tipos de
assimilacdo de CO2 pode ser induzida por estresse hidrico (Freschi et al,,
2010a), aumento da intensidade luminosa que atinge as folhas (Maxwell et al.,
1994; Haslam et al, 2003; Sleslak et al, 2003) ou por variagdes
termoperiddicas (Nievola et al.,, 2005). A mudanc¢a de C3 para o CAM pode
acontecer independentemente entre diferentes regides da planta. A espécie
Guzmania monostachia (Tillandsioideae) tem a capacidade de expressar o
CAM e a fotossintese C3, simultaneamente, mas em diferentes porc¢des
foliares, sob déficit hidrico.

Além disso, segundo Freschi et al. (2010a), G. monostachia ap6s passar
por um periodo de seca exibe reversao do CAM a via C3, quando retoma-se as
condi¢des normais de disponibilidade de agua. De forma oposta, plantas de
Ananas comosus in vitro quando induzidas ao CAM nao retornam ao
metabolismo C3 (Freschi et al. 2010c). Outros fatores que influenciam na
expressdo do CAM seriam a deficiéncia nutricional verificada em G.
monostachia (Pereira, 2012) e o fotoperiodo como visto em Tillandsia
pohliana (Nievola & Mercier, 2001; Freschi et al., 2010b).

A transicdo evolutiva de formas terrestre para formas de vida epifitas
parece ter sido intimamente ligada a elaborag¢do dos tricomas absorventes da

epiderme caracteristica da familia (Benzing, 2000).
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Os caules com espessamento evidente ocorreram em todas as espécies
de Vriesea, de Alcantarea e em apenas duas espécies de Tillandsia: T.
geminiflora e T. tenuifolia.

A maior parte das espécies analisadas possuem o caule com
gravitropismo negativo, como o observado na maioria das plantas superiores.
No entanto, T. usneoides apresentou agravitropismo, ou seja, ndo apresenta
resposta gravitropica. De acordo com Sack (1987, 1991) o gravitropismo dos
caules é dado pelos amiloplastos encontrados na camada mais interna do
cortex, a endoderme. Estas células sio chamadas de estatdcitos, pois
apresentam grao de amido que desempenham o papel de estatélitos na regido
parenquimatica perivascular do caule (Ferreira & Fett-Neto, 2004).

O padrao anatomico do caule também se mostrou semelhante entre
tres géneros analisados, com suber estratificado, cortex diferenciado em
parénquima, composto principalmente de células derivadas da endoderme
meristematica. A endoderme variou de parenquimatica a espessada com
reforco em U e 0. O cilindro central constituido de um atactostelo verdadeiro
com inumeros feixes distribuidos ao acaso, com periciclo ora espessado ora
ndo espessado é um padrdo compartilhado e esperado para todas as
monocotiledoneas (Tomlinson, 1969; Benzing, 2000).

O suber estratificado nas espécies de T. tenuifolia, T. loliacea, V. crassa,
V. atropurpurea, V. minarum , A. nahoumii e A. turgida é denominado de
periderme por Tomlinson (1969), mesmo na auséncia de um cambio, e de
acordo com o autor este tecido pode ser originado de camadas meristematicas
secundarias das partes antigas do caule e ao redor das folhas. A denominagao
periderme é aplicada erroneamente, nestas espécies, pois como o Tomlinsom
descreveu, ndo ha “crescimento secundario” em bromélias e por isso nao ha
formacdo de cambio e nem de felogénio como ocorrem em eudicotiledoneas.
Na realidade, este tecido é formado a partir de grupos de células do
parénquima cortical, que se dividem periclinalmente e originam varias

camadas de células, cujas paredes se suberificam. Como observado em Dyckia
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e Encholirium, por Pita e Menezes (2002), a presenca de caule com tecido
protetor, que constitui suber estratificado de origem parenquimatica e em T.
gardneri e T. streptocarpa por Segecin e Scatena (2004).

O cortex é estreito em relacao ao cilindro central em T. tenuifolia V.
atropurpurea, V. crassa, V. oligantha, V. minarum, V. stricta, A. extensa, A. burle-
marxii, A. farneyi e A. turgida. O cortex amplo é encontrado nas espécies V.
gigantea, V. segadas-viannae, A. nahoumii, T. geminiflora, T. loliacea e T.
usneoides. Na literatura, o cortex é descrito como estreito e diferenciado em
duas regioes, uma externa com células de paredes espessadas e lignificadas e
a mais interna constituida de células parenquimaticas, que as vezes,
apresentam grao de amido (Tomlinson, 1969; Benzing, 2000). Acredita-se que
esta variacao pode estar ligada as diferentes taxas de divisdo da endoderme e
do periciclo.

O cortex é constituido de células que se dividem periclinalmente, a
partir da inicial endoderme, originando as denominadas derivadas da
endoderme meristematica (DEM) (Menezes et al., 2005; Menezes et al., 2011).
A atividade destas células reflete diretamente no padrao morfolégico do apice
caulinar, gerando diferentes formatos que vao de conico a planos (figura
1.36). No género Alcantarea os apices variaram de plano a subplano, pois a
derivadas seguem paralelamente as folhas, em Tillandsia observou-se o caule
em formato de abobada que possui divisdes mais intensas distantes do apice e
em Vriesea foram verificados o plano-abobadado, que possui atividade
moderada proximo ao meristema apical caulinar, o abobadado que possui as
divisdes mais intensas distantes do apice, o conico onde as DEM sao
adicionadas imediatamente abaixo do meristema apical caulinar (mac) e o
levemente conico a adi¢ao das células ocorre a partir da terceira folha.

A maior variedade de formato de apices foi observada no género
Vriesea. Isto reflete na diversidade dentro do préprio género o qual ocupa
uma variedade de habitas. Assim, a capacidade meristematica da endoderme

reflete no estabelecimento do formato do apice e de toda planta. O mesmo foi
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observado por Rudall (1991), no entanto a autora dizia ser o meristema de
espessamento primario o responsavel pelo formato dos apices e habito de
crescimento nas monocotiledoneas. Neste trabalho demonstra-se que o habito
de crescimento e o formato do apice é dado pelo balanco da atividade da
endoderme e do periciclo. Esta caracteristica foi descrita, anteriormente, em
caules espessados como anatomia em coroa por Esau (1965) e por DeMason
(1983).

Idioblatos com rafides ocorreram no caule e nas raizes da maioria das
espécies analisadas, fato ja observado por Segecin e Scatena (2004) em dez
espécies de Tillandsia. Ao analisar a forma das rafides, notou-se uma variagao
conspicua em seu formato, sendo observados idioblastos com rafides nas
espécies de Alcantarea, Vriesea crassa, V. atropurpurea, V. minarum, V.
segadas-viannae, V. gigantea; T. geminiflora e T tenuifolia. Cristais estildides
foram observados em T. loliacea, T. usneoides e V. stricta. Nao foram
observadas rafides em V. oligantha, porém a espécie apresentou uma grande
quantidade de graos de amido.

A presencga de grao de amido pode estar relacionada ao fato de seu uso
gerar energia para o processo de respiracdo celular, além se fornecer
esqueletos carbonicos para a sintese e acimulo de acidos organicos durante a
noite nas folhas induzidas ao CAM. Em plantas CAM, a utilizacdo do
fosfoenolpiruvato (PEP) proveniente da quebra do amido, para a sintese e
acimulo de malato é um fator adicional para a reducdo noturna do contetido
amilaceo (Popp et al., 2003; Takahashi & Mercier, 2011,).

De acordo com Silva e Scatena (2011) a presenca de idioblastos
contendo cristais do tipo rafides nas raizes pode ser interpretada como
sinapomorfia da familia, uma vez que sua ocorréncia é relatada para todas as
Bromeliaceae estudadas até o momento. Nas duas espécies do subgénero
Diaphoranthema foram observadas cristais estildides. Para Poales em geral, a
presenca de idioblastos de cristais foi sugerida como carater plesiomorfico

(Proenca & Sajo 2008). Além disso, acredita-se que esse carater pode ser
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considerado como resposta adaptativa das plantas as condicdes xerofiticas
(Fahn & Cuttler 1992) e também pode atuar na prevencao contra ataque de
herbivoros (Prychid & Rudall 2004).

Em regides mais afastadas do dapice, as derivadas da endoderme
meristematica param de ser produzidas e a endoderme se torna-se espessada
com reforco em “U” em V. crassa e em “O” nas espécies V. gigantea, V.
atropurpurea, V. minarum e T. loliacea. Em todas Alcantarea a endoderme do
caule manteve-se parenquimatica. A presenca desta camada é suportada por
suas caracteristicas anatdémicas e por sua prépria topologia, pois é
reconhecida por diversos autores como camada mais interna do coértex, por
possui um sistema fisiolégico tinico e ndo apenas uma camada de células com
estrias de Caspary; ela pode apresentar além das estrias, suberina, amido,
cristais, espessamento celuldsico e ainda atividade meristematica (Van Fleet,
1942a; Van Fleet, 1942b, 1950a, b; Van Fleet, 1961; Menezes, 1971; Xifreda,
1990; Lersten, 1997; Lux & Luxova, 2003; Menezes et al.,, 2005; Watanabe et
al., 2006; Morita et al., 2007; Elbl, 2008; Silva, 2009; Menezes et al., 2011).

Tomlinsom (1969) reporta que o cilindro central das bromélias é
delimitado do cértex por uma zona estreita composta de 2-4 células que se
torna esclerética e pontoada. O mesmo autor comenta que esta zona é
descrita como endoderme por autores anteriores a ele. Ainda o autor conclui,
que esta regiao ndo seria uma endoderme, pois nao foi observado a apresenta
células suberificadas. No entanto, cita que esta zona é mais ou menos continua
com a endoderme da raiz. Portanto, baseando-se nas observagdes deste
trabalho, pode-se afirmar que a interpretacio de Tomlinsom é equivocada
quanto a identidade dessa camada de células que delimita o cilindro central
em bromélias. Na realidade, esta zona corresponde as células do periciclo que
adjacente a endoderme formam um continuum de tecidos entre o caule e a
raiz. Krauss (1948) se refere a esta regido como um esclerénquima periférico

semelhante a uma endoderme. Esta autora também estaria se referindo ao
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periciclo, pois a endoderme nas bromélias é constituida por uma unica
camada de células e ndo uma regido de células.

O cilindro esclerificado seria o periciclo multisseriado, que se torna
espessado em todas as espécies de Tillandsia e de Vriesea com excecdo de V.
oligantha, e de todas as espécies de Alcantarea. Verificou-se neste trabalho
que o periciclo possui origem do procambio como ja tido por Menezes et al,,
(2005) e Menezes et al., (2011) e o limite entre esses dois tecidos continuos é
a formacao de raizes adventicias. Krauss (1948) e Tomlinsom (1969)
discutem exaustivamente sobre uma regido, entre o cortex e o cilindro central,
esclerificada com células de paredes finas denominada de camada dictogénica
[camada geradora de raiz- Mangin (1882) diz que esta regido é responsavel
pela formacdo de raizes adventicias e a ligagdo vascular entre o cortex e o
cilindro central formando o plexo radicular periférico]. Tomlinsom (1969)
cita que muitos autores denominam esta camada de periciclo e que mais
externamente é ligado aos plexos das raizes. Assim, percebe-se que o limite
entre cértex e o cilindro central traz indimeras interpretagdes, pois a
endoderme é confundida com o periciclo e sua presenca muitas vezes €
ignorada ou até mesmo nao percebida.

Portanto as raizes intracorticais sdo formadas pelo periciclo. Em sua
grande maioria, na regido mediana do caule, com exceg¢des: T. usneoides,
apresenta formacao de raizes apenas no inicio do desenvolvimento perdendo-
as na fase adulta e A. farneyi e T. geminiflora apresentam a formacao de raizes
proxima ao 4pice. Mangin (1882) notou a presenca de um tecido
meristematico, no limite do cilindro vascular o qual dava origem as raizes
adventicias denominando-o de camada dictiogénica. De acordo com o mesmo
autor este tecido se comporta de maneiras diferentes entre as
monocotiledoneas. As espécies analisadas possuem atividade efémera e
limitada deste tecido sendo ativo até diferenciacdo das raizes. Este tipo de
atividade seria uma caracteristica comum as plantas herbaceas onde sua

atividade seria condicionada a formacao de raizes e plexos vasculares
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periférico no cilindro vascular. Este fenomeno foi observado em todas as
espécies que apresentaram espessamento evidente. Observam-se a
diferenciacdo de todos os tecidos abaixo da regidao onde ocorreu a formacao
de raizes adventicias.

A presenca da endoderme e do periciclo como camada limite entre o
cortex e o cilindro central denominado estelo encontrado em todas as
espécies como um atactostelo verdadeiro. Menezes (1971) confirma ser o
estelo a unidade composta de xilema e floema primdarios envolvidos por
periciclo e situado internamente a endoderme, respectivamente. Os caules
aqui analisados corroboram o tipo de estelo descrito por Brebner (1902)
onde o estelo é composto por corddes ou feixes dispersos difusamente =
atactostelo.

Os feixes vasculares observados no estelo sao colaterais e se
diferenciam em dois tipos: os feixes que apresentaram protoxilema e
protofloema, bem como, metafloema e metaxilema, os quais correspondem
aos tracos foliares; e os feixes que apresentam somente metaxilema e
metafloema denominado de feixes caulinares. Observacdes semelhantes
foram feitas para Velloziaceae por Menezes (1971), em Cordyline fruticosa por
Cattai e Menezes (2010) e em varias monocotiledéneas por Menezes et al,,
(2011). A presenca de protoxilema e protofloema nos tragos foliares confirma
o principio geral das monocotiledoneas de que os feixes das folhas sdo
formados por elementos de protoxilema protofloema (Zimmermann &
Tomlinson, 1967;Tomlinson & Spangler, 2002). Mas Menezes (1971)
demonstra que nos feixes das folhas ocorre protoxilema, metaxilema,
protofloema e metafloema. Na periferia do caule observou-se uma grande
concentracao de feixes caulinares indicando ser o periciclo o formador dos
mesmos. Assim o padrdo geral observado no cilindro vascular é de feixes
vasculares difusos no centro e congesto na periferia o que corrobora os

estudos de Krauss (1948) com Ananas comosus.
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De acordo com Falkenberg (1876 apud Tomlinson 1969) e De Barry
(1884 apud Tomlinson 1969) ha dois sistemas vasculares no caule: o primeiro
constituido de feixes periféricos, que nunca abandonam o caule e o segundo
formado pelos feixes do cilindro central, que constituem o sistema foliar. Além
disso, os feixes do cilindro central mantém o padrao abaxial-adaxial das folhas
pois, apesar da distribuicdo difusa em todo o cilindro central, o xilema é
formado na parte interna/superior, ou seja, no polo adaxial, o floema se
desenvolve na periferia/inferior abaxial, o que sugere a sua origem foliar
(Dettmer et al., 2009). Menezes (1971) demonstrou que os tracos foliares sao
formados por corddes de procambio situados no centro do caule,
entremeados por corddes de procambio que originam feixes caulinares.

Os tecidos vasculares e a regulacdo da diferenciacao dos tecidos
condutores sdao dados pelo transporte de auxina (Aloni, 1987; Hamann et al,,
2002). Ja as diferencas estruturais que envolvem a diferenciacdo dos
elementos traqueais do xilema sdo reguladas por brassinoesteroides
(Yamamoto, 2001) e pelos genes VND6 e VND7 que determinam se o cordao
de procambio sera diferenciado, em parte, em metaxilema ou em protoxilema,
respectivamente, este dois genes sdao fatores de transcricio regulados
positivamente por auxinas, citocininas e brassinoesteroides (Dettmer et al,,
2009)

Desta forma, os tracos foliares originados diretamente do procambio
ocupam as posi¢cdes centrais e se deslocam a periferia para manter a
vascularizacdao das folhas. Na periferia do cilindro vascular, continuamente,
sdo formados novos feixes caulinares apenas com metaxilema e metafloema e,
como ficou aqui demostrado da origem periciclica. E importante salientar que
o periciclo sdo forma feixes caulinares (Menezes et al, 2005; Cattai &
Menezes, 2010; Menezes et al., 2011) Estes feixes possuem traqueides com
menores diametros e sdao descritos como feixes corticais e muitas vezes

possuem somente floema.

118



Capitulo |

Todas as caracteristicas anatomicas aliadas as caracteristicas
morfolégicas encontradas neste estudo se mostram como adaptagdes
selecionadas que permitiram a ocupacdo de diferentes habitats,
principalmente devido a presenca de caracteres anatdmicos como: estelo com
inumeros feixes espalhados aleatoriamente (atactostelo), producdo continua
de raizes adventicias e a auséncia de cambio (Holttum, 1955; DeMason &

Wilson, 1985).
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Figura 1.36: Representacio esquematica do padrao do apice caulinar encontrado nas espécies

analisadas.
Em a, o padrao abobadado, em b, o cbnico; c: levemente conico; d, sub-plano; e: plano-abobadado, f:

plano. Figuras baseadas na interpretacdo feita por (DeMason, 1983) para anatomia em coroa de
caules espessados de (Esau, 1965). A linha tracejada representa o limite entre o cortex e o cilindro

central.
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6 Conclusoes

v As espécies estudadas apresentaram muitas semelhancas morfolégicas
e anatémicas. Dentre estas, a presenca da endoderme e do periciclo como
camadas promovedoras do processo de espessamento primario do caule. No
entanto, a atividade desses tecidos apresentou-se desigual no espago e no
tempo. A endoderme com um singular padrao de divisao possui como produto
Unico o cértex radiado composto de células derivadas dessa endoderme,
enquanto meristematica. Ja o periciclo, por sua vez, com divisdes desiguais
produz feixes caulinares com metaxilema e metafloema e raizes adventicias,
ambos localizados na periferia do cilindro central, ou seja, no préprio
periciclo.

v Verificou-se também, que a atividade da endoderme e do periciclo
contribuem para a forma final do caule.

v Além dos diferentes tecidos produzidos, a endoderme e o periciclo
apresentam uma variacdo temporal no processo de diferenciacdo, pois
enquanto a endoderme ja produziu todas as derivadas e se diferenciou, o
periciclo continua a produzir feixes e raizes. Reunindo todas as caracteristicas
comuns e ndo comuns entre as espécies estudadas, foram identificados
morfotipos extremos para analise de expressdo génica de um possivel
marcador de atividade endoderme que sera tratado no capitulo 2.

v As espécies escolhidas foram Vriesea gigantea e Tillandsia usneoides. V.
gigantea foi escolhida como a representante das espécies que possuem
espessamento conspicuo, gravitropismo negativo e alta producao de raizes
adventicias; e com padrao totalmente diferenciado, T. usneoides foi escolhida
por apresentar filotaxia distica, agravitropismo, auséncia de raizes na fase
adulta e auséncia de espessamento do caule. As duas primeiras caracteristicas
coferem a esta espécie o status de neoténica, pois mantém as caracteristicas

juvenis quando adulta.
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Capitulo 11

Expressao do gene SCARECROW (SCR) durante o

desenvolvimento do sistema caulinar em Poales

1 Introducao
1.1 O espessamento primdrio

O corpo primdrio das plantas come¢a a ser formado durante a
embriogénese através da primeira divisdo celular assimétrica que estabelece o
padrao apical-basal no embrido. Este importante evento é denominado de
polaridade e gera o suspensor e o pro-embrido, sendo o primeiro passo para o
desenvolvimento dos organismos (Jugens, 1997; Mayer 1998; Raven et al,
2004). Apoés o estabelecimento do padrao apical-basal, divisdes posteriores
geram os trés meristemas apicais - procambio, meristema fundamental e
protoderme - que compdem o padrdo radial (, Esau 1965; Mayer 1993).
Posteriormente, durante a fase cordiforme da embriogénese, surgem os proé-
meristemas apical do caule e subapical da raiz. A onipresenca destes proé-
meristemas que futuramente promoverao o crescimento p6s-embrionario axial
em plantas, sugere que a polaridade é um evento comum a todas as
espermatofitas. Embora exista uma vasta diversidade no estabelecimento da
polaridade nos primeiros estagios do desenvolvimento embrionario entre os
diferentes grupos (ex. monocotiledoneas e eudicotiledéneas), ja foram
descritos alguns genes que determinam esta identidade meristematica e que
sao altamente conservados filogeneticamente, o que reforca a existéncia deste
padrao de polaridade (Chandler 2008).

Assim, o desenvolvimento do corpo da planta ocorre por intermédio da
atividade sequencial dos meristemas apicais e promeristemas. Estes dltimos
promovem através de divisdes celulares a formaciao de todos os tecidos
primarios da planta (Meyerowitz, 1997, Dornelas, 2003, Wolters, 2009).

Em monocotiledéneas, além do crescimento axial promovido pelos
meristemas apicais, ocorre crescimento primario em espessura (aqui chamado
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de espessamento primdrio) que gera cOrtex no sentido centrifugo e feixes
vasculares no sentido centripeto do cilindro central, promovendo desta forma
o chamado espessamento primdrio (Rudall 1991, Menezes et al., 2005, Menezes
etal, 2011, DeMason 1979 a, b).

Estudos sobre espessamento primario vém sendo realizados desde o
século XIX. De acordo com diversos autores, este processo determina o
crescimento em espessura em monocotiledoneas que possuem rizomas,
cormos e bulbos e caules curtos com folhas dispostas em rosetas (DeMason
1979a, b e Rudall, 1991). Esses trabalhos foram undanimes em concluir que o
espessamento se origina a partir da regido limitrofe entre o sistema vascular e
0 cOrtex, porém a nomenclatura dada a esta regido ainda ndo é consensual
Citam-se, como exemplos, a denominacdo cambium (Schleiden, 1842),
périméristeme (Guillaud, 1878) e couche dictiogene (camada geradora de raiz,
Mangin 1882).

No comeco do século XX, baseados especialmente em observagdes de
monocotiledoneas, varios pesquisadores reconheceram uma regiao préxima ao
pro-meristema apical, a qual denominaram primary meristem mantle (Helm,
1936; Eckardt, 1941), zona cambial (Cheadle, 1937, Chakraverti, 1939) e
meristema de espessamento primdrio - MEP - (Ball, 1941). Posteriormente,
Zimmermann (1967) e Tomlinson (1969) propuseram o termo meristematic
cap e sugeriram que o termo MEP deveria ser descartado, ja que o tecido que
realmente merece o nome de MEP esta localizado difusamente abaixo do tecido
para o qual o termo foi originalmente empregado. De acordo com esse autores,
0 meristematic cap seria responsavel apenas pela expansao da regido periférica
do cortex. No entanto, o termo MEP foi retomado nos trabalhos de DeMason
(1979 a, b) e Rudall (1991). DeMason (1979 a, b), acompanhando o
desenvolvimento do bulbo de cebola (Allium cepa L.), demonstrou a existéncia
de um Udnico meristema com atividade bidirecional produzindo
centripetamente sistema vascular por divisdes periclinais, e centrifugamente
parénquima cortical. Rudall (1991) em seu trabalho de revisdo sobre MEP

concluiu que para a maioria dos autores, esse meristema (MEP) apresenta
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atividade bidirecional e esta localizado na regido periciclica, embora outros
autores propusessem a existéncia de um MEP com atividade centrifuga
(Gifford & Bayer, 1995).

Menezes et al. (2005, 2011) contestaram a existéncia do MEP, propondo
que apenas o meristema fundamental forma cértex e apenas o procambio
forma sistema vascular na raiz, no caule e na folha. As autoras demonstram que
quando a endoderme do caule apresenta atividade meristematica, esse tecido
com o periciclo simulam um Unico meristema. Desta forma, de acordo com as
autoras, ambos os tecidos seriam os responsaveis pelo espessamento primario
do caule.

E importante salientar que Menezes et al. (2005, 2011), Lima e Menezes
(2009) e Cattai e Menezes (2010), em concordancia com os pesquisadores do
século XIX (Van Tieghem 1898) afirmaram que apenas o procambio forma
xilema primadrio, floema primadrio e periciclo e posteriormente o periciclo é que
da continuidade funcional ao procambio produzindo tecidos vasculares.

Diante das controvérsias expostas, surge a necessidade de determinar a
origem do espessamento primario do caule em monocotiledéneas. Isto €, se o
tecido vascular e o cortical surgem a partir de um unico tecido (homogéneo), o
MEP, ou se existem dois tecidos, endoderme e periciclo, originando cértex e
tecido vascular, respectivamente. Desta maneira, é altamente desejavel
identificar um gene marcador que permita discriminar os dois tecidos através

da “territorialidade” do seu padrao de expressao.

1.2 0 gene SCR.

O gene scarecrow (SCR) foi identificado pela primeira vez na raiz da
planta modelo Arabidopsis thaliana como um gene que determina a formacao
do padrao radial (Scheres et al., 1995, Di laurenzio, 1996, Scheres & Benfey,
1999) Nestes trabalhos os autores observaram que plantas mutantes para os
genes wooden, gollum, fass, shortroot (shr), scarecrow (scr) e pinochio resultam

em alteracdes fenotipicas na organizacdo radial do embrido e da raiz, sendo
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que os trés ultimos afetam particularmente a endoderme e as demais camadas
do cortex.

Di laurenzio et al. (1996) analisaram o padrdo de expressao do SCR
durante o desenvolvimento embrionario e pds-embrionario de A. thaliana.
Durante a embriogénese a expressao do SCR foi detectada a partir estagio
cordiforme, especificamente nas células do meristema fundamental antes da
divisao periclinal que gera cortex e endoderme. Apos a divisdo do meristema
fundamental a expressdo se restringiu a endoderme. Da mesma forma, ja na
fase pds-embrionadria, na raiz a expressao do gene ocorreu na endoderme e na
célula cértex/inicial endodérmica (CEI), célula adjacente ao centro quiescente
da raiz. Di laurenzio et al. (1996) concluiram que a expressdo de SCR esta
intimamente relacionada as duas divisdes assimétricas. A primeira divisdao da
CEI é anticlinal e gera duas células com destinos distintos: a célula préxima ao
CQ ira continuar a funcionar como inicial, enquanto a outra passa por uma
segunda divisdo - periclinal - que gera cértex e endoderme. No mutante scr, a
segunda divisdo assimétrica é eliminada, resultando em uma unica camada de
células. Da mesma maneira, durante o desenvolvimento embrionario do
mutante, o meristema fundamental nao se divide para formar cortex e
endoderme.

Fukaki et al. (1998), identificaram dois mutantes de A. thaliana, sgrl e
sgr7, que apresentaram comprometimento do gravitropismo. Analises
genéticas demonstraram que essas mutagdes sdo variacoes alélicas dos genes
scr e shr, respectivamente. A caracterizacao destes mutantes revelou a auséncia
de uma endoderme no hipocétilo e no caule aéreo, sugerindo entdo que a
endoderme é essencial para a percepc¢do do sentido gravitrépico neste 6rgao.
Adicionalmente, as anadlises revelaram que, além do papel no padrao de
radiacdo radicular, SCR e SHR determinam a organizacao radial também no
caule. Com o intuito de investigar a relacdo entre a formacao do padrao radial
em caule e raiz, Wysocka-Diller et al. (2000) realizaram um estudo
aprofundado sobre o perfil de expressao de SCR e o fenétipo da mutante. Além

de confirmar o padrdo de expressao descrito na raiz por Di laurenzio et al.
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(1996), foi verificado que SCR é expresso também na bainha amilifera do
hipocétilo, do caule aéreo e nas chamadas bainhas dos feixes vasculares das
folhas. Desta forma a expressdo do SCR é detectada na camada adjacente aos
tecidos vasculares. Isto é particularmente evidente durante o desenvolvimento
da folha, quando a expressdao do SCR se torna progressivamente restrita as
camadas de células localizadas na proximidade dos elementos vasculares. Isto
sugere que vascularizacdo é um pré-requisito para padronizacao do tecido
fundamental e que é mediada pelo SCR (Wysocka-Diller et al., 2000).

Resumindo, o padrao de expressdo observado se correlaciona com o
padrao de defeitos tanto em raiz quanto em caule sugerindo assim, a existéncia
de um mecanismo regulatério molecular comum na determinacao do padrao
radial em ambas as partes da planta.

Posteriormente aos trabalhos realizados em A. thaliana, estudos sobre o
controle génico do desenvolvimento em monocotiledoneas caracterizaram o
papel do gene SCR em Zea mays e Oryza sativa (Lim et al., 2000;Kamiya, 2003,
Lim et al., 2005). Lim et al. (2000, 2005) ao analisar o desenvolvimento do
embrido de Z. mays demonstraram que SCR é expresso na endoderme da raiz,
no primoérdio foliar e ao redor do feixe da folha expandida. Mutantes para scr
em milho apresentam deformidade dos tecidos do mesofilo da folha, porém
mantém a organizac¢do do tecido vascular apesar de diminuir a quantidade dos
mesmos (Lim, 2001). Em arroz (Kamiya et al., 2003), a expressao do SCR se
mostrou muito semelhante ao de milho. Adicionalmente, foi observado que
além do envolvimento na divisdo assimétrica que gera cortex e endoderme, o

SCR participa da formacdo dos estomatos e da ligula.

1.3 A familia multigénica GRAS.

O gene SCR, assim como SHR (shoot-root) codificam fatores de
transcricdo (FTs) pertencentes a familia multigénica GRAS (Lee et al., 2008).
Como mencionado acima, enquanto a expressao do SCR estd principalmente
localizada na endoderme, shr é transcrito no estelo. A proteina SHR produzida

no cilindro vascular é direcionada a endoderme, onde estimula a expressao de
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SCR. Assim juntos, SCR e SHR regulam o desenvolvimento da endoderme e do
cortex. Em arabidopsis foram descritos 33 membros da familia GRAS, e
ortdlogos a SCR vém sendo descritos em milho, ervilha, pinus e arroz (Lim et
al., 2000; Sassa et al., 2001; Kamiya et al., 2003; Lim et al., 2005; Laajanen et al.,
2007). O nome da familia deriva do nome dos membros originalmente
descritos: GAI (Gibberellic Acid Insensitive), RGA (Repressor of GAI) e SCR
(Scarecrow) (Di Laurenzio et al., 1996; Peng et al., 1997; Pysh et al,, 1999; Lim
et al,, 2000; Bolle, 2004; Lim et al., 2005). As proteinas da familia GRAS sdo FTs
especificos de plantas (Lee et al.,, 2008) que surgiram antes da divergéncia das
eudicotiledoneas e monocotiledoneas entre 150 e 300 milhdes de anos atras
(Wolf et al.,, 1989;. Wikstrom et al.,, 2001;. Tian et al.,, 2004).Estas proteinas
possuem um extremo amino terminal varidvel com repeticoes
homopoliméricas do tipo Molecular Recognition Features que viabilizam a
interacao proteina-proteina dos FTs com multiplos parceiros mediando assim
o sinal frente a multiplos estimulos (Sun et al.,, 2011). Ja o extremo carboxi
terminal (C-terminal) contém os cinco dominios conservados caracteristicos:
VHIID, flanqueado por duas regides ricas em leucina (LHRI e LHRII), PFYRE e
SAW (Bolle et al.,2004) (Figura 2.1.).

Um estudo recente (Lim et al., 2005) descreveu a existéncia de 9 clados
na familia GRAS, sdo eles: PAT1, DELLA, SCL3, SCL4/7, LAS (SCL18), HAM,
LISCL, SCR e SHR (figura 2.2). Os produtos proteicos desta familia tém sido
associados a diversos processos do desenvolvimento vegetal, tais como: a
iniciacdo de meristemas axilares (LAS; Schumacher et al., 1999, Greb et al,,
2003), a manuten¢cdo do meristema apical caulinar (HAM; Stuurman et al,
2002), a transducao de sinal de giberelinas (DELLA, Peng et al.,, 1997, 1999,
Silverstone et al., 1998, Ikeda et al.,, 2001), a transducdo de sinal luminoso
(PAT1, Bolle et al,, 2000), , o alongamento das células da endoderme em raiz.
(SCL3, Heo et al,, 2011), a resposta a estresse ambiental (SCL4/7, Ma et al,,
2010), e microsporogénese (LISCL, Morohashi et al., 2003). Finalmente, o
clado SCR é o que contém os genes SCR para os quais foi demonstrado o

envolvimento na atividade endodérmica e a organizacdo radial da raiz e do
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caule previamente descrito (Di Laurenzio et al., 1996, Kamyia et al., 2003 e Lim
etal, 2000 e 2005).

A conservacgado e a divergéncia da familia GRAS entre monocotiledoneas e
as eudicotiledoneas foi estudada por Lim et al, (2005), que demonstra uma
duplicacdo do gene SCR, revelendo um novo gene: o scl23. Segundo o autor o
gene scl23 é conservado em arroz, arabidopsis, e milho, sugerindo fortemente a
relacao ortologos entre ZmSCR e AtSCR. As evidéncias a respeito dos padrdes
de expressao génica somadas aos fenodtipos descritos em plantas mutantes
para o gene scr sugerem claramente a sua associacdo com a atividade
endodérmica. Desta maneira, este gene se apresenta como um candidato
interessante a ser testado como marcador com o intuito de discriminar a

putativa homogeneidade tissular do MEP.

N-terminal C- terminal

| )
[ LR1 VHIID LR PFYRE SAW \

Figura 2.1: Estrutura das proteinas da familia GRAS.

Representacdo esquemadtica das proteinas GRAS. A porcdo amino-terminal (N- terminal) regido é
altamente variavel. A por¢do carboxi-terminal (C- terminal) apresenta cinco dominios conservados
com as sequencias aminoacidicas indicadas no grafico.
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Figura 2.2: Relagdes fenéticas das sequencias das proteinas da familia GRAS.
53 taxa sendo 33 de Arabidopsis thaliana, 50 de Zea mays, 52 de Oryza sativa. As distancias genéticas
foram inferidas utilizando o método Neighbor-Joining. A arvore foi enraizada usando a proteina
humana STAT (HsSRC) como grupo externo como reportado por (Bolle 2004 e Lim et al., 2005). O
bootstrap utilizado foi de 2000 réplicas. O clado SCR esta ressaltado em preto e em detalhe a sequéncia
SCR e SCL23. Os nimeros de acesso de cada terminal podem ser encontrados no corpo do texto e
material suplementar de Lim et al., (2005).
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Capitulo 11

2 Objetivo geral

Verificar a associacdo entre o espessamento primario e a expressao do

SCR em Tillandsioideae

2.1 Objetivos especificos

1. Avaliar se SCR é um marcador de atividade endodérmica na planta modelo
Zea mays.

2. Clonagem e caracterizacao de SCR de Vriesea gigantea.

3. Analisar o padrdao de expressio de SCR em morfotipos diferentes de

Tillandsioideae
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3 Materiais e Métodos
3.1 Material Vegetal.

Para a avaliagdo de SCR como possivel marcador da atividade
endodérmica foram realizados experimentos de morfometria e ontogénese
acoplados a analise de hibridizacdo in situ para avaliacido do padrdo de
expressao em Zea mays L. (cultivar Pionner 30k75).

Para a clonagem do gene SCR de Vriesea gigantea (Mart. ex Schult. f.)
Mez foram utilizadas plantas cedidas pelo Laboratério de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias-USP (Profa. Helenice
Mercier).

Para os experimentos de expressdo génica de Tillandsioideae foram
utilizadas as espécies Vriesea gigantea e Tillandsia usneoides (L.) L. Esta ultima
coletada na Serra do Cip6 (Tabela 1.2, Capitulo I) e mantida no fitotério do

Instituto de Biociéncias-USP.

3.2 Cultivo e coleta de amostras e analise de crescimento de Zea
mays

As sementes foram germinadas em incubadora sobre papel filtro em
camara umida a 252C e fotoperiodo de 16h. Apds a emissdao da radicula as
plantulas foram cuidadosamente transferidas para um dispositivo construido
especialmente com o intuito de quantificarmos a taxa de crescimento das
plantulas (raiz primdaria/parte aérea) onde cresceram durante 22 dias (figura
2.3). As plantulas foram regadas diariamente com agua filtrada e a cada quatro
dias forneceu-se fornecido meio nutritivo MS liquido (Murashige & Skoog,
1962). Durante toda a andlise as plantulas foram mantidas em uma sala de
cultura a 252C e com fotoperiodo de 16h.

Durante os 22 dias foram realizados medi¢des e coletas diarias. Para

manter o carater aleatorio da coleta foi realizado um sorteio de nimeros
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utilizando o programa R (R Development Core Team, 2011). Foram coletados
quatro exemplares por dia, sempre as 18h. Para avaliar os parametros de
crescimento, foram tomadas fotos para posterior medicdo as quais foram
registradas sempre as 10 horas da manha. As medic¢des da parte aérea (desde a
base do hipocétilo até o inicio da expansao da folha), e da raiz primadria (desde
a base do hipocétilo até o apice radicular) foram realizadas utilizando o
programa Image ] (Rasband, 1997). Além disso, foram feitas anotagdes sobre
as emissdes de todas as estruturas durante o desenvolvimento da planta
(raizes seminais, raizes adventicias, nos, entrenés, folhas e etc). Para anadlise de

taxa de crescimento foi utilizado o programa Microsoft Excel®.

Figura 2.3: Montagem e instalacido do dispositivo para andlise do crescimento de plantulas de
Zea mays

Em a-e, visdo geral do dispositivo. Em f-g, local de gemina¢do em incubadora. Na figura h, a semente e
em i, as plantulas em crescimento.
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3.3 Hibridizacgdo in situ

Tanto as amostras de Z. mays quanto as de V. gigantea e T. usneoides
foram fixadas em paraformaldeido 4% a 4°C por no maximo 16 h.
Posteriormente, foram submetidos a desidratacdo etandlica até alcool 100 G,
seguida de inclusdo em paraplast (Ruzin, 1999). No material emblocado
realizaram-se cortes seriados de 10um, posteriormente as laminas foram
montadas e mantidas a 4°C.

A sonda utilizada para Zea mays foi um fragmento de 330 pb contendo o
ultimo exén e a regido 3'UTR (untranslated region) do RNAm do gene
scarecrow de Z mays. O clone foi gentilmente cedido pelo Prof. Jun Lim da
Universidade de Konkuk, Coréia. A sonda especifica de Vriesea gigantea foi
clonada neste trabalho e esta detalhada nos itens a seguir.

As sondas foram obtidas e simultaneamente marcadas por transcrigao in
vitro utilizado o Kit DIG-dUTP (Roche cat# 11175025910). Para os dois genes
estudados no trabalho foram obtidas sonda antisenso (para identificacdo do
RNAm correspondente) e senso (controle negativo) a partir da transcrigdao dos
promotores T7 e Sp6, respectivamente (figura 2.4).

Durante o tratamento da pré-hibridizacao, a parafina foi removida com
duas lavagens de xilol de 10 minutos cada. Posteriormente, os cortes foram
lavados duas vezes com etanol 100% por 2 minutos. Finalmente, foi realizado
um tratamento com Proteinase K (1pug/ml em 0,05M Tris-HCl pH 7,5) por 10
minutos a 372C. A hibridizacao foi realizada a 422C por 16h, em solucao de
hibridizagdao (1mM Tris-HCI, pH7,5; 1mMNacCl; 50% formamida; 5mM EDTA,
pH8,0; 1xDenhardts e 50% Dextran Sulfato) contendo 300-600ng de sonda
marcada. Para Zea mays, foram realizadas quatro lavagens de 20 minutos cada,
a 42°C, sendo duas lavagens com 4xSSC/20% e duas com 2xSSC/20%
formamida. Ja para as espécies de Tillandsioideae foram realizadas quatro
lavagens de 20 minutos cada, a 422C, sendo duas lavagens com 4xSSC e duas
com 2xSSC. A deteccao da sonda foi realizada utilizando um anticorpo anti-DIG

(Roche) conjugado a fosfatase alcalina a qual foi revelada com o substrato
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NBT/BCIP (PIERCE, USA) segundo Ruzin (1999) e Santa-Catarina et al. (2004).
Apébs essas etapas, o material foi submetido a série de desidratacio em
EtOH/xilol e montado em Permount para posterior visualizacio em
fotomicroscopio Leica do Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento

de Botanica do Instituto de Biociéncias-USP.

Inserto

Promotor T7 Promotor Sp6

Vetor Zero Blunt

RNA polimerase T T RNAM
5enso

T7

RNA polimerase
Spb

RNAmM < T/ T

antisenso

L.l

I Uracila conjugada com digoxigenina

Figura 2.4. Obtencdo das sondas para os experimentos de hibridacao in situ.

Representacao esquematica do vetor contendo um fragmento do cDNA do gene SCR (de Zea mays ou
Vriesea gigantea) para obtenc¢do das sondas sendo e antisenso. A sonda antisenso (para identificagdo
do RNAm) e senso (controle negativo) foram obtidas por transcri¢do in vitro a partir da dos
promotores T7 e Sp6, respectivamente.
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3.4 Clonagem do SCR de Vriesea gigantea

3.4.1 . Andlise de sequéncias e iniciadores

Para o desenho de iniciadores e posterior clonagem do gene SCR de V.
gigantea foi realizado um levantamento das sequéncias homdlogas disponiveis
no GenBank (http:://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Phytozome
(http://www.phytozome.net) (tabela 2.1) seguido de uma posterior analise
fenética. As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas e analisadas utilizando
os programas CLUSTALW (http://www.clustalw.genome.ad.jp.) e MEGA 4.1
(http://www.megasoftware.net) respectivamente. As distancias genéticas
foram inferidas utilizando o método Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) e o
boostrap calculado a partir de 1.500 réplicas.

Para amplificacdo do gene SCR de V. gigantea foram desenhados
iniciadores especificos sobre regides conservadas das sequéncias dos genes
SCR de Z. mays, S. bicolor e O. sativa utilizando o programa Oligo Analyzer 3.1
(http://www.idtdna.com). Os iniciadores satisfizeram as seguintes premissas:
presenca de pelo menos 40 % de GC, e sem a formacdo de grampos estaveis,
homo e heterodimeros. Para determinar a identidade do gene SCR clonado de
V. gigantea foi realizado um alinhamento local utilizando o programa BLAST
(Altschul et al.,, 1997) para comparagcao com o banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para avaliar a identidade do fragmento génico
clonado com os correspondentes ortdlogos foi realizado um alinhamento

global no EMBL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/).
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Tabela 2.1: Proteinas da familia GRAS utilizadas na andlise fenética®.

GENE Cédigo de Banco de OSHR2 NP_001060149 GenBank
acesso dados OsPAT1 BAG90429.1 GenBank
At4g00150 AAM08829.1 GenBank OsSCL11 NP_00106854—8 GenBank
AtAC012561.8 | AAF87875.1|  GenBank 0s5CL1c S e s
AtPAT1 QgLDL71 GenBank 0sSCL1d BAD27679.1 GenBank
AtPAT1(2) NP_974903.1  GenBank OsSCL3 B e
AtPAT1b NP_199626.1  GenBank OsSCL5 NP_001049245__ GenBank
AtSCL1 NP 173566 GenBank 0sSCL9 2 NP_001044771 GenBank
AtSCL11 NP 200753 GenBank OsSclr NP_001060023 GenBan
AtSCL15 023210.2 GenBank OsSCR AB180961.1 GenBank
AtSCL21 NP_178566.1 GenBank PsySCR ABH85406.1 GenBank
AtSCL23 Q9FHZ1.1 GenBank Sb0160.1 Sb01g015760.1 Phytozome
AtSCL3 NP_175459 GenBank Sb0550.1 Sb05g027750.1 Phytozome
AtSCL30 QI9SNBS8.1 GenBank Sb0570.1 Sb05g027770.1 Phytozome
AtSCL31 Q3EDHO0.1 GenBank Sb0580.1 Sb05g027780.1 Phytozome
AtSCL32 Q9SN22.1 GenBank Sb0583.1 Sb05g027783.1 Phytozome
AtSCL33 P0C883.1 GenBank Sb0940.1 Sb09g001140.1  Phytozome
AtSCL34 P0C884.1 GenBank Sb0950.1 Sb09g020850.  Phytozome
AtSCL5 NP_175475 GenBank SbSCL23 Sb02g036680.1 Phytozome
AtSCL6 AAD24406.1 GenBank SbSCR Sb05g001500.1 Phytozome
AtSCL9 NP_181301 GenBank SbSCR2 Sb03g041760.1 Phytozome
AtSclp CAB82667.1 GenBank VvSCR CBI31126.3 GenBank
AtSclp 2 CAB62330.1 GenBank ZmSCL1 AAC98090.1 GenBank
AtSCR AAB06318 GenBank ZmSCL23 AAR15507.1 GenBank
AtSHR NP_195480 GenBank ZmSCR AAG13663 GenBank
0OsAC AAM08829.1 GenBank
0sCGR AAL61821.1 GenBank
L A nomenclatura dos genes corresponde ao cédigo utilizado pelos respectivos Bancos de
dados.
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3.4.2 Extragdo do DNA genémico de Vriesea gigantea

A extracao de DNA genomico de V. gigante foi realizada segundo o
método de Fulton et al. (1995) com modificagdes. 100mg de folhas jovens e
foram macerados com 200ul Tampao Micropep (Sorbitol 150mM, Tris
130mM, EDTA 20mM, NaCl 850mM, CTAB 0,85% p/v, Sarkosyl 0,85% p/v,
bissulfito de sédio 35mM, pH =7,0). Adicionaram-se 550ul mais de Tampao
Microprep e, apds agitocdo, a preparacado foi incubada por 1h a 65 °C. Em
seguida foram adicionados 650ul de cloroférmio:isoamilico (24:1) e a
amostra foi misturada por inversdo. Apos centrifugacao a 10.000 rpm por 5
minutos em 222C (centrifuga MPW-350R, rotor n? 11469). A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo e adicionou-se 80% do volume de
isopropanol gelado. O DNA foi precipitado por centrifuga¢do a 10.000 rpm
por 5 minutos. Depois de lavar com etanol 70% e secar a amostra. O DNA foi
ressuspendido em 50 pl de 4gua milliQ. A integridade do DNA purificado foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8% p/v em TBE 0,5X (Tris

45mM, acido boérico 45mM e EDTA 1mM).

3.4.3 Reagdo em cadeia da Polimerase (PCR)

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando como molde 100ng de
DNA em 50 pL contendo 1X de tampao (Invitrogen® cat# 11708-013), 10
mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2,5 mM de MgS04, 10 pmol de
cada iniciador (senso: 5'GCCCCCAAGGTGGTGACAATGG 3° e antisenso:
5"GCAGAGGTCCTTCCACCCGAGC 3") e 5U de polimerase de DNA Taq
Platinum pfx (Invitrogen® cat# 11708-013). A amplificacdo foi realizada em
um termociclador (Biocycler, modelo MJ96G) com o seguinte programa:
94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 64°C por 30

segundos e 68°C por 3 minutos, seguido de um ciclo final de extensao de
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68°C por 10 minutos. Aliquotas de 5 pL dos produtos de PCR foram
separados por eletroforese a 60 volts em gel de agarose 0,8% p/v em
tampao TBE 1/2X (450 mM de Trisborato e 1 mM de EDTA) e coradas com
brometo de etideo.

O fragmento amplificado de tamanho esperado contendo 390 pb foi
purificado diretamente da reacdo de PCR com o kit GFX TM PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare, cat # 28-9034-70) seguindo as
orientacoes do fabricante. Os produtos de PCR purificados foram verificados
por meio de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampao TBE 1/2X.
Os produtos foram submetidos a reacao de ligacdo no vetor pCR- Blunt® II
TOPO (Invitrogen cat# 45-0245) segundo as especificacdes do fabricante. A
ligacdo compreendeu em: aproximadamente 10 ng do fragmento purificado,
1ul de solucao salina, 10 ng de vetor pCR- Blunt® Il TOPO e 4gua milliQ até o
volume de 6 pl. A reacdo foi incubada por 40 minutos em temperatura

ambiente.

3.4.4 Transformagdo

O produto de ligacao foi introduzido em Escherichia coli (cepa DH10B)
por choque térmico. Adicionaram-se 2 ul do produto da ligacdo a 50 ul de
células competentes. As células foram incubadas no gelo por 30 minutos e
submetidas a choque térmico por 45 segundos a 42°2C. Posteriormente,
adicionaram-se 500 pl de LB (Luria Bertani - 10g/L de bactotriptona, 5g/L
de extrato de levedura e 10g/L de NaCl) a mistura de transformacao para
recuperacdo das bactérias e incubadas por 40 minutos em agitacao de 200
rpm a 372C. Em seguida, 250 pul de cada transformagao foram plaqueados em
meio LB sélido com 50 pl/ml de canamicina, 40 pl/ml de X-gal (5-bromo-4-
chloro-indolyl-beta-D-galactopyranoside) e 250 pl/ml de IPTG (isopropyl
beta-D-1-thiogalactopyranoside). As placas foram incubadas a 37¢C por 18
horas. As coldnias brancas recombinantes foram cultivadas em 4 ml de meio

LB liquido com 50 pl/ml canamicina a 372C por 16 horas sob agitacao. Para

151



estoque 500 pl deste cultivo mais 500 pl de glicerol 50% foram colocados
em criotubo e armazenados a -802 C. A partir do cultivo restante foi extraido
DNA plasmidial utilizando o kit Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen cat#
12143). A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de
agarose 0,8% p/v em tampdo TBE 1/2X.

3.4.5 Sequenciamento

Os fragmentos clonados foram sequenciamentos a partir dos
iniciadores universais do vetor utilizando BigDye Terminator Sequencing Kit
(Applied Biosystems® cat# 4337455) seguindo-se as especificacdes do
fabricante. Os produtos das reagdes de sequenciamento foram
posteriormente lidos no sequenciador ABI3130 (Laboratério de Genética

Molecular de Plantas do IB-USP).
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4 Resultados

4.1 O gene scarecrow (ZmSCR) como marcador de atividade
endodérmica na planta modelo Zea mays.

4.1.1 Estudo morfométrico para determinagcdo da melhor fase de
desenvolvimento para a andlise temporal e espacial da expressdo
de SCR.

Para analisar a correlagdo entre expressao de ZmSCR e a atividade da
endoderme, foi realizado um estudo morfométrico acoplado a uma analise
morfoldgica e anatdmica que permitiu definir temporalmente a formacao de
todos os tecidos primarios da planta. Assim, foi analisado o crescimento de
plantulas de milho desde a emergéncia da radicula por 22 dias
acompanhando o surgimento de novas estruturas associadas a alta divisao
celular.

Durante o periodo analisado, a parte aérea apresentou uma taxa de
crescimento menor (2,95 mm/dia) que a raiz primaria (15,46 mm/dia). No
entanto, é possivel observar que ambas as partes apresentam o mesmo ciclo
de flutuagoes (figura 2.5).

O monitoramento morfolégico e anatémico permitiu definir seis fases
na formagdo do corpo primario do caule em Zea mays (figura 2.6). Entre o
primeiro e o quarto dia (1-4 DDG) foi observado o surgimento da raiz
primdria que permaneceu ativa durante os 22 dias da analise. O epicétilo se
alonga e inumeros corddes de procambio sdo formados na regido da
plimula. Na segunda fase (4-5 DDG) surgem raizes adventicias seminais a
partir do n6 cotiledonar e do epicétilo. Na fase 3 (5-6 DDG) a concentracdo
de corddes procambiais na plimula aumenta e, préoximo ao apice, ocorre a
formacao da primeira raiz adventicia. Concomitantemente, surge uma regiao
composta por figuras mitéticas ao redor de todo o cilindro vascular
formando o atactostelo com endoderme e periciclo. Nesta fase, o periciclo
comega a produzir feixes caulinares com metaxilema e metafloema. Na fase
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4 (6-7 DDG) o primeiro no é detectado e surge a primeira folha do coledptilo
que se alonga conspicuamente. Um cortex radiado se torna evidente. Apds
este evento, durante a fase 5 (7-9 DDG) a plantula continua a produzir
indmeras raizes adventicias, observam-se inumeros feixes caulinares na
regiao do periciclo e a primeira folha se expande. Posteriormente, na fase 6
os entrends se alongam (9-13 DDG). A partir deste momento, nés que
estavam congestos se desenvolvem dando inicio a um ciclo de eventos
modulares que se repetem até a planta atingir a fase reprodutiva. Desta
forma, o estudo realizado permitiu concluir que, até o 132 dia todas as
estruturas que compdem o corpo primario de Zea mays (cultivar Pionner
30k75) estao formadas. A partir dos resultados obtidos foi proposta a

avaliagdo da expressdao do gene ZmSCR nas primeiras 5 fases descritas.

Figura 2.5: Taxa
de crescimento de
Zea mays. As
plantas foram
analisadas durante
22 dias de
crescimento.
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1

1-4 DDG: Formacao da raiz primaria (rp)
e de inumeros corddes de procambio
(pc) formados proximos ao meristema
apical caulinar (mac). Nesta fase a
plantula é formada por raiz primaria, no
cotiledonar (nc), epicotilo (ep) e plamula

(pD).

2

4-5 DDG: Na regidao do no cotiledonar a

sdo produzidas diversas raizes

adventicias seminais (rs) .

3

5-6 DDG: Proximo ao meristema apical
caulinar (mac) ocorre a formacado de
raizes adventicias (ra), e a formacao do
atactostelo envolto pela endoderme (en)

e periciclo (pr).
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4

6-7 DDG: O primeiro no é detectado
(seta) e do coleoptile emerge a primeira
folha (dado néo ilustrado). Nesta etapa o
cortex (cx) radiado se torna evidente. E
o periciclo comeg¢a a produzir feixes

caulinares (fc -setas).

7-9 DDG: Intensa producdo de raizes
adventicias (setas). O primeiro no torna-
se conspicuo, apresentado um cortex
interno (ci) e um externo (ce). Na regido
do periciclo (pr) observam-se inimeros

feixes caulinares e a endoderme (en)

finalmente inicia a sua diferenciacao.

6

9-13 DDG: Inicio da expansdao dos

entrenods que estavam compactados

Figura 2.6: Detalhamento da analise morfolégica e anatomica do estudo morfométrico Zea mays.

O desenvolvimento do corpo primario da planta foi classificado em seis fases. DDG: dias depois germinacdo. As secdes
longitudinais e transversais das respectivas fases de forma detalhada o surgimento dos tecidos primarios e das estruturas
correspondentes a cada fase. As siglas correspondem a: cx: cortex, en: endoderme, ep: epicétilo, mac: meristema apical
caulinar, nc: né cotiledonar, ra: raiz adventicia, rp: raiz primaria, rs: raiz seminal, pl: plimula, pc: procdmbio, pr: periciclo,
tf: trago foliar.
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4.1.2 Padrdo de expressdo de ZmSCR em Zea mays.

A partir da andlise morfométrica e anatémica descrita no item
anterior, foi proposta a avaliacdo qualitativa temporal e espacial de ZmSCR
durante as cinco primeiras fases do desenvolvimento da plantula de Zea
mays durante as quais todos os 6rgaos e tecidos do corpo primario da planta
sao formados (figuras 2.6). Para isto foram obtidas laminas a partir do
material coletado e realizados experimentos de hibridizacao in situ
utilizando uma sonda complementar ao RNAm de ZmSCR.

Na fase 1 (1-4 DDG) ZmSCR é expresso na regidao imediatamente
abaixo do meristema apical caulinar em todos os corddes de procambio;
verificou-se também, que a expressao ao redor dos feixes vasculares nas
folhas adjacentes. E oportuno mencionar que a epiderme das folhas em
desenvolvimento apresentou marcacao (figuras 2.7 a-h). Na fase 2, (figuras
2.8 a-c) o sinal da sonda de ZmSCR foi observado especificamente na
endoderme do epicétilo e na endoderme das raizes seminais.

Posteriormente, na fase 3 (5-6 DDG) foi possivel identificar o RNAm
de ZmSCR associado ao surgimento das raizes adventicias. Ainda mais, a
forte expressao do ZmSCR se amplia formando uma linha continua revelando
a endoderme ao redor do atactostelo. Finalmente, tanto os feixes vasculares
da folha quanto do os feixes do interior do atactostelo, tracos foliares,
também expressam ZmSCR ao seu redor(figura 2.9 a-f). Na fase 4 (6-7 DDG)
o cortex ja evidente composto por células radiadas ndo apresenta expressao
de SCR, enquanto que a endoderme que o originou continua revelando a
presenca de RNAm do gene marcador, pois produzira ainda o cortex interno
evidente na fase 5. O periciclo nesta fase inicia a formacao de feixes
caulinares com apenas metaxilema e metafloema. O contorno dos tragos
foliares ainda apresenta-se marcado (figura 2.10). Na fase 5 (7-9 DDG) a
endoderme deixa de expressar ZmSCR e o RNAm do gene que é unicamente

identificado nas raizes adventicias. Nota-se, também, uma regido composta
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de inumeros feixes caulinares na regido do periciclo que ndo apresentam
expressao (figura 2.11).

Concluimos assim, que a expressao de SCR se restringe a endoderme
meristematicamente ativa demonstrando a sua utilidade para identificar

atividade endodérmica como proposto no presente trabalho.
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Figura 2.7: Expressao de ZmSCR na fase 1 de crescimento de Z. mays.
Secdes longitudinais (a-c) e transversais (d-e) de plantulas de milho. Em a, plantula com 13 dias,
com todos os 6rgdo e tecidos vegetativos definidos, foto incluida apenas para indicar a regido em
fase 1. Em a-b e d se¢des coradas com azul de astra e safranina. O meristema apical caulinar (mac)
em secdo longitudinal em d e em segdo transversal em d. Nas figuras c e e os cortes foram
submetidos a técnica de hibridizagdo in situ. O precipitado roxo indica a presenca do RNAm
antisenso do gene ZmSCR nos corddes de procambio (pc). A sigla corresponde a: rs: raizes seminais

159



Figura 2.8: Expressao de ZmSCR na fase 2 de crescimento de Z. mays.

Secoes longitudinais (a-c) de plantulas de milho. Em a, plantula com 13 dias, com todos os 6rgao e
tecidos vegetativos definidos, foto incluida apenas para indicar a regido onde ocorreu a fase 2. Ea e
b cortes corados com azul de astra e safranina. Na figura c¢ os corte submetido a técnica de
hibridizacao in situ. O precipitado roxo indica a presenga do RNAm antisenso do gene ZmSCR na
endoderme (en) do epicétilo e na endoderme da raiz seminal. As siglas correspondem a: cc: cilindro

central, cx: cortex, en: endoderme, rs: raizes seminais.
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Capitulo Il

Figura 2.9: Expressao de ZmSCR na fase 3 de crescimento de Z. mays.
Secdes longitudinais (a-c) e transversais (d-g) de plantulas de milho. Em a, plantula com 13 dias,
com todos os 6rgdo e tecidos vegetativos definidos, foto incluida apenas para indicar a regido onde
ocorreu a fase 3. E a-b, d e f cortes corados com azul de astra e safranina. Nas figuras c, e e g os
cortes foram submetidos a técnica de hibridizacao in situ . O precipitado roxo indica a presenca do
RNAm antisenso do gene ZmSCR nas raizes adventicias (ra), ao redor do atactostelo em e e ao redor
do feixe vascular em g. correspondem a: mx: metaxilema, px: protoxilema, tf: trago foliar.
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Figura 2.10: Expressao de ZmSCR na fase 4 de crescimento de Z. mays.
Secdes longitudinais (a) e transversais (b-e) de plantulas de milho. Em a, plantula com 13 dias, com
todos os drgdo e tecidos vegetativos definidos, foto incluida apenas para indicar a regido onde
ocorreu a fase 4. E a-b e d cortes corados com azul de astra e safranina. Nas figuras c e e os cortes
foram submetidos a técnica de hibridizagao in situ . O precipitado roxo indica a presenca do RNAm
antisenso do gene ZmSCR ao redor do atactostelo evidenciando a endoderme apds a produgao do
cortex (cx), visto em detalhe na figura e. As siglas correspondem a: cx: cortex, en: endoderme, pr:
periciclo, tf: traco foliar
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Figura 2.11: Expressao de ZmSCR na fase 5 de crescimento de Z. mays.

Secoes longitudinais (a) e transversais (c-d) de plantulas de milho. Em a, plantula com 13 dias, com
todos os drgdo e tecidos vegetativos definidos, foto incluida apenas para indicar a regido onde
ocorreu a fase 5. E a e ¢ cortes corados com azul de astra e safranina. Em ¢, a endoderme encontra-
se diferenciada. Nas figuras b e d os cortes foram submetidos a técnica de hibridizacdo in situ . O
precipitado roxo indica a presenca do RNAm antisenso do gene SCR. Nestas figuras em b, a
expressdo do ZmSCR ocorre nas raizes adventicias e na endoderme ndo ocorre expressdo. Ce:
cortex externo, ci: cortex interno. As siglas representam: ce: cortex externo, ci: cortex interno, en:
endoderme, mx: metaxilema, pr: periciclo.
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Figura 2.12: Controle negativo, sonda senso do ZmSCR de Z. mays (a) e controle branco
(b).0 controle branco passa por todo processo da in situ, sem a sonda marcada.
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Capitulo 11

4.2 Clonagem e caracterizag¢do do gene SCR de Vriesea gigantea.

Havendo demonstrado que o gene SCR é um bom marcador da
atividade endodérmica em Zea mays, foi proposta a clonagem do gene
ortdlogo de Vriesea gigantea. Esta espécie foi selecionada durante a analise
anatomica (Capitulo I) por apresentar conspicuo espessamento primdrio do
caule.

Como foi descrito na introducdo, o gene SCR pertence a familia
multigénica GRAS a qual possui 9 clados: PAT1, DELLA, SCL3, SCL4/7, LAS
(SCL18), HAM, L1SCL, SCR e SHR (Lim et al., 2005), sendo que SCR é o que
compreende os genes associados a atividade endodérmica (Di Laurenzio et
al., 1996, Kamyia et al.,, 2003 e Lim et al,, 2000 e 2005). Desta maneira, o
primeiro passo foi realizar um levantamento de todas as sequéncias
homaoélogas disponiveis em bancos de dados publicos utilizando os genes SCR
de Arabidopsis thaliana e Zea mays para os quais ja existiam estudos
funcionais (Di Laurenzio et al., 1996, Kamyia et al., 2003 e Lim et al,, 2000 e
2005). Foram identificadas 50 sequéncias (Tabela 2.1) e realizado um
estudo fenético com o intuito de identificar o clado SCR e desenhar os
iniciadores a partir das sequéncias das espécies mais proximas a
Tillandsioideae. Como grupo externo da arvore foi utilizada a proteina
humana STAT (HsSRC, NP004374) como descrito em Bolle (2004) e Lim et
al, (2005). Na arvore resultante é possivel identificar seis dos
supramencionados clados (figura 2.13). Desta forma foram alinhadas as
sequéncias das espécies de monocotiledoneas do clado SCR, S. bicolor, Z.
mays e 0. sativa, e foi desenhado um par de iniciadores para amplificar um
fragmento de 390 pb do segundo éxon com a sequéncia de milho e sorgo
(figura 2.14).

A figura 2.15 apresenta o produto de PCR obtido a partir do DNA
genomico de V. gigantea apresentando o tamanho esperado. Apods

purificacdo, o fragmento foi clonado e sequenciado a fim de confirmar a sua
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identidade. A analise da sequéncia obtida revelou que o amplicon clonado
era homoélogo aos genes SCR de S. bicolor, Z. mays e O. sativa. Quando a
sequéncia de V. gigantea foi incorporada, a topologia da arvore se manteve
evidenciando os seis clados. Como esperado, a nova sequéncia agrupou no
clado SCR (Figura 2.13b). A localizacdo da sequéncia de V. gigantea na
arvore foi confirmada pela analise das porcentagens de identidade (Tabela
2.2). Finalmente, foi realizada uma analise da proteina codificada pelo
fragmento amplificado onde foi possivel identificar os dois Dominios

conservados caracteristicos da familia GRAS: SAW e PFYRE (figura 2.16).
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Figura 2.13: Relagdes fenéticas das sequéncias proteicas da familia GRAS.
a: 50 taxa. sendo 19 de Arabidopsis thaliana (AtXXX), trés de Zea mays (ZmXXX), 12 de Oryza sativa
(OsXXX), nove de Sorghum bicolor (SbXXX), Pinus silvestris (PsySCR) e Vitis vinifera (VvSCR). b: os
mesmos 51 taxa mais a sequéncia clonada de V. gigantea. As distancias genéticas foram inferidas
utilizando o método Neighbor-Joining. A arvore foi enraizada usando a proteina humana STAT
(HsSRC) como grupo externo como reportado por (Bolle 2004 e Lim et al,, 2005). O bootstrap
utilizado foi de 1500 réplicas. O clado SCR esta ressaltado em vermelho e em detalhe a sequéncia de

V. gigantea.
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TMSCR GACTCCAACACGCTCTGGCTCATCCAAAGGCTQGCCCOCAAGGTGGTCGACAATGGTGGAG 1610
SBSCR GACTCCAACACGCTCTGGCTCATCCAAAGGCTYGCCCCCAAGGTGGTGACAATGGTGGAG 1379 R
CONSENSUS GACTCCAACACGCTCTGGCTCATCCAAAGGCTQGCCCCCAAGGTGGTGACAATGETGCGAG Flgura 2.14:
LRSS S E s R i st EEEEEEEEEEEEEEEEEEE T ] L 2 24 lniciadores utilizados
Senso para amplificacdo de
SCR de V. gigantea.
Desenho dos iniciadores
sobre regides
ZMSCR. AAGCTCGGGTGGAAGGACCTCTGOETGCTCACCGCGTCGGCCTGGCGCCCCATCCAGGTGC 1970 Conservadas daS
SBSCR AAGCTCGGCTGGAAGGACCTCTGCETCCTCACCGCGTCGGCATGGCGCCCCATCCAGATGC! 1739 N .
CONSENSUS AABCTCGGCTGCAAGGACCTCT GO TCCTCACCGCGTCOGCATGECGCCCCATCCAGATGO! sequéncias dos genes
ko dkkk Ak kdh ok ok ok d kR AR R R Rk ARk Rk kR Rk Rk SCR de Z mays e S
Reverso bicolor.
1 2 3 4
o g
R Figura 2.15: Amplificacio do fragmento de
30ng- ’ =1 . X
SCR de Vriesea gigantea.
e o 1: Marcador de massa High Mass (Invritrogen
Cat#10496-016). 2: Amplicon de V. gigantea de
10 1000 bb 390 pb. 3: Controle negativo de PCR. 4: Marcador
ng - - — _ .
St P de peso molecular 1 Kb (Invritrogen Cat#
10787-018).
s _650pb
@ | *ws -400pb
Soom -300pb
Wi W
v
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Tabela 2.2: Identidade de aminoacidos da proteina SCR entre os diferentes taxa.
sbsCR | ZmsCR | 0sSCR | vgscR | AtSCR | VwSCR

99 ShSCR
ImSCR 100%
0OsSCR 96% 96%
VgsCR B82% 90% 89%
AtSCR B81% B81% 79% 89%
VwSCR B83% B83% 82% B86% B89%
PsySCR 76% 76% 76% 79% 78% TT%

PFYRE i
---------- PEVVTMWEQDLSP- - - - s -GGSFLARFVEAIHYNSALFDOSLGASY- - -GEDSPER- - HVVEQQLLSREIRNVL
H-TLWLLORLAPKVVTVYEQDLSH. - - - rerrrras - ABSELOGRFVEAIMYXSALFDSLOASY- - -GEESEQR .- - HAVEQQLLSRE | RNVL
H:TLRLLORLISPKVITVNEQDLSH: - : - seasssas s BGGESFLERFVEAIHYNSALFDSLGASY: - - PEDSHDR: -HLVEQOLLSREIKNIL
SCR H-TLWLIQRLAPKVVTMYVEQDLSH- - - - - - - - oo v oo mn SGSFELARFVEAIHYWSALFDPSLDASY- - -SEPSPER- -HVVEQQLLSRE IRNVL
H-TLWLIQRLAPKYVTMMEQDLEH- - - =+ - = v v o v v v v mn SO0SFLARFVEAIHY¥SALFDSLDASY - - -QEDSPER- -HVVEQQLLSREIRNVL
H-TLWLIORLAPKVVTMYEGDHLSH. - - - sesesaas - SO0SFLARFVEAIHYYSALFDSLDASY .. .CEDSPER. - HVVEQOQLLSREIRNVL
H-TLWLLORLAPKVVTVWEQDLSH- - - - feee s CAGSFLGRFVEA IHYNSALFDSLGASY- - -GEESEER. - HVWEOQOLLSKE IRNVL
G- TVRLLRSLBPKLITINVEQDLGH SODFLORFVEALHYYSALFDALODOAGAREEESAER . - YAVEROQLLOAE IRN IV
SCLS DAFLOALWOLSPKVMYVREQEASHN : s s v v o v nea v ao s AAGLTERFVEALNYYAALFOCLEVOA: . - ARGSVER. - ARVERWLLOEE | KNIV
S-FLHAIWGLSPKVMYVTEQDSDHN . - - GSTLMERLLESLYTYAALFOCLETKV- - -PRTSQDR- - IKVEKMLFGEE KNI |
PAT R-LLAMVESLSPKVVTLYVEQESHTN - - - Terrseene TAAFFPRFMETMNYYAAMFES IDVTL- - - PROHKQR- - INVEQHCLARDWVVNI |
A-VLEKLIBNMNPDVF IHRIVNGSFN- - - weerrsas - APFE | SRFKEAVYHYSALFDMFDSTL- - -PRDNKER:- - IRFEREF YOREAMNY |
R:WLRTMMHRIINFEVF ILPIANGMYN: : « wsssssas  MPFFLPRFREVLFHYSALFDMLDATA: : - LRSDEDR: - VOQIERDLFGASALNYVY
LISCL I "LLELVIKIINPMIFTVWEHEADHN - - - #e-+---+ -RPPLLERFTNALFHYATMFOSLEAMH- - -RCTSGREDITOSLTEVYLRGEIFDIV
A-WISEFRRLRBRPRIVTVNEEEADLVGE----- - - -EEGOFDDEFLROFOGECLRWFRVCFESWEESF - - -PRTSHNER- -LMLERA - AGRA | VDLV
SHR A-FAASLRRLPPRVVTVWEEEADLVASDPDASSATEEGGDTEAAFLKVFOGESLRFFSAYMDSLEESF - . - PKTSHNER:. -LALERS - AGRA VDLWV
PAILRLVEQLICPEVVVAlI DHGGDRA - - - “eeee--. -DLPFSOHFLNCFOSCVFLLOSLDAAG- - - | -DADSA. - CKIERFLIQPRVEDAV
HAM DR -« v - - - -F SCORNN- - - - R R DAPFPNOVINALOYYTSLLESLDSON- - -LNNAEAA.- - TSIERFCVOQPS IQKLL
[ - R +fp EGWTE A« « ress s BOSFRREFVSALEFYTMVLESLDAAA: - +PPGDLVE: -KIVEAFVLRPK | SAAV
b i
AVGGPARS - GENKFONWREKLAQSGFRSVISLAGNAAAQATLLL - - - GMFR - SDGYTLVE- - - - - - -
AVOOGPSRS - GDNKFNHNWREKLOOSOBFRVVSLAOHAATOATLLL - - -OMFP - SDOYTLVE - - LOWKDLCLLTASAWRPFHAAATTTPT
AVGGPART - GEIKFONWRDOLKOTEBFKPISLASHNAATOATLLL . - -GMFP. COBYTLME - - CENGTLHLGWHKGLELLTASAWRPAHH
AVGGPART - GDVKFOGSWREKLAOSOFRVSSLAGSAAAQAVLLL- - - GMFP-SDOYTLIE- - CENGALHLOWKDLCLLTASAWRP IQA
SCR AVOOGFPART - ODVWKFOSWREKLAQOSOF RAASLAOSAAAQASLLL - - OMFP . SDOYTLVE - » *ENGALHLOWEDLCILLTASAWRE IOV
AVGGPART - GDVKFGSWREKLAQSEF RAASLAGSAAAQASLLL . - -GMFP-SDOYTLVE - - ENGALHLGWHDLCLLTASAWRP 1OM
AVGGPERS - GEVKFESWREKMOQQCOF KOG I SLAGNAATOATLLL - - -GMFP-S0OYTLVD- - PNGTLHLOGWKDLSLLTASAWTP
AVOGPKRT - GEVRVERWSHELRHAGFRPVSLAGOSPAAQARLLL - - - OMYP -WHOYTLVE - - -EDACLHLOWKDLSILLTASAWEPADDAAA
ACDGOERRERHERLERWARRLEGAGFGRVPLSYYALLOARRVA . - . QGLG - COGFKVRE - - -EKGHNFFALCWODRAILF SVSAWRGRR
SCL3 SCEGFERRERHEKLEKWSORIDLAGFONVPLSYYAMLOARRLL. - - QOCO-FDOYRIKE - - -ESOGCAMICWODRPLYSVSAWRC
ACEGADRVERHELLOHKWRSRFOMAGF TPYPLSPLVNST IKSLL- - -RNY - - SDKYRLEE - ~ *ROGALWLOWMHRDIL VASCAW
PAT ACEEADRVERPETYROWOVRMVRAGF KOKT IKPELVELFRGKL - - - KKWRYHKDFVVDE - - - HEKWL HOGWEGRTILYASSCWVE
ACEGAERIERPETYHKOWOVRCLKAGFKOLPVDKAILKRSIDEK- - - DEHY - HEDFW I DE - - DSRAWLUOGWHGR IMHAVSSWHKPKES
LISCL COEGSARTERHELFOHWRERLTYAGLTOVWFDPDEVDTLEKDQLIKHVTSLS -GSOFNHILY - - -COGSLALAWHNRFLYVATAWCVTOOGNAASSMVGN
ACEPSDSTERRETARKWSRRMRNSGFGAVGYSDEVADDVRALL : - - RRYK: EGVWEMVOC - PDAAG | LCWRDO VWASAWRP
SHR SCPASESMERRETAASWARRMASAGF SPVAFSEDVADDVRSLL- - - RRYR- - EGWSMREAGTODSAAGAGVFLAWKEQP|L VWASAWR
1¢-R-H- - - KAQKA | AWRSVFAATOF KPVQLSNLAEAQADCLL - - - KRVQ - WROFHVEK - » - - -+ « ROAAL AL YWQROELWVSE I STWR
HAM TH-R-YR. - WMERSPPWRSLFOOGCOFTPVTLSOTAETQAEYLL - - - QRHP . MRGFHLEK. - ~ROS8S - .. P8
ETAA-DR- - RHTGEMTWREAFCAAGMRP IQOSOFADFOAECLL - - - EKAQ - VRGFHVAK- - -ROGE

Figura 2.16: Alinhamento de proteinas da familia GRAS.

A figura apresenta os aminoacidos conservados (hachurados em vermelho) dois dominios PFYRE e
SAW. Os quadros verdes mostram a regido sobre a qual foram desenhados os iniciadores para a
clonagem do gene SCR de Vriesea gigantea. As sequéncias estdo ordenadas segundo o clado da
familia GRAS ao qual pertencem, os quais estdo indicados a esquerda.
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4.3 Padrao de expressdo do gene SCR em diferentes morfotipos de
Tillandsioideae.

De posse do fragmento do gene VgSCR de V. gigantea foram realizados
experimentos de hibridizacdo in situ para verificar a associacdo entre o
espessamento primadrio, atividade endodérmica e a expressio do VgSCR em
Tillandsioideae. Para isso, foram escolhidas duas espécies para as quais as analises
morfolégicas e anatomicas do capitulo 1 revelaram morfotipos contrastantes: V.
gigantea com um conspicuo espessamento caulinar e Tillandsia usneoides planta

diminuta e sem espessamento.

4.3.1 Vriesea gigantea

A expressao tecido-especifica de VgSCR foi estudada ao longo do caule de V.
gigantea, e a figura 2.17 apresenta de forma esquematica as regides
correspondentes aos cortes onde foi avaliada.

A expressdo de VgSCR foi detectada nas regides de producdao de raizes
adventicias e nas regioes em fase de diferenciacdo. O meristema apical nao
apresentou expressao de VgSCR. Da mesma forma que o observado em milho, na
epiderme das folhas em desenvolvimento e nos seus feixes, assim como, nos
corddes de procambio localizados imediatamente abaixo do dpice foi detectado o
RNAm de VgSCR. (figuras 2.18 a-c). Na regido mediana do caule (figura 2.18 d-g), o
sinal da sonda de VgSCR foi observado formando uma linha revelando a
endoderme em atividade meristematica. (figuras 2.18 a, d e f). Na figura 2.18 f-j,
tragos foliares que em detalhe, apresentam expressao de SCR ao seu redor (figura
2.18 h).

Transversalmente, o cértex composto por células radiadas que nao
apresentam expressao de VgSCR, enquanto que a endoderme que o originou
continua revelando a presenca do RNAm (figura 2.19 a-d). Na figura 2.19 c se
evidencia a diferente estrutura dos tracos foliares com respeito aos feixes

caulinares. Os primeiros, provindos do procambio, apresentam endoderme ao
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redor da qual se identifica expressdao de VgSCR. Ja nos feixes caulinares provindos
do periciclo ndo se observa a presenca do RNAm de VgSCR em maior detalhe na
figura 2.19 e. No inicio do desenvolvimento, verifica-se expressdo de VgSCR ubiqua
sendo observado em todo apice radicular (figura 2.19 g-h). Ja em regioes do caule
mais diferenciadas, a endoderme deixa de expressar VgSCR e o RNAm do gene é
unicamente identificado na endoderme das raizes adventicias (figura 2.20 a-d).

De forma geral, o padrao de expressdao do gene VgSCR observado em V.
gigantea foi concordante com aquele observado na planta modelo Z mays.
Resumindo, a figura 2.21 esquematiza os resultados obtidos identificando a

expressao do gene marcador nas diversas regides onde foi avaliada.
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Figura 2.17: Representacio esquematica do caule de V. gigantea indicando todas as regioes
analisadas por hibridacao in situ.
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Figura 2.18: Expressao de VgSCR em Vriesea gigantea.

Se¢des longitudinais (a,c, e-g) e transversais (b, h-i) de Vriesea gigantea. Nas figuras a-b, d, f ,e h os
cortes foram hibridizados com a sonda antisendo de VgSCR evidenciada pelo precipitado roxo. Nas
figuras c-e, g e i os cortes foram corados com azul de astra e safranina. As siglas correspondem a;
cx: cortex, cc: cilindro central, ra: raizes adventicias, ep: epiderme, fc: feixes caulinares, fx: feixes
vasculares da folha, tf: tragos foliares.
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Figura 2.19: Expressao de VgSCR em Vriesea gigantea.
Se¢des transversais (a-h) de Vriesea gigantea. Nas figuras a,c, e e g os cortes foram hibridizados
com a sonda antisendo de VgSCR evidenciada pelo precipitado roxo. Nas figuras b, d, f e h os cortes
foram corados com azul de astra e safranina. As siglas correspondem a: cx: cortex, cc: cilindro
central, en: endoderme. fc: feixes caulinares ra: raizes adventicias, tf: trago foliar.
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Figura 2.20. Expressao de VgSCR em Vriesea gigantea.
Se¢des transversais (a-f) de Vriesea gigantea. Regido madura do caule (a-d) e controle negativo e
branco (e-f), respectivamente. Nas figuras a-c os cortes foram hibridizados com a sonda antisendo
de SCR. A seta na figura b indica o VgSCR na endoderme da raiz. Na figura d os cortes foram corados
com azul de astra e safranina. As siglas representam: cc: cilindro central, cx: cértex, en: endoderme,
ra: raiz adventicia.
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Figura 2.21: Representacio esquematica do caule de V. gigantea indicando as regides que
apresentaram expressao de VgSCR. 1. zona apical, 2. mediana e 3. diferenciada.
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4.3.2 Tillandsia usneoides

A expressdo tecido-especifica de VgSCR foi estudada ao longo do
corpo primario de T. usneoides e a figura 2.22 apresenta de forma
esquematica as regioes correspondentes aos cortes onde foi avaliada.

Em T. usneoides a presenca do RNAm de VgSCR foi observado de
forma ubiqua nas regides de crescimento, incluindo todos os meristemas
apicais, cortex e cilindros centrais imaturos. Do mesmo modo, a epiderme e
os feixes vasculares das folhas jovens também apresentaram expressao de
VgSCR (figura 2.23 a-d). Ao se afastar da regiao de crescimento a expressao
de VgSCR diminui até que ela ndo possa ser mais detectada nas regioes
totalmente diferenciadas (figura 2.23 e-g).

O padrao de expressao do gene VgSCR observado em T. usneoides foi
discrepante com o observado nas espécies anteriormente analisadas, sendo
principalmente surpreendente a expressdao ubiqua em toda a extensao do
cortex. A figura 2.24 esquematiza os resultados obtidos identificando a

expressao do gene marcador nas diversas regioes onde foi avaliada.

177



— 2. 22a-c

— 2.22d-e

_ 2.22fg

Figura 2.21: Representacio esquematica do caule de Tillandsia usneoides. O esquema indica
todas as regides analisadas por hibridacao in situ
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T A P B
Figura 2.22. Expressdo de VgSCR em Tillandsia usneoides.
Secdes longitudinais (a-c) e transversais (d-g). Nas figuras b, ¢, d, e, e g os cortes foram
hibridizados com a sonda antisendo de SCR Nas figuras a-f os cortes foram submetidas a coloragao
de azul de astra e safranina. As siglas correspondem a: b: bainha, cc: cilindro central, cx: cortex, ep:
epiderme, fx: feixe vascular e ms: mesofilo
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Figura 2.23: Representacio esquematica do caule de T. usneoides
Indicando as regides que apresentaram expressdo de VgSCR. 1 Zona apical, 2 mediana e 3
diferenciada.
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5 Discussao

Trabalhos que envolvem a ontogénese de 6rgaos e tecidos em plantas
acoplados a andlise expressao génica sdo amplamente referidos na literatura
(Di Laurenzio et al, 1996; Fukaki et al, 1998; Mayer & Jiirgens, 1998;
Helariutta et al., 2000; Lim et al.,, 2000; Wysocka-Diller et al.,, 2000; Lim,
2001; Nakajima et al., 2001; Friml, 2003; Kamiya et al., 2003; Morohashi et
al,, 2003; Aida et al., 2004; Friedman, Moore, & Purugganan, 2004; Gallagher
et al,, 2004; Haecker et al,, 2004; Blazquez et al.,, 2006; Cui et al,, 2007;
Laajanen et al., 2007; Sanchez et al., 2007; Burger, Chapman, & Burke, 2008;
Chandler, Nardmann, & Werr, 2008; Koentges, 2008; Petricka & Benfey,
2008; Tomescu, 2008; Cui & Benfey, 2009; Wolters & Jiirgens, 2009; Cruz-
Ramirez et al, 2012; Yoshida et al, 2012). No, entanto, a maioria dos
trabalhos abordam temas relacionados ao desenvolvimento de embrides,
desenvolvimento floral, e ao desenvolvimento de raizes. Ainda mais,
geralmente estes trabalhos avaliam a expressdo génica de forma muito
restrita temporal e espacialmente. Por outro lado, ndao ha dados de estudos
que tenham analisado a expressao génica em relacio a diversidade
morfolégica. Neste sentido, o presente trabalho significa um avang¢o na
integracdo multidisciplinar visando a compreensdao dos determinantes

genéticos que participam do desenvolvimento do corpo primario vegetal.

5.1 0 gene scarecrow (ZmSCR) como marcador de atividade
endodérmica na planta modelo Zea mays.

Trabalhos que abordam o desenvolvimento de 6érgaos de Z mays, seja
por meio de estudos morfoldgicos ou analises de mutantes, tem sido
publicados (Sheridan & Clark, 1993; Hochholdinger et al., 2004). No entanto,
nenhum deles apresenta o surgimento dos 6rgaos e seus tecidos de forma

integrada, o que leva a uma informacdao ontogenética era fragmentada.
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Assim, com o intuito de determinar as fases do desenvolvimento
apropriadas para avaliar a relagdo entre o surgimento dos tecidos, atividade
endodérmica e a expressao de ZmSCR, fez-se necessario realizar uma analise
morfoanatomica acoplada a morfometria. Os resultados obtidos forneceram
dados minuciosos que permitiram identificar seis fases principais do
desenvolvimento po6s-embrionario de Zea mays que pontuam, espacial e
temporalmente, o surgimento de todas as estruturas do corpo primario da
planta. Cronologicamente, estas fases compreenderam a morfogénese de:
raiz primdria, raizes seminais, raizes adventicias, primordios foliares, caule
(atactostelo) e entrends; assim como a formacgao dos tecidos primarios que
os compdem. Em continuacao sdo discutidos alguns pontos relevantes a
respeito da morfogénese dos tecidos e oOrgdos ao longo das seis fases
descritas.

A avaliagao qualitativa temporal e espacial do padrao de expressao do
gene ZmSCR se mostrou, de forma geral, em concordancia com os estudos de
Lim et al. (2000, 2005) e de Wysocka-Diller et al. (2000). Os dados aqui
apresentados demonstraram que num primeiro momento o ZmSCR é
expresso nos primdrdios foliares e nos feixes vasculares da folha.
Adicionalmente, e de forma inédita, foi identificada a expressdo do RNAm de
ZmSCR nos corddes de procambio préximo ao meristema apical caulinar
(mac). O padrao de expressdo do SCR observado nos corddes de procambio
do caule é semelhante ao observado nos feixes vasculares da folha e esta
similaridade sugere que a origem e os mecanismos de diferenciagdo destes
feixes sao também comuns. Além disso, cabe ressaltar que a presenca de
inimeros corddes de procambio nos primeiros dias apds a germinacgao, é
devido ao fato do milho apresentar uma dorméncia tardia durante a
embriogénese que leva a formacao de 5-6 primoérdios foliares (Sheridan,
1995 e Heckel et al.,, 1999). Os corddes procambiais préximos ao mac sao
iniciados em resposta a formacao de primoérdios foliares (Pizzolato e

Sundberg, 1999) e devido ao fluxo polar de auxina oriundo dos tecidos
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vasculares destes orgdos (Dengler, 2006). Desta maneira, nota-se que nos
primeiros dias de desenvolvimento do caule de milho sdao observados
apenas corddes procambiais, e estes posteriormente constituirdo os tracos
foliares. Sendo assim, o sistema vascular é constituido pela ligacao dos
tracos foliares no epicotilo com o sistema raiz-hipocétilo-cotilédone (Phillips
1937, Hayward 1938). Em regides mais diferenciadas do caule, o gene SCR
se tornou progressivamente restrito ao redor dos tracgos foliares e na bainha
do feixe da folha localizando a endoderme dos feixes. Este mesmo padrao foi
observado por Wysoka-Diller et al. (2000), que sugeriu ainda que o gene SCR
estaria envolvido na formacdao dos feixes vasculares da folha. Estes
resultados demonstram que cada trago é constituido de uma unidade
vascular, corroborando os estudos de Menezes (1971).

Inesperadamente, 0 RNAm de ZmSCR foi detectado na epiderme da
folha de milho. Kamyia et al. (2003) observou expressao de OsSCR em
células estomaticas antes da formacao das células-guarda em O. sativa,
concluindo que este gene estaria envolvido na formacao do complexo
estomatico. Os resultados deste trabalho revelam expressdo em toda
epiderme, ndo sendo possivel observar restricao do sinal para inferir alguma
relacdo com a formacao de estruturas epidérmicas. Desta forma, propoe-se
que o sinal observado seja hibridacdo cruzada decorrente da expressao de
algum outro membro da familia paralogo ao gene analisado.

Como esperado, foi identificado o RNAm de ZmSCR ao redor do
cilindro vascular do epicétilo (endoderme) em continuidade com a
endoderme das raizes seminais. Em arabidopsis, a expressao foi visualizada
na endoderme do hipocoétilo e no eixo caulinar aéreo (Wysocka-Diller et al.,
2000) porém, ndao havia raizes sendo formadas. As raizes adventicias
seminais surgem depois do alongamento do epicétilo (entre o 42 e 52 dia
apés a germinacdo) na regido do no cotiledonar e no epicotilo, mais
especificamente a partir do periciclo. De acordo com diversos autores estas

raizes surgem no embrido entre o 222 + 402 dia apds a polinizacdo (Sass,
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1977; Erdelska e Vidovencova, 1993; Feldman, 1994) e o nimero de raizes
seminais é varidvel por plantula e depende do genoétipo (Kiesselbach, 1949;
Sass, 1977; Feldman, 1994). Alguns autores observaram que as raizes
primdrias e seminais morrem apés a formacdo de o sistema radicular na
regiao nodal (fase que sera discutida posteriormente) (Lawson e Hanway,
1977; Feldman, 1994).

Outro fato inédito verificado foi a associacdo do ZmSCR com o
surgimento das raizes adventicias na regidao nodal. O sinal de expressdao do
gene foi observado no primoérdio radicular de forma ubiqua, porém restrito
a endoderme em regides distantes do apice. Esta relacdo pode ser explicada
pelo fato deste gene participar da especificagdo do centro quiescente (CQ) da
raiz, juntamente com gene short-root (SHR) e de forma paralela ao gene
pletora (PLT) (Sabatini et al., 2003; Aida et al., 2004). De acordo com
Sabatini et al. (2003) todas as células que expressam SCR sdo competentes
para adquirir a identidade de CQ no entanto esta competéncia depende da
distribuicao de auxina.

Além do sinal de expressdo observado nas raizes, o RNAm de ZmSCR
foi detectado ao redor de todo cilindro central, evidenciando o inicio da
atividade endodérmica na formacao do coértex externo Como citado
anteriormente, o mesmo padrdo é também observado nos feixes da folha e
ao redor de cada trago foliar. Desta forma, o fato da endoderme dos tragos
foliares e do caule apresentar o mesmo padrao de expressiao de ZmSCR
refor¢a mais uma vez a hipdtese de Menezes (1971) segundo a qual os feixes
do caule do milho, na realidade, sdo todos tracos foliares, cada um envolvido
por uma endoderme, portanto cada um, um monostelo, como nos escapos
florais.. Esta hipotese foi proposta a partir evidéncias anatémicas coletadas
por diversos autores (Van Fleet, 1961; Silva, 2000; Melo-de-Pinna &
Menezes, 2003; Alonso, Moraes-Dallaqua, & de Menezes, 2004; Alves et al,,
2005; Menezes et al.,, 2005; Elbl & Menezes, 2006; Silva & Menezes, 2006;
Silva & Menezes, 2007; Elbl, 2008; Lima & Menezes, 2008a; Lima & Menezes,
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2008b; Cattai & Menezes, 2010; Menezes et al.,, 2011). Por outro lado, Cui e
Benfey (2009) demonstraram funcionalmente o papel de SCR, e da sua
interacdo com o produto dos genes SHR e LHP1, na regulacao da atividade
endodérmica promovendo ou restringindo a proliferacdo das células do
cortex em raiz de arabidopsis.

Simultaneamente a formacdo de coértex a partir da endoderme, o
periciclo comega a produzir feixes caulinares, os quais nao apresentam
expressao do SCR ao redor. O periciclo como produtor de feixes caulinares
compostos apenas de metaxilema e metafloema foi observado em diversos
trabalhos de anatomia (Alves et al., 2005; Menezes et al., 2005; Elbl, 2008;
Lima & Menezes, 2008a; Lima & Menezes, 2008b; Cattai & Menezes, 2010;
Menezes et al.,, 2011).

Apés a formacao do coOrtex interno, a endoderme perde sua
capacidade meristematica e se diferencia, fato que coincide com a perda de
expressao de ZmSCR, enquanto que o periciclo continua a produzir tecidos
vasculares. Esta falta de sincronia revela que estes tecidos possuem
identidades e funcionalidades diferentes, pois os produtos observados sao
distintos.

Pelos argumentos expostos acima, foi possivel concluir que a
expressao do gene SCR esta associada a atividade meristematica da
endoderme resultando assim em um marcador apropriado para avaliar a
origem do espessamento primdrio em Tillandsioideae.

E importante esclarecer acerca da relagdo entre endoderme e o gene
SCR proposta ao longo deste trabalho. A endoderme tem identidade
histologica associada a “camada mais interna do cortex” dando origem ao
cortex nas plantas com espessamento primario (Menezes et al., 2005; Lima
& Menezes, 2008; Menezes et al., 2011). Desde o ponto de vista fisiolégico,
esta entidade tem sido descrita como responsavel pelo gravitropismo em
caule (Fukaki et al, 1998). Desde o ponto de vista fenotipico, foi

demonstrado que as mutantes scr de A. thaliana apresentam uma alteracao
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na endoderme/cértex e falta de gravitropismo. Frente a estas evidéncias,
este trabalho associa a atividade meristematica da endoderme com a
expressao do gene SCR selvagem. No entanto, a “identidade celular” envolve
uma ampla e intrincada rede de sinais que estabelecem um padrdo de
expressao génica determinada, sendo SCR apenas um unico gene deste

amplo espectro.

5.2 Expressdo do gene VgSCR e atividade endodérmica em
Tillandsioideae

A anadlise de homologia indicou que o fragmento génico de 390 pb
clonado corresponde a regido esperada do gene de V. gigantea. A sequéncia
obtida se posicionou externamente as gramineas na arvore fenética, o qual
coincide com a relacao filogenética entre as espécies, pois V. gigantea
pertence a familia Bromeliaceae que é considerada um grupo basal dentro
de Poales, enquanto que as gramineas representam um dos grupos mais
derivados (Stevens, 2001). Estes resultados demonstraram que o fragmento
clonado corresponde ao gene SCR de V. gigantea (VgSCR) ortdlogo aos
previamente descritos funcionalmente em A. thaliana (Scheres et al., 1995) e
Z. mays (Lim et al,, 2000, 2005).

A avaliacao do padrao de expressao do gene VgSCR em V. gigantea se
mostrou, de forma geral, semelhante ao padrao de expressao observado em
milho. Desta maneira, os locais onde o VgSCR foi detectado coincidem com
regides de atividade meristematica da endoderme. O sinal de expressdao do
RNAm de VgSCR foi observado nos corddes procambiais que, ao se
diferenciarem em tracos foliares apresentam o sinal restrito a uma unica
camada ao seu redor, a endoderme. E importante ressaltar a estrutura
diferencial dos tragos foliares com respeito aos feixes caulinares. Os
primeiros, provindos do procambio, apresentam protoxilema, protofloema,

metaxilema e metafloema. J4 os feixes caulinares, provindos do periciclo,
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apresentam apenas metaxilema e metafloema e ndo revelam expressao de
SCR nem a presenca de endoderme ao seu redor. A respeito da endoderme
do caule, a mesma revelou a presenca do RNAm de VgSCR, enquanto que a
camada a qual deu origem, o cortex, nao apresenta sinais da expressdao do
gene.

Como, descrito no capitulo 1, T. usneoides apresenta juvenilizacao das
suas estruturas. Como consequéncia desta caracteristica, a espécie nao
possui espessamento de caule, formacdo de feixes caulinares a partir do
periciclo, produc¢do de raizes adventicias e nem possui senso gravitrdpico.
Desta forma, o cértex é composto por células sem organizacao radial e em
concordancia com o seu morfotipo particular, o padrao de expressao do
gene VgSCR obtido nao foi condizente com os dados obtidos para milho e V.
gigantea. T. usneoides apresentou expressdo ubiqua no caule em
desenvolvimento refletindo a sua anatomia simples. Isto sugere que este
grupo sofreu, ao longo da evolucdo, um processo de regressao na
complexidade do padrao de expressdao génico e consequentemente
anatomica e morfoldgica.

Os resultados dos experimentos de hibridizacao in situ demonstraram
claramente que VgSCR possui padrdo de expressao diferencial em ambas as
espécies analisadas, refletindo a diferente identidade histoldgica do cértex. A
andlise integrada dos resultados juntamente com dados publicados nas
espécies modelo A. thaliana (Scheres & Benfey, 1999; Wysoka-Diller et al,,
2000; Dolan, 2007; Cui & Benfey, 2009; Carlsbercker, 2010) e Z mays (Lim
et al,, 2000; Lim, 2001; Lim et al.,, 2005) permite propor um modelo para
explicar a relacdo entre a expressao de SCR e o espessamento primario
caulinar nos diferentes morfotipos de Tillandsioideae (figura 2.24).
Enquanto que em V. gigantea (que apresenta espessamento primario) o
cortex é formado pela divisdo celular periclinal das células da endoderme
em sentido centrifugo seguindo um padrao comum, em T. usneoides (que nao

apresenta espessamento primario) o cortex é formado por células sem
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organizacdo espacial e que apresentam o mesmo padrdao de expressdo de
SCR que a endoderme. Isto poderia sugerir que o “cortex” em T. usneoides
estd formado por células endodérmicas que se multiplicaram sem padrao
determinado.

Surpreendentemente enquanto que o mac em Vriesea gigantea nao
apresentou VgSCR, todos os mac presentes de T. usneoides apresentaram
expressao. Desta maneira os resultados apresentados neste trabalho
sugerem que o pull de genes expressos nos meristemas apicais caulinares de
ambas as espécies sao diferentes. Para aprofundar no entendimento das
diferencas funcionais de ambos os sistemas seria interessante avaliar em
paralelo a expressao de genes caracteristicos determinantes da identidade
do mac, como por exemplo o wuschel (restrito ao centro organizador do
mac) ou shoot meristemless (expresso em todas as células do mac) (Wolters

& Jurgens, 2009).
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Figura 2.24: Padrio de expressao diferencial de SCR e sua relacio com a formacgio de cortex
em Tillandsioideae.

Lado esquerdo, o padrdo de expressao em V. gigantea demonstrando a origem do cértex candnico
pela atividade meristematica da endoderme. Lado direito, demonstrando o cértex de T. usneoides
sem organizacdo radial. Em verde estdo indicadas as células que apresentam RNAm de SCR. Em
vermelho estdo indicadas as células que ndo expressam SCR.

5.3 0 gene SCR participa tanto na proliferacgao de tecidos
fundamentais quanto vasculares

Estudos previamente publicados para a espécie modelo A. thaliana
(Scheres & Benfey, 1999; Wysoka-Diller et al, 2000; Dolan, 2007; Cui e
Benfey, 2009; Carlsbercker, 2010) revelaram a participacao de SCR tanto no
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estabelecimento dos tecidos fundamentais primdarios quanto dos tecidos
vasculares em raiz. A extrapolacdo dos mecanismos moleculares de acdo
descritos para SCR ao sistema caulinar de Tillandsioideae permite explicar a
sequéncia de eventos relacionados ao surgimento das diferentes estruturas
de forma conjunta ao perfil de expressao observado.

Cui e Benfey (2009) propuseram que SCR estimula ou restringe a
proliferacdo celular, do cortex da raiz, dependendo da sua interacao com
outras proteinas tanto na endoderme do traco foliar quanto na localizada
entre o cortex e o cilindro central. A proteina SHR (short-root) produzida no
estelo é transportada para a endoderme onde se liga a por¢ao C-ternimal da
proteina SCR induzindo as divisdes que promovem a formacdo dos tecidos
fundamentais e estimulando por feedback a propria sintese de SCR (Di
Laurenzio et al., 1996; Lim et al., 2000; Wysocka-Diller et al., 2000; Sassa et
al., 2001; Kamiya et al., 2003; Sabatini et al., 2003; Aida et al., 2004; Cui et al.,
2007; Dolan, 2007; Cui et al., 2009). Tem sido reportado que a mutac¢ao do
gene scr gera a desorientacdo das células do mesofilo da folha e a menor
producao de feixes (Lim et al., 2001) demonstrando a forte correlacao entra
a formacao dos tracos foliares com o parénquima medular que os envolve.
De forma complementar, Wysocka-Diller et al. (2000) propde que a
vascularizagdo é um pré-requisito para a padronizacdo do tecido
fundamental e é mediado pelo SCR. Ou seja, o padrdao ubiquo de expressao
no corddo procambial e a restricdo da expressao do gene na endoderme do
traco, em areas mais diferenciadas, sugere que a medula e o cortex sao
produzidos centrifugamente. Com a diferenciacao dos tecidos os niveis de
SHR diminuem e consequentemente SCR interage preferencialmente com
LHP1 (Like heterocromatin protein 1) inibindo as divisdes. Desta forma, a
propor¢cao entre os complexos SHR/SCR e LPH1/SCR ira ditar se o
mecanismo predominante é a divisdo celular ou a interrupcao das mesmas,

respetivamente (figura 2.25).
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A presenca do VgSCR em todas as células do cortex de T. usneoides a
luz do modelo proposto sugere que nesta espécie ndo ha formacao do
complexo SCR/SHR, o qual restringiria a endoderme a uma tnica camada de
células (Dolan, 2007). Esta hipdtese pode ser testada através da clonagem
do alelo do gen SCR de T. usneoides, com intuito de verificar a presenca da
regido conservada que interage com SHR, assim como elucidar o padrao de

expressao de SHR.

procémbio/ endoderme
periciclo expressio  expressdo
de shr de scr

pc/pr en  Medula (a)/cortex (b)

T SHR/SCR = divistes gerando tecido
fundamental (cdértex/ medula)

P

Diferenciacao
o
b d
A
<

1‘ LHP1/SCR= as divistes cessam

Figura 2.25: O papel do SCR na proliferacio das células do coértex.

Representacdo esquematica do caule durante a formagao da medula (a) e do cértex. Detalhes do
mecanismo atribuido neste trabalho ao SCR na prolifera¢do do cértex. As siglas correspondem a: en
endoderme, pc: procambio, pr: periciclo.

A relacdo da proteina SCR com o estabelecimento dos tecidos
vasculares estd fundamentada em um estudo de Carlsbecker et al. (2010).
Neste trabalho, os autores demonstram que o complexo SHR/SCR descrito
acima induz na endoderme a transcrigdo do micro RNA miR165/6. 0 mesmo

é deslocado para o estelo onde degrada o seu alvo: o RNAm do gene

PHABULOSA (phb). Este gene codifica para um fator de transcrigdao do tipo
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HD-ZIP III (class 11l homeodomain-leucine zipper) que atua na diferenciagdo
do xilema de forma dependente da sua concentracdo: altos niveis de PHB
determinam metaxilema e baixos niveis geram primeiramente protoxilema.

Em Tillandsioideae e Z mays observam-se dois tipos de elementos
vasculares: os feixes caulinares com apenas metaxilema e metafloema, e os
tracos foliares com protoxilema, protofloema, metaxilema e metafloema
como proposto por Menezes (1971). Transpondo o mecanismo molecular
descrito para as observagdes feitas no caule de Tillandsioideae e de Z. mays,
propde-se que os feixes caulinares sdo produzidos, na regiao periciclica
quando o RNAm de SCR estd restrito a endoderme, ou seja, quando a
concentracao de SCR diminui. Nestas condi¢des, ha uma menor transcricao
de RNAmil165/6 na endoderme e uma maior concentracao de PHB no estelo,
favorecendo assim, a producdo de elementos vasculares com metaxilema.
Este modelo explica também a falta de sincronia na formacdo do tecido
fundamental e a formacgao dos tecidos vasculares, ou seja, o cortex ja estava
presente quando os elementos vasculares da regido periciclica iniciaram sua
diferenciacdo. Cabe relembrar que os feixes oriundos desta regidao nao
possuem expressao de SCR.

Ja nos tracos foliares, a diferenciacao dos elementos vasculares ocorre
ao mesmo tempo em que a medula é produzida, o que significa que ha uma
sincronia na formac¢do dos dois tecidos. No inicio do desenvolvimento os
tracos foliares apresentam uma forte expressio do SCR, o que leva a
diferenciacdo, num primeiro momento, de elementos de protoxilema. Pois
altos niveis de SCR ativam a transcricao de RNAmil165/6 o qual degrada o
RNAm de PHB resultando na formac¢ao de protoxilema. Com a diferenciagao
dos feixes, a expressdao de SCR se restringe a endoderme resultando na

producdo de elementos de metaxilema. (figura 2.26).
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Figura 2.26: Papel do SCR na diferenciacdo dos tecidos vasculares.
Em (a), detalhes do mecanismo do SCR na diferenciacdo do trago foliar Em (b), detalhes da
diferenciacdo dos feixes caulinares com apenas metaxilema. As siglas correspondem a: en

endoderme, mx: metaxilema, pr: periciclo e px: protoxilema.
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6 Conclusoes

v Foi possivel organizar o desenvolvimento do corpo primario de Zea
mays em seis fases.

v Em Zea mays e V. gigantea a expressao do gene SCR esteve sempre
associada a endoderme meristematicamente ativa, ou seja, durante a
producdo de cortex, ao redor dos tragos foliares e no surgimento das raizes.
v Nem o periciclo nem os feixes caulinares derivados da sua atividade
apresentaram expressao de SCR reforcando que SCARECROW é um marcador
de atividade endodérmica.

v Em T. usneoides todo o caule apresentou expressao do gene marcador,
ndo sendo possivel distinguir a camada de endoderme do periciclo. Desta
forma, as evidéncias indicam que o cortex é produto da divisdo celular
desordenada da endoderme e que essas células ndo se diferenciam daquelas
que lhes deram origem.

v A analise dos dados obtidos juntamente com dados bibliograficos
permitiu propor modelos moleculares que permitem explicar o papel do

gene SCR na formacao dos tecidos fundamentais e dos feixes vasculares.
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