] JFRLS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

JOSELINE DE FATIMA ANTUNES

PADROES DE DESENVOLVIMENTO E EXPANSAO
FOLIAR DE DUAS ESPECIES DE Baccharis (ASTERACEAE):
UMA ANALISE FUNCIONAL DE COMPONENTES DA PAREDE

CELULAR

LAVRAS - MG
2021



JOSELINE DE FATIMA ANTUNES

PADROES DE DESENVOLVIMENTO E EXPANSAO
FOLIAR DE DUAS ESPECIES DE Baccharis
(ASTERACEAE): UMA ANALISE FUNCIONAL DE
COMPONENTES DA PAREDE CELULAR

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do
Programa de Pdés-Graduacdo em
Botanica Aplicada, para a obtencéo
do titulo de Mestre.

Prof. Dr. Denis Coelho de Oliveira
Orientador
Prof. Dr. Thiago Alves Magalhaes
Co-orientador

LAVRAS - MG
2021



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracdo de Ficha Catalografica da Biblioteca

Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Antunes, Joseline de Fatima.

Padrdes de desenvolvimento e expansao foliar de duas espécies de
Baccharis (Asteraceae): uma analise funcional de componentes da parede
celular / Joseline de Fatima Antunes. - 2021.

43 p. -1l

Orientador(a): Denis Coelho de Oliveira.

Coorientador(a): Thiago Alves Magalhaes.

Dissertagéo (mestrado académico) - Universidade Federal de Lavras,
2021.

Bibliografia.

1. Ontogénese foliar. 2. Homogalacturonanos. 3. Metil-esterificacéo. .
Oliveira, Denis Coelho de. Il. Magalh&es, Thiago Alves. Ill. Titulo.




JOSELINE DE FATIMA ANTUNES

PADROES DE DESENVOLVIMENTO E EXPANSAQ FOLIAR DE DUAS
ESPECIES DE Baccharis (ASTERACEAE): UMA ANALISE FUNCIONAL DE
COMPONENTES DA PAREDE CELULAR

PATTERNS OF FOLIAR DEVELOPMENT AND EXPANSION OF TWO
Baccharis SPECIES (ASTERACEAE): A FUNCIONAL ANALISYS OF CELL
WALL COMPONENTS

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do
Programa de PoOs-Graduacdo em
Botanica Aplicada, para a obtencao
do titulo de Mestre.

APROVADA em 30 de agosto de 2021
Prof. Dra. Marines Ferreira Pires Lira — UFLA
Prof. Dr. Vinicius Coelho Kuster — UFJ

Prof. Dr. Denis Coelho de Oliveira
Orientador
Prof. Dr. Thiago Alves Magalhaes

Co-orientador

LAVRAS - MG
2021



Agradecimentos

A Universidade Federal de Lavras e ao Programa de Pés-graduagdo em
Botanica Aplicada pela estrutura e oportunidade.

A Universidade Federal de Uberlandia por fornecer suporte e auxilio para
que fosse possivel concluir a etapa de imunocitoquimica deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Denis Coelho de Oliveira pela orientacdo, ensinamentos e
auxilio ao longo de todo o processo de escrita da dissertacdo, além de
disponibilizar o auxilio e materiais essenciais a segunda etapa deste projeto.

Ao Prof. Dr. Thiago Alves Magalhdes pela co-orientacao, pelo auxilio nas
analises taxonémicas e em todo o processo do trabalho.

Ao Prof. Dr. Vinicius Politti Duarte pelo auxilio no laboratério e
disponibilidade para me ajudar.

Ao Prof. Dr. Vinicius Kuster por me auxiliar na construcéo das pranchas e
analises dos resultados.

Ao meu marido pelo apoio sempre, companheirismo, amor e carinho.

A minha grande amiga e também irma por sempre me ajudar e acolher.

A minha méae pela confianca e compreensio.

Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento Profissional de Nivel
Superior — Brasil (CAPES), por ter propiciado a realizagcéo deste trabalho.

A todos que de alguma forma contribuiram direta ou indiretamente e
auxiliaram para que eu possa cumprir mais esta etapa em minha vida, o meu

muito obrigada



Resumo

A parede celular tem um papel primordial no crescimento do vegetal, que é regulado
pelas microfibrilas de celulose, proteinas e pectinas. O grau de metil-esterificacdo das
pectinas do tipo HGs (homogalacturonanos), mediado pelas pectinas metil-esterases
(PMESs) e microfibrilas de celulose, impacta no desenvolvimento da parede celular
durante a ontogénese foliar. Neste estudo foram avaliadas a composi¢&o e ocorréncia
dos componentes da parede celular durante a expanséo foliar de Baccharis
dracunculifolia e Baccharis platypoda e foi feito um comparativo entre as duas
espécies para detectar o padrdo durante desenvolvimento das folhas. Amostras de
Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) e Baccharis platypoda DC (Asteraceae)
foram coletadas na regido de campo rupestre, no municipio de Lavras, no Parque
Ecolégico Quedas do Rio Bonito, Minas Gerais, Brasil. As folhas das duas espécies
estudadas foram fixadas em FAA e preparadas conforme o protocolo para analises
anatémicas e imunocitoquimicas utilizando anticorpos monoclonais (JIM 5, JIM 7, LM5
e LM6). Ambas as espécies de Baccharis apresentaram padrées de expanséo foliar
similares, bem como a deteccdo de compostos da parede celular pelos anticorpos
monoclonais. Algumas variacdes foram detectadas, como a auséncia de marcacao
nos primérdios foliares do meristema apical por JIM5, no sexto né por LM5 e em todos
0s nés por LM6 em Baccharis dracunculifolia e primérdios da regido apical por JIM7 e
terceiro e sexto nds por LM6 de Baccharis platypoda, que indica que apesar da
variabilidade dos componentes pécticos, o padrdao de expansdo das folhas néo
apresenta uma grande discrepéancia, se comparado entre espécies da mesma familia.
Nas andlises anatdmicas as espécies apresentaram uma variacdo no estagio de
desenvolvimento, sendo que as folhas de Baccharis platypoda expandiram-se mais
cedo, a partir do quarto né, o que influenciou na ocorréncia e variacdo dos
componentes da parede celular.

Palavras-chave: Ontogénese foliar. Homogalacturonanos. Pectinas metil-esterases.
Metil-esterificagdo. Anticorpos monoclonais.



Abstract

The cell wall plays a primary role in plant growth, which is regulated by cellulose
microfibrils, proteins and pectins. The methyl-esterification degree of pectins type HGs
(homogalacturonans), mediated by pectin methyl-esterases (PMEs) and cellulose
microfibrils, impacts on cell wall development during the leaf ontogenesis. In this study,
the composition and occurrence of cell wall components during leaf expansion of
Baccharis dracunculifolia and Baccharis platypoda was evaluated and a comparison
was made between the two species to detect similarities and possible variations during
leaf development. Samples of Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) and
Baccharis platypoda DC (Asteraceae) were collected in the campo rupestre, in Lavras
County, in the Parque Ecoldgico Quedas do Rio Bonito, Minas Gerais, Brazil. The
leaves of the two species studied were fixed in FAA and prepared according to the
protocol for anatomical and immunocytochemical analyses using monoclonal
antibodies (JIM 5, JIM 7, LM5 and LM6). Both species of Baccharis showed similar
leaf expansion patterns, as well as the detection of cell wall compounds by monoclonal
antibodies. Some variations were detected, such as the absence of marking in the leaf
primordium of apical meristem by JIM5, in the sixth node by LM5 and in all nodes by
LM6 in Baccharis dracunculifolia and primordium of the apical region by JIM7 and third
and sixth nodes by LM6 of Baccharis platypoda, which indicates that despite the
variability of the pectic components, the pattern of leaf expansion does not present a
large discrepancy, when compared between species of the same family. In the
anatomical analyses, the species showed a variation in the stage of development, and
the leaves of Baccharis platypoda expanded earlier, starting from the fourth node,
which influenced the occurrence and variation of cell wall components.

Keywords: Leaf ontogenesis. Homogalacturonans. Pectin metyl-esterases. Methyl-
esterification. Monoclonal antibodies.
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1 INTRODUCAO

Os campos rupestres sdo ambientes conspicuos que podem refletir na estrutra
foliar das espécies ali adaptadas. A estrutura foliar proporciona uma via de méo dupla
no que diz respeito a plasticidade e a taxonomia, se por um lado apresenta uma
estrutura que possibilita a identificacdo taxondmica, por outro possui caracteristicas
que conferem uma maior adaptabilidade as condi¢cdes ambientais (KALVE et al. 2014).
O desenvolvimento da folha é um processo dinamico e coordenado, que compreende
uma transi¢cdo do primoérdio para a folha expandida e é regulado por dois processos:
a divisdo e expansao celular (BEEMSTER et al., 2005; BREUNINGER; LENHARD,
2010; GONZALEZ et al. 2012; KALVE et al., 2014), os quais ocorrem em periodos e
niveis diferentes, resultando em uma complexa e coordenada modulacéo espacial e
temporal (GONZALEZ et al. 2012). Durante o desenvolvimento dos 6rgaos vegetais,
importantes processos como divisdo, expansao e diferenciagdo celulares modulam o
crescimento, distribuicdo dos tecidos, e, consequentemente, sua morfologia externa,
refletindo em processos de adaptacdes aos diferentes ambientes (STEEVES;
SUSSEX, 1989; BECK, 2005; TSUKAYA, 2006; OBROUCHEVA, 2008; TOWNSLEY;
SINHA, 2012).

Durante a expanséo foliar, uma acédo coordenada por fatores de transcricdo e
genes promotores, que ocorrem nas zonas abaxial e adaxial das folhas, os quais
determinam sua polaridade e arranjo dorsiventral, para que ela atinja sua expansao
completa e a méxima absor¢éo de luz. A iniciagdo da folha ocorre na zona periférica
do meristema apical, posteriormente, folhas assimétricas emergem (HUSBANDS et
al. 2009) e, durante este processo a dinamica da deposi¢cao de componente da parede
celular é de crucial importancia e pode refletir os passos adaptativos das plantas aos
mais diversos ambientes.

A dindmica dos componentes da parede celular dita as adaptacbes e
funcionalidades das células durante a diferenciacdo de tecidos e Orgados
(ALBERSHEIM et al., 2011). Assim sendo, celulose, pectinas e proteinas assumem
papel significativo no crescimento vegetal, possibilitando a divisédo, o alongamento e
a adeséo celular (COSGROVE, 1997; BEN AMAR et al., 2010; ALBERSHEIM et al.,

2011). As pectinas e as microfibrilas de celulose tém papel regulador no alongamento



e aquisicdo da forma da célula (ALBERSHEIM et al., 2011). A orientacdo das
microfibrilas nas células das folhas determina a formacao dos parénquimas palicadico
e esponjoso durante o desenvolvimento deste érgdo (SILVA et al., 2019). As pectinas
sao os polissacarideos mais complexos estruturalmente, sendo representados pelos
homogalacturonanos (HGs), xylogalacturonanos (XGs), rhamnogalacturonanos | (RG-
), rhramnogalacturonanos Il (RG Il) e apiogalacturonanos (AP) (SEYMOUR ; KNOX,
2002; CAFFALL ; MOHNEN 2009; WOLF et al., 2009; ALBERSHEIM et al., 2011).

Os HGs séao os polimeros pécticos mais abundantes na parede celular das
eudicotiledéneas (VORAGEN et al., 2009) e tem como funcdes principais, a depender
do grau de metil-esterificacdo, proporcionar a parede extensibilidade, afrouxamento,
enrijecimento e porosidade (WOLF et al., 2009; CHEBLI; GEITMANN, 2017). O grau
de metil-esterificacdo das pectinas depende essencialmente da atividade das pectinas
metil-esterases (PMEs), enzimas que agem sobre os HGs (IRIBE; BUEN, 2013).
Assim, a acdo das PMEs no processo de de-metil-esterificacdo dos HGs podem
promover modificacbes nos padrbes estruturais da parede celular durante o
desenvolvimento vegetal e assim, controlar o crescimento celular e alterar suas
funcdes (HONGO et al., 2012). Durante a expansao foliar, a alta metil-esterificacdo na
parede celular, torna o tecido mais maleavel e capaz de expandir-se; quando a
expansao cessa, ocorre uma remocao dos grupos metil e a degradacéo de pectinas,
aumentando a rigidez no tecido e diminuindo sua capacidade de expansao e
crescimento (PEREZ-PEREZ et al., 2019; REEM et al., 2020).

Dentre as espécies encontradas no campo rupestre e que carecem de estudos
de ontogenia foliar e especialmente composicéo de parede celular podemos destacar
aquelas do género Baccharis, um dos maiores da familia Asteraceae, com mais de
500 espécies onde 120 sdo encontradas no Brasil e estao distribuidas por ambientes
tropicais e temperados do Brasil, Argentina, Colémbia, Chile e México e € encontrado
principalmente no Cerrado brasileiro (VERDI et al., 2005; ABAD; BERMEJO, 2007).
Baccharis dracunculifolia DC € conhecido no Brasil por nomes populares como
“vassoura” ou “Alecrim-do-campo”, apresenta habito arbustivo, perene e lenhoso,
pode atingir em média 2-3 metros de altura, com caule bastante ramificado e folhas
densamente cobertas por tricomas (SANTOS et al., 2012). Baccharis platypoda DC é

uma espécie arbustiva dioica, pertencente a familia Asteraceae e pode atingir até dois



metros de altura. (BARROSO, 1976; BORGES; FORZZA, 2008). Assim, 0 presente
trabalho traz como objetivos comparar os padrdes de expanséo foliar e ontogénese
das folhas de B. dracunculifolia e B. platypoda, analisando e descrevendo o
desenvolvimento anatdbmico e a composicdo péctica da parede celular, a fim de
constatar se ha uma diferenca entre os padrées de expansao das duas espécies de
Baccharis e, se isto for constatado, se estas modificacdes irdo influir na disposicao

dos componentes da parede celular e na sua ocorréncia.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Asteraceae: Baccharis dracunculifolia DC e Baccharis platypoda DC

A familia Asteraceae inclui cerca de 1.600 géneros e 23.000 espécies, dentre
estas, uma grande parcela apresenta caracteristicas utilizadas no ambito medicinal,
ornamental e para propositos econémicos (GAO et al., 2010). Além disso, destaca-se
a importancia da espécie Baccharis dracunculifolia DC como uma das principais fontes
de prépolis no Brasil (SFORCIN et al., 2012). Baccharis € um género amplo na familia
Asteraceae, com mais de 500 espécies presentes em ambientes tropicais e
temperados (ABAD; BERMEJO, 2007), com grande importancia na producao de 6leos
essenciais (LOAYZA et al., 1994), na industria farmacoldgica, tendo papel bactericida,
fungicida, antioxidante e anti-inflamatério, devido a presenca de flavonoides,
compostos fendlicos, diterpenoides e componentes volateis (ABAD, BERMEJO, 2007)
além da utilizacdo dos 6leos essenciais de Baccharis platypoda DC no tratamento de
doencgas como Leishmaniose (MOREIRA et al., 2014).

As espécies que serdo usadas aqui como modelos de estudos sao Baccharis
platypoda, apresenta habito arbustivo, tricomas, lamina foliar peciolada, pinada e com
venacgOes, margens inteiras ou denteadas, presenca de tricomas glandulares em
ambos os lados das folhas, vasos condutores secundarios que se destacam da lamina
foliar, canais secretores associados a vasos condutores e mesofilo isobilateral, com
uma faixa compacta de parénquima esponjoso no centro da folha (GIULIANO, 2005;
ORNELLAS et al., 2019); e B. dracunculifolia que apresenta folhas simples, inteiras,

alternas, sésseis, uninérveas, verdes e membranaceas, com formato lanceolado,
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apice agudo e tricomas glandulares pluricelulares. Seus primordios foliares
apresentam densa camada de tricomas, que sdo escassos em folhas adultas. As
folhas sdo anfiestomaticas, com mesofilo predominantemente composto de
parénquima palicadico e uma estreita faixa de paréngima esponjoso, além de canais
secretores associados ao floema (OLIVEIRA; BASTOS, 1999; BUDEL et al., 2004).
Sua ocorréncia engloba paises da América Latina, além de estar presente em diversos
Estados brasileiros, dentre eles, Minas Gerais (HATTORI; NAKAJIMA, 2008).

2.2 Expansao foliar

O crescimento das células vegetais € regulado de uma forma dinamica e
complexa, a qual envolve pressdo de turgor e a resisténcia da parede celular.
(COSGROVE, 2005), levando ao desenvolvimento de todos os 6rgdos vegetais,
incluindo as folhas. As folhas tém seu processo de desenvolvimento coordenado por
divisbes celulares, expansao e diferenciacdo celular, bem como fatores genéticos
(TOWNSLEY; SINHA, 2012). Sao essenciais para o processo fotossintético, além
disso estéo estritamente relacionadas com as fungdes que o vegetal desempenha e
as adaptacBes mediante as mudancas ambientais e condi¢des climaticas (LIU et al.,
2017)

A formacdo do fendtipo da folha tem importancia funcional e adaptativa,
atuando em processos de captura de luz e gas carbdnico, na transpiracdo e na
fotossintese. Seu crescimento envolve fatores genéticos, os quais sao influenciados
pela interacdo com o ambiente, culminando no aumento ou diminuicdo da area foliar
(VOLKENBURGH, 1999). Estas alteraces passam por mudancas a nivel celular e na
estrutura da parede celular, dependentes da inducao e controle do estresse oxidativo.
Este estresse leva ao alongamento celular, distendendo a parede, o qual € mediado
pelos microtibulos e favorecido pela elasticidade das células, promovendo o
alongamento e expanséao dos orgaos vegetais (ZHAO et al., 2020).

Embora os mecanismos genéticos de controle de desenvolvimento foliar
tenham sido discutidos na literatura usando especialmente Arabidopsis thaliana L.
Heynh (RODRIGUEZ et al.,, 2014), estudos de ontogenia chamam a atencao de

pesquisadores, uma vez gque estes nos permitem entender os padroes de expressao
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génica e formacao do fendtipo foliar (KRISHNAMURTHY et al., 2015). A morfogénese
foliar em eudicotiledéneas é baseada em trés diferentes estagios: o primeiro com
formacao do primordio a partir de divisdes, que levam a formac&o de um eixo foliar; o
segundo, com a diferenciacdo dos meristemas marginais e submarginais; e o terceiro,
com processo de expanséo foliar e morfogénese secundaria (FHAN, 1985; BECK,
2005). Resta saber quais sédo as alteracbes que ocorrem na parede celular,
especialmente aquelas relacionadas ao grau de metil-esterificacdo de compostos

pécticos.

2.3 Parede celular vegetal

A celulose € o componente mais abundante das paredes celulares vegetais,
sendo constituida por complexos dindmicos que se movimentam do interior da
membrana plasmética, enquanto a deposi¢do de celulose é direcionada na parede
(LEROUXEL et al., 2006). As células em crescimento primario apresentam paredes
maleaveis, o qual € mediado pela pressédo de turgor, elementos do citoesqueleto e
reacOes bioquimicas, as quais modificam os padrbes de deposi¢cdo da celulose e
afrouxam as microfibrilas, possibilitando sua movimentacdo e expansdo celular
(TSUGE et al., 1996; BASKIN, 2005; MAGALHAES et al., 2014). Entretanto, a
dindmica funcional da parede celular também depende de componente néo
celulésicos, como as pectinas (ALBERSHEIM et al., 2011).

A diferenciacdo da parede celular ocorre por modificagdes em sua constituicao,
dentre elas as variacbes na composi¢cado péctica, com a participacdo de enzimas,
como esterases, que regulam o grau de metil-esterificacdo das pectinas e pode estar
diretamente relacionada as caracteristicas ambientais (CUTSEM; MESSIAEN, 1996),
tais como baixas temperaturas (BILSKA-KOS et al., 2017), calor excessivo (WU et al.,
2018), déficit hidrico (MOORE et al., 2008), estresse salino (MILEWSKA-HENDEL et
al., 2017), metais pesados (JIA et al., 2019), deficiéncia nutricional (WU et al., 2017)
e patdogenos (ENGELSDORF et al.,, 2016; BETHKE; GLAZEBROOK, 2019). A
estrutura dos polissacarideos que compde a parede celular varia de acordo com 0s
tecidos da planta e entre as diferentes espécies de vegetais (ALBERSHEIM et al.,
1996).


http://www.frontiersin.org/people/u/385408
javascript:;
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O crescimento da parede sofre influéncia de polissacarideos distintos
pertencentes a classe das pectinas, entre 0s quais se destaca os homogalacturonanos
(HGs), e a acdo das pectinas metil-esterase (PMEs) (WOLF; GREINER, 2012). As
pectinas sdo os polissacarideos mais complexos estruturalmente e funcionalmente
encontrados nas paredes celulares vegetais (EVERT, 2006) e participam do
crescimento, morfologia, desenvolvimento, defesa, além de serem polimeros
estabilizantes e gelatinosos nas paredes celulares (MOHNEN, 2008). Séo
heteropolissacarideos estruturais largamente utilizados na industria alimenticia na
forma de geleias e estabilizantes, além de ter seu papel farmacolégico explorado no
tratamento e prevencdo de algumas doencas, tais como o cancer (NAQASH et al.,
2017).

As pectinas atuam no controle da porosidade, na protecdo contra patdgenos e
na estabilidade da parede celular (JONES et al., 1997; WILLATS et al., 2001;
ALBERSHEIM et al., 2011; WOLF; GREINER 2012). As pectinas sdo constituidas por
quatro grupos distintos denominados homogalacturonanos (HGs),
rhamnogalacturonananos-I (RG-l), rhamnogalacturonananos-ll (RG-II) e
xylogalacturonananos (XGA), os quais ligam-se de forma covalente (YAPO, 2011).
Homogalacturonanos sdo compostos formados por ligac6es de acido galacturdnico,
gue pode ser em parte metil-esterificado (BRETT; WALDRON, 1996), sendo que
arabinanos e galactanos desempenham um papel importante na extensibilidade da
parede celular (JONES et al., 1997).

Durante a ontogénese dos 6rgaos vegetais, a extensibilidade da parede celular
esté relacionada com a modulacdo de enzimas e os graus de metil-esterificacdo dos
homogalacturonanos (HGs) da parede, por intermédio das pectinas metilesterases
(PMESs) (WILLATS et al., 2001).

Os polissacarideos de origem péctica apresentam papel relevante na adesao
celular que é diretamente influenciada pelo grau de metil-esterificacdo no tecido
vegetal (McCARTNEY; KNOX, 2003), sendo que as liga¢gbes cruzadas entre estes
compostos e o calcio contribuem para a adeséo celular (McCARTNEY; KNOX, 2002).
O acido galacturénico, maior componente da rede de pectina, pode se apresentar
esterificado ou formando ligacdes cruzadas com o célcio (Ca?*), sendo que quando

ocorre um afrouxamento nestas ligacdes a célula apresenta-se mais maleavel e capaz
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de aumentar de tamanho (BENNING et al., 1996). As pectinas metil-esterases (PMES)
sao enzimas com funcbes diversas e importantes durante o0 processo de
desenvolvimento vegetal (JOLIE et al., 2010). As PMEs modificam o grau de metil-
esterificacdo das pectinas, que ocorre em seus grupos carboxilicos, sofrendo um
decréscimo neste grau de metil-esterificacdo e, consequentemente, alterando suas
propriedades fisico-quimicas (CHAM et al., 2017).

As alteracfes na metil-esterificacdo das pectinas podem impactar a funcéao que
estas desempenham no vegetal (PELLOUX et al., 2007), influenciando na adeséo
celular, plasticidade, pH e defesa contra patdégenos. De fato, a avaliagdo do grau de
metil-esterificacdo das pectinas por intermédio de analises imunocitoquimicas podem
auxiliar na compreenséo da dinamica da parede celular durante a ontogénese foliar e
a acao da PMEs (OLIVEIRA et al., 2014).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sistema de estudo

Amostras de folhas Baccharis dracunculifolia e Baccharis platypoda foram
coletadas na regiao de Lavras, no Parque Ecol6gico Quedas do Rio Bonito (Figura 1
- A), Minas Gerais, Brasil (21°19'44" S, 44°58'6" O), localizado ao sul do municipio de
Lavras. O clima da regido € do tipo Cwb, segundo o mapa da classificacdo de Képpen
para o Brasil, proposto por Alvares et al. (2013), contendo verdes brandos e invernos
secos. A precipitacdo anual média € de cerca de 1500 mm, com temperatura anual
média de 19,6°C (BRASIL, 1992). O Parque apresenta quatro tipos fitofisionémicos -
floresta, cerrado, campo rupestre e campo de altitude (DALANESI et al., 2004), sendo
gue o material para o presente estudo foi coletado em uma area de campo rupestre.
Os apices caulinares, folhas jovens e folhas expandidas foram coletadas (n = 10),
fixadas em FAA (formalina, acido acético, etanol a 50%, 1:1:18 v/v/v) (JOHANSEN,
1940) e em glutaraldeido (2,5% em tampéo fosfato 0.1M pH 7.2) (KARNOVSKY, 1965
modificado) para subsequentes andlises estruturais e de imunocitoquimicas, onde

foram avaliados a gema e os primérdios foliares, terceiro e sexto nos.
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3.2 Andlises estruturais

Amostras fixadas de apices caulinares (gema e primordios foliares), folhas
jovens (primeiro ao quarto no) e folhas expandidas (quinto, sexto e nono nos) (n = 10)
foram desidratadas em etanol, embebidas em 2-hydroxyetilmethacrilato (Historesin
Leica Wetzlar, Germany), seccionadas transversalmente com auxilio de micrétomo
rotativo semiautomatico, em espessura de 8 um. Posteriormente as laminas foram
coradas com azul de toluidina pH 6,7 (O'BRIEN et al., 1965) e montadas em verniz
vitral (PAIVA et al. 2006). As seccles foram analisadas e fotografados com auxilio do

microscépio Nykon Eclipse E100 com camera digital acoplada (Lumenera Infinity 13.1

mp).

3.3 Andlises de imunocitoquimica

Amostras de gemas e primordios foliares juntamente com folhas do terceiro e
sexto nos foram desidratadas em série etandlica (70, 80, 90 e 100%), e infiltradas em
Historresina® com subsequente emblocamento, sem a etapa de coloracdo. Secées do
material foram feitas com auxilio de micrétomo rotativo semiautomatico. Em seguida,
as amostras foram embebidas em uma solucdo bloqueadora de proteina de leite
Molico® tampéo fosfato-salino (PBS), durante 30 minutos. A incubacdo em anticorpos
primarios monoclonais JIM5, JIM7, LM5, LM6 (Centre for Plant Sciences, University of
Leeds, UK), (Tabela 1), diluidos 1:10 em leite / PBS, ocorreu em sequéncia e por 2
horas. Os cortes, entdo, foram lavados em PBS, com posterior incubacdo em
anticorpo secundario FITC (1:100 em 3% leite/PBS), por 2 horas na auséncia de luz.
O controle foi obtido através da supresséo da incubag&o com o anticorpo primario. As
amostras foram montadas em glicerina 50%, ap6s nova lavagem dos cortes em PBS,
e avaliadas em microscopio de fluorescéncia (DM4000B LED, Leica, Alemanha)
acoplado com camera monocromatica HD (DFC3000 G), com comprimento de onda
de excitacdo de 450—490 nm e filtro de emissédo de 515 nm. O filtro DAPI foi usado
como controle de autofluorescéncia. Resultados positivos (+) foram marcados com a

coloracéo verde, enquanto que os negativos (-) com a azul.
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Tabela 1. Anticorpos monoclonais, epitopos e respectivas referéncias.

EPITOPOS
ANTICORPOS REFERENCIAS

MONOCLONAIS

Homogalacturananos (HGSs)

JIM 5 Baixa metil-esterificagcao Vanderbosch et al. (1989), Knox
et al. (1990), Willats et al. (2000),
Clausen et al. 2003)

JIM 7 Metil-esterificado (referido aqui como alta metil- Knox et al. (1990), Willats et al.
esterificagao) (2000), Clausen et al. (2003)
Rhamnogalacturonanos (RGIs)
LM5 (1— 4) B-D-galactano Jones et al. (1997)
LM 6 (1 — 5) a-L-arabinanos Willats et al. (1998)

4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento anatdmico — do primoérdio a folha expandida — Baccharis
dracunculifolia

As folhas de Baccharis dracunculifolia (Figura 2), apresentam uma filotaxia
alterna espiralada (Figura 1 - B) e sdo pequenas e lanceoladas (Figura 1 - B) e
possuem tricomas na regido do meristema apical. No primeiro e segundo nés ocorre
uma pequena diferenciacdo e perda de tricomas. O terceiro e quarto nés apresentam-
se em estagio de transi¢ao entre tecidos meristematicos e ja diferenciados; e no quinto
e sexto nos as folhas ja atingiram o estagio de expansao total.

No primérdio foliar da gema, as células apresentam-se em condicao
meristematica, com formato arredondado, as quais compde a protoderme (pd) com
apenas uma camada, o meristema fundamental (mf) e o procambio (pr) (Figura 2 — A,
B). O arranjo das células € compacto e 0s nucleos sdo grandes e densos, além de
haver uma grande densidade de tricomas glandulares e tectores (Figura 2 - A). Na
regido do procambio observa-se um inicio de organizacao com formacao de cavidades
secretoras (Figura 2 - A). Ocorre a formacgédo de células subsidiarias e pequenos
espacos que serdo futuramente as camaras subestoméaticas em algumas regides do

primordio foliar (Figura 2 — A, B).
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No primeiro n6 (Figura 2 — C, D) a regido do mesofilo apresenta-se ainda
indiferenciada, com células do meristema fundamental dividindo-se de forma anticlinal
e alongando o eixo da folha. Na nervura central, ja pode ser observado um arranjo
organizado do xilema e floema primarios, os quais estédo circundados por células de
parénquima arredondadas, formando uma bainha que envolve o tecido condutor
(Figura 2 — C). Nesta etapa, observam-se diferenciacéo de varias células epidérmicas
em células-guarda e surgem também as camaras subestomaticas em estagio inicial,
gue se localizam nas duas faces da folha (Figura 2 — C, D). O segundo no6 (Figura 2 —
E, F) ndo difere drasticamente do primeiro nd, apresentando as mesmas
caracteristicas, com nucleos ainda bastante conspicuos e sinais de divisao celular.
Ocorre apenas uma aparente diminuicdo no nimero de tricomas na epiderme, que se
arranjam em grupos separados como no primeiro nd (Figura 2 — E).

No terceiro n6 (Figura 2 — G, H) e quarto (Figura 2 — I, J) nota-se uma clara
distincdo entre parénquimas palicadico e esponjoso, o0 arranjo das células permanece
bastante compacto, ocorrem 3-4 camadas de parénquima palicadico nas faces adaxial
e abaxial, as quais apresentam formato alongado. O parénquima esponjoso esta
restrito a uma estreita faixa mediana (2-3 camadas), de células braciformes, que
muitas vezes circundam os feixes vasculares e canais secretores ao longo do mesofilo
(Figura 2 — I, J). As camaras subestomaticas sdo bastante visiveis nas faces abaxial
e adaxial da folha e as células-guarda séo grandes e facilmente identificaveis (Figura
1 - J). Os tricomas sdo menos frequentes em comparacédo aos primordios foliares.

No quinto n6 (Figura 2 — K, L) as células do parénquima palicadico sdo mais
alongadas e o parénquima esponjoso esta destacado no centro do mesofilo, podendo
circundar os feixes vasculares adjacentes. Alguns tricomas ainda sdo observados
(Figura 2 — K). No sexto né (Figura 2 — M, N) o parénquima palicadico apresenta
células bastante alongadas e justapostas, seu arranjo permanece compacto, com
espagos apenas na regido das camaras subestomaticas. Neste estagio a folha é
considerada expandida, apresenta a diferenciacdo completa dos tecidos. Os tricomas
glandulares na epiderme ainda sé&o visiveis (Figura 2 — M).

No nono no (Figura 2 — O, P) ndo ha diferenciagdo em comparagéo com o 6°
nod, as células do parénquima palicadico conservam-se alongadas, formando trés

camadas distintas nas duas faces da folha. O parénquima esponjoso limita-se a uma
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estreia faixa de duas camadas no centro da folha, com formato braciforme. Ocorrem
feixes vasculares secundérios e cavidades secretoras circundados por parénquima,
além de muitas camaras subestomaticas ao longo de toda a lamina foliar (Figura 2 —
P).

4.2 Descricao anatdmica — primordio a folha expandida — Baccharis platypoda

Os estagios de desenvolvimento das folhas de Baccharis platypoda (Figura 3)
séo similares aos de baccharis dracunculifolia. A filotaxia é alterna espiralada (Figura
1 - C), as folhas sdo grandes e com margens denteadas (Figura 1 — B). A delimitacéo
de estagios de desenvolvimento semelhante a Baccharis dracunculifolia. Na regido
meristematica, o primeiro e o segundo noés estdo indiferenciados, o terceiro né ja
apresenta uma diferenciacao clara entre os parénquimas palicadico e esponjoso e a
partir do quarto n6 a folha ja se encontra expandida.

O primordio foliar da gema de Baccharis platypoda é formado por uma nervura
central desenvolvida, com um arranjo pequeno de feixes de protofloema e protoxilema
(Figura 3 — A, B). O mesofilo contém células arredondadas e com arranjo compacto,
0s nucleos séo grandes e densos e a epiderme possui um grande nimero de tricomas
glandulares e tectores (Figura 3 — A, B). O mesofilo € delgado e ha feixes vasculares
dispostos ao longo da folha, que formam nervuras secundarias menos calibrosas
(Figura 3 — B). Neste estagio ja é possivel observar estbmatos e pequenas camaras
subestométicas na face abaxial da folha (Figura 3 - A).

No primeiro n6 (Figura 3 — C, D) a epiderme adaxial apresenta células
arredondadas, grandes e de formato irregular, ja na regido abaxial estas células sao
menores e arredondadas. Os estdmatos encontram-se apenas na face abaxial das
folhas (Figura 3 - C). Neste estagio, as folhas também apresentam tricomas, porém
em menor quantidade (Figura 3 — C, D). Ao longo da lamina foliar ocorrem cavidades
secretoras e feixes vasculares adjacentes (Figura 3 - D). O mesofilo esta
indiferenciado e compacto, suas células apresentam nudcleos densos e inimeras
divisbes anticlinais sdo observadas. No segundo n¢6 (Figura 3 — E, F) ndo ocorrem
mudancas drasticas em comparacdo com 0 primeiro no, as células do mesofilo

encontram-se um pouco mais alongadas, mas ainda indiferenciadas e com nucleos
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densos (Figura 3 — F). H& uma diminuicdo no indumento, mas ainda € possivel
observar alguns tricomas ao longo da lamina foliar (Figura 3 — E).

No terceiro n6 (Figura 3 — G, H), é visivel uma separacéo entre os parénquimas
palicadico e esponjoso e a epiderme esta praticamente sem indumento. Ocorre um
leve espessamento nas células do colénquima na regido inferior da nervura central
(Figura 3 — G). No quarto no (Figura 3 — 1, J), a diferenciacdo esta completa, as células
do parénquima palicadico estdo em um arranjo compacto. As células do colénquima
estdo espessadas ao longo de toda nervura central e alguns tricomas ainda sao
observados na epiderme (Figura 3 — ).

No quinto (Figura 3 — K, L) e sexto nés (Figura 3 — M, N), o parénquima
palicadico apresenta-se em duas camadas compactas e justapostas, sendo que a
primeira camada na face adaxial apresenta células mais alongadas em relacdo a
regido abaxial (Figura 3 — N). O parénquima esponjoso apresenta duas camadas de
células braciformes. As células da epiderme adaxial sdo grandes e de formato
arredondado e as células da epiderme abaxial sdo pequenas na nervura central
(Figura 3 — M), com pouca ocorréncia de tricomas. No nono no (Figura 3 — O, P) ocorre
um espessamento do colénquima e aumento de volume do feixe vascular na nervura

central (Figura 3 — O).

4.3 Analise Imunocitoquimica

4.3.1 Baccharis dracunculifolia

Epitopos de HGs metil-esterificados, reconhecidos pelo anticorpo JIM7,
marcaram de forma fraca algumas células dos primordios foliares na regido apical
(Figura 4 - A). Nas folhas de primeiro n6 houve marcacao fraca no colénquima, ainda
em formacgé&o, na regido da nervura mediana (Figura 4 — B, tabela 2). Na lamina foliar
nota-se uma marcacgao generalizada, deste a epiderme, tecido fundamental e floema
dos feixes vasculares (Figura 4 - C, tabela 2). No terceiro n0, nota-se uma marcacao
moderada dos epitopos reconhecidos pelo JIM7 no colénquima e floema da nervura
mediana (Figura 4 - D, tabela 2), assim como na parede periclinal interna da epiderme,

parénquima clorofiliano e células do epitélio secretor (Figura 4 - E, tabela 2).



19

Resultados semelhantes sdo encontrados na folha expandida do sexto nd,
entretanto, com marcacao do epitopo reconhecido pelo JIM7 em maior intensidade
junto ao colénquima, epiderme, mesofilo e floema (Figura 4 - F, G, tabela 2). Epitopos
de HGs com baixa metil-esterificacdo, reconhecidos pelo JIM5, ndo foram localizados
nos primérdios foliares do meristema apical (Figura 5 - A, tabela 2) contudo,
apresentaram marcacao fraca nas células do colénquima da nervura mediana no
primeiro n6 (Figura 5 - B, tabela 2). No limbo foliar nota-se uma marcacdo na
epiderme, tecido fundamental e floema dos feixes vasculares (Figura 5 - C, tabela 2).
No terceiro e sexto nds nota-se marcacdo mais intensa dos epitopos reconhecidos
pelo JIM5 junto ao colénquima da nervura mediana, epiderme, mesofilo e floema das
nervuras medianas e de menor calibre (Figura 5 — D, G, tabela 2).

Epitopos de (1— 4) B-D-galactano, reconhecidos pelo LM5, foram detectados
na protoderme, meristema fundamental e procambio dos primérdios foliares nas
gemas (Figura 6 - A, tabela 2). Nas folhas de primeiro nd, epitopos reconhecidos pelo
LM5 foram detectados na nervura mediana, especialmente células do colénquima
(Figura 6 - B, tabela 2), floema, epiderme e tecido clorofiliano. No terceiro nd, nota-se
uma perda da intensidade da marcagdo em todos os tecidos, mantendo-se
principalmente no floema (Figura 6 - C, tabela 2). Epitopos de (1— 4) B-D-galactano
nao foram marcados nas folhas do sexto nd. Epitopos de (1 — 5) a-L-arabinanos,

reconhecidos pelo LM6, ndo foram detectados em nenhum dos estagios avaliados.

4.3.2 Baccharis platypoda

Epitopos de HGs metil-esterificados, reconhecidos pelo anticorpo JIM7, nao
foram marcados nas células dos primordios foliares na regido apical (Figura 4 — H,
tabela 3). Nas folhas de primeiro ndé houve marcacao intensa no colénquima, ainda
em formacéo (Figura 4 - |, tabela 3), na epiderme, incluindo complexo estomatico,
tecidos fundamentais (Figura 4 - J, tabela 3) e feixe vasculares.

No terceiro no, nota-se uma marcacdo moderada dos epitopos reconhecidos
pelo JIM7 no colénquima da nervura mediana (Figura 4 - K, tabela 3), assim como na
epiderme, parénquima clorofiliano e feixes vasculares (Figura 4 - L, tabela 3).

Resultados semelhantes sdo encontrados na folha expandida do sexto no, entretanto,
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com marcagdo do epitopo reconhecido pelo JIM7 em maior intensidade junto ao
colénquima (Figura 4 - M, tabela 3). Epitopos de HGs com baixa metil-esterificacéo,
reconhecidos pelo JIM5, foram localizados nos primérdios foliares do meristema
apical, de forma dispersa em todos 0s meristemas primarios (Figura 5 - H, tabela 3).

O primeiro n6 apresentou marcacao fraca no colénquima da nervura mediana
(Figura 5 - |, tabela 3), bem como nas paredes celulares da epiderme e no tecido
fundamental (Figura 5 - J, tabela 3). No terceiro e sexto nés nota-se marcacdo dos
epitopos reconhecidos pelo JIM5 junto ao colénquima da nervura mediana, epiderme
e epitélio dos canais secretores (Figura 5 — K, N, tabela 3).

Epitopos de (1— 4) B-D-galactano, reconhecidos pelo LM5, foram detectados
na protoderme, meristema fundamental e procambio dos primordios foliares no
meristema apical (Figura 6 - D, E, tabela 3). Nas folhas de primeiro nd, epitopos
reconhecidos pelo LM5 foram detectados na nervura mediana, especialmente células
do colénquima e floema (Figura 6 - F, tabela 3), no limbo foliar epitopos reconhecidos
pelo LM5 foram detectados na epiderme e feixes vasculares (Figura 6 - G, tabela 3).
No terceiro e sexto nds, epitopos reconhecidos pelo LM5 foram marcados na parede
do colénquima (Figura 6 - H), bem como na parede periclinal interna da epiderme e
células da bainha vascular (Figura 6 - J, tabela 3). Epitopos de (1 — 5) a-L-arabinanos,
reconhecidos pelo LM6, foram detectados somente no colénquima das folhas do

terceiro e sexto nos (Figura 6 - |, K, tabela 3).
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Figura 1 — Local de coleta e espécies coletadas

A — Vista do Parque Ecolégico Quedas do Rio Bonito. B- Baccharis dracunculifolia; C —
Baccharis platypoda.
Fonte: Do autor (2019)
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Figura 2. Vista frontal dos cortes transversais das folhas de Baccharis dracunculifolia (A — P).

Primdrdio
foliar

1° Nné

2° né

3° né

Seccédo da nervura central (A, C, E, G, |, K, M, O) e sec¢éo do mesofilo (B, D, F, H, J, L, H, P). tr (tricoma);
pr (procambio); mf (meristema fundamental); cs (cavidade secretora); me (mesofilo); es (estbmato); fv
(feixe vascular); pp (parénquima paligadico); pe (parénquima esponjoso); co (colénquima). As setas
indicam estbmatos e tricomas.
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Figura 3. Vista frontal dos cortes transversais das folhas de Baccharis platypoda (A — P).

Primoérdio
foliar

100 um @ . ‘50 um ‘ @

Secc¢do da nervura central (A, C, E, G, I, K, M, O) e seccdo do mesofilo (B, D, F, H, J, L, H, P). pr
(procambio); tr (tricoma); cs (cavidade secretora); me (mesofilo); mf (meristema fundamental); ep
(epiderme); es (estdbmato); pa (parénquima); fv (feixe vascular), pp (parénquima palicadico); pe
(paréngquima esponjoso); co (colénquima); as setas indicam estdmatos e tricomas.



24

Figura 4. Distribuicdo de HGs de alta metil-esterificagdo, marcados por anticorpos
monoclonais JIM7, durante a ontogénese foliar em Baccharis dracunculifolia (A-G) e
Baccharis platypoda (H-M). Resultados em verde indicacdo marcacao positiva e em azul
negativo.
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Abreviagdes: Pr- Protoderme; MF- Meristema fundamental; Co- Colénquima; CS- canal secretor;
Ep- Epiderme; Me- Mesofilo; FV- Feixe vascular; Es- Estomato.
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Figura 5. Distribuicdo de HGs de baixa metil-esterificacdo, marcados por anticorpos
monoclonais JIM5, durante a ontogénese foliar em Baccharis dracunculifolia (A-G) e
Baccharis platypoda (H-N). Resultados em verde indicacdo marcacao positiva e em azul
negativo.
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Abreviagdes: Pr- Protoderme; MF- Meristema fundamental; Co- Colénquima; CS- canal secretor
secretora; Ep- Epiderme; Me- Mesofilo; FV- Feixe vascular.
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Figura 6. Distribuicdo de RGIs, marcados por anticorpos monoclonais LM5 (A-H, J) e LM6
(I, K), durante a ontogénese foliar em Baccharis dracunculifolia (A-C) e Baccharis platypoda
(D-K). Resultados em verde indicacdo marcacao positiva e em azul negativo.
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Abreviacbes: Pr- Protoderme; MF- Meristema fundamental; Co- Colénquima; CS- canal secretor;
Ep- Epiderme; Me- Mesofilo; FV- Feixe vascular.
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Tabela 2: Intensidade de marcacdo das pectinas por anticorpos monoclonais primarios em
diferentes tecidos durante a ontogénese foliar de Baccharis dracunculifolia.

Tecidos
Protoderme Mesofilo Epiderme Meristema Parénquima Colénquima
apical
Anticorpos PF FJ FM PF FJ FM PF FJ FM FJ
monoclonais
1° 3 60 10 3 B° 10 3 6° 1 ¥
JIMS + ++ + + +++ +++ + +++ +++ + +++
JIM7 + + ++ ++ + + ++ +++ + + ++ ++ + ++
LM5 + ++ + ++ ++ + + ++ + +++ ++
LM6

FM

+H

+H

Floema

FJ

30
+H

++

Epitélio

secretor
FM FJ FM
6° 38
+++ +
+++ ++

A intensidade de marcacao € indicada por: vazio: sem reagéo; +, fraco; ++, moderado e +++, intenso.
Abreviagfes: PF: primérdio foliar; FJ: folha jovem (1° e 3° nos); FM: folha madura (6° no).

Tabela 3: Intensidade de marcacdo das pectinas por anticorpos monoclonais primarios em

diferentes tecidos durante a ontogénese foliar de Baccharis platypoda.

Tecidos
Protoderme Mesofilo Epiderme Meristema Parénquima Colénquima
apical

Anticorpos PF FJ FM PF FJ FM PF FJ FM FJ FM
monoclonais

1° 3 6° 1° 3 B 1 ar B 1" 3° 6°
JIMS + + + + + + ++ ++ + + + + + + +
JIM7 +H+ ++ - ++ ++ +++ + +H+ ++ i
LM5 + + + + ++ ++ ++ + ++ +++ +++ +++
Lve ++ ++

Floema

FJ

30

++

++

Epitélio

secretor
FM FJ FM
6° 3 B

+ +

++

A intensidade de marcacdo é indicada por: vazio: sem reacdo; +, fraco; ++, moderado e +++, intenso.
Abreviagfes: PF: primérdio foliar; FJ: folha jovem (1° e 3° n6s); FM: folha madura (6° no).
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5 DISCUSSAO

O processo de ontogénese foliar em Baccharis dracunculifolia e Baccharis
platypoda é similar aos padrdes descritos na literatura para folhas de Angiospermas
(AVERY, 1933), embora as Asteraceae apresentem alta variabilidade morfolégica e
anatdmica nas folhas, o que possibilita a este grupo colonizar ambientes diversos,
incluindo os xéricos (RIVERA et al., 2017) como os campos rupestres. A dindmica da
composicdo da parede celular desempenha um papel fundamental no
estabelecimento dos tecidos durante o desenvolvimento das folhas de B.
dracunculifolia e B. platypoda. A distribuicdo diferencial de epitopos de
homogalacturonanos (HGs) com alta e baixa metil-esterificacdo, reconhecidos
respectivamente por JIM7 e JIM5, e epitopos de (1— 4) B-D-galactanos e (1 — 5) a-
L-arabinanos, reconhecidos por LM5 e LM6, sdo essenciais para garantir 0s
processos de diferenciagdo e estabelecimento funcional dos tecidos durante a

ontogénese foliar.

5.1 Caracteristicas foliares e sua relagdo com o ambiente

As folhas de B. dracunculifolia e B. platypoda apresentam uma filotaxia alterna
espiralada e as folhas de Baccharis dracunculifolia sdo pequenas e lanceoladas, uma
estratégia que pode estar associada a alta incidéncia luminosa (LACERDA et al.,
2010; JARDIM et al., 2018). Em B. dracunculifolia o incremento na espessura do
parénquima palicadico melhora a captacéo e aproveitamento da luz direta e a grande
ocorréncia de estdmatos, com grandes camaras subestomaticas, nas faces abaxial e
adaxial, diminuem a perda de &gua, maximizam a fotossintese e a condutancia
estomatica em ambientes com alta incidéncia de luz (MOTT et al., 1982; PEARCE et
al., 2006; GALMES et al., 2007; LACERDA et al., 2010; MELO JUNIOR et al., 2018).

A folha de Baccharis platypoda apresenta estdmatos apenas na face abaxial,
que pode estar relacionado com a diminuicdo da perda de agua e exposicdo a
luminosidade excessiva (EVERT, 2006). Porém Ornellas et al. 2019, observou em
regides de alta altitude a presenca de estdmatos nas duas faces da epiderme em B.
platypoda.
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Indumento abundante recobre as folhas de B. dracunculifolia e de B. platypoda
nos estagios iniciais de desenvolvimento, sendo escassos a partir do segundo no,
caracteristica comum na familia Asteraceae (MARTINS et al., 2006; EMPINOTTI;
DUARTE, 2008; MOREIRA; CAVALCANTI, 2020). A presenca destes tricomas € uma
caracteristica que pode estar relacionada a protecdo da gema, uma regido tenra e
mais vulneravel da planta, jA que estes evitam ataques de predadores, perda
excessiva de agua, manutencéo da temperatura e refracéo do excesso de luz (FAHN,
1985; WAGNER et al., 2004; EVERT, 2013).

Além de tricomas secretores, canais associados aos vasos condutores ocorrem
em ambas as espécies, fato que € comum em espécies do género Baccharis, bem
como na familia Asteraceae (LERSTEN et al., 2006; MILLAN et al., 2006; DA SILVA
et al., 2014; FILARTIGA et al., 2016; FORMIGA et al., 2014; ORNELLAS et al., 2019).
As substancias produzidas por estes canais e pelos tricomas, podem estar
relacionadas com reserva energética, adaptacdo as variacfes de temperatura, além
de defesa e resposta contra o ataque de patdgenos (PIHAKASKI et al., 1987,
LERSTEN et al., 2006; SHIMADA et al., 2014).

O mesofilo de ambas as espécies € isobilateral, caracteristico de plantas
xéricas e as células do parénquima palicadico apresentam mais camadas justapostas
guando comparadas com as do parénguima esponjoso. Este fato pode garantir uma
maior eficiéncia fotossintética, uma vez que o parénquima palicadico € capaz de
aproveitar melhor a luz direta, enquanto que o parénquima esponjoso ocupa-se de
dispersar a luz pelo mesofilo de forma mais uniforme (GIVINISH, 1988; TAIZ; ZEIGER,
2004; LIMA JUNIOR et al., 2006; JARDIM et al., 2018; MELO JUNIOR et al., 2018)

Durante o desenvolvimento dos 0Orgdo vegetais, uma série de eventos
coordenados como crescimento, divisdo e alongamento, culminam no formato final
dos tecidos (OBROUCHEVA, 2008). Ao longo do processo de expansao foliar das
duas espécies de Baccharis estudadas, foi observada uma variagcdo nos componentes
pécticos da parede celular, que afetardo padrbes de diferenciagdo dos tecidos no
corpo da planta (ALBERSHEIM et al., 2011). Além disso, os diferentes graus de metil-
esterificacdo das pectinas observados ao longo do processo de expanséao foliar,
promovem modificagbes na estrutura da parede celular, tornando-a mais ou menos

maleavel de acordo com o estagio em que se encontra o tecido (HONGO et al., 2012,
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PEREZ et al.,, 2019; REEM et al., 2020). Assim sendo, o formato final do 6rgéo
depende da variagcado de componentes da parede celular, os quais sdo modificados de
forma quimica e mecanica (CHEBLI; GEITMANN, 2017).

5.2. Variacdo da composicao péctica da parede celular

Pectinas com diferentes graus de metil-esterificacéo foram observados durante
a expansao foliar em ambas as espécies B. dracunculifolia e B. platypoda, com padréo
de desenvolvimento e composi¢cédo de parede celular similares. A deposi¢cao de HGs
metil-esterificados se tornou intensa a medida que as folhas se desenvolveram,
especialmente no colénquima das nervuras médias que apresentaram forte marcacao.

Embora as HGs de baixa metil-esterificacdo tenham sido detectadas de forma
fraca nos primordios foliares de B. platypoda, a marcacao foi mais intensa nos tecidos
mais maduros em ambas as espécies. De fato, a avaliacdo da presenca de pectinas
de alta e baixa metil-esterificacdo usando técnicas imunocitoquimicas sdo importantes
para discussao da atividade das PMEs (OLIVEIRA et al., 2014, SILVA et al., 2019),
além de avaliar como o estado das HGs influenciam nas propriedades da parede
durante a organogénese (CHEBLI; GEITMAN, 2017).

Quanto as HGs com alto grau de metil-esterificacdo, foi observado que sua
ocorréncia variava conforme a expansao foliar avancava, isto péde ser constatado nas
folhas de Baccharis platypoda, que ap6s o primeiro nd ja apresentava marcacao para
este epitopo, o que pode estar relacionado com a sua estrutura foliar e também com
o fato de que suas folhas expandiram-se ja a partir do quarto n6, enquanto que em
Baccharis dracunculifolia esta ocorréncia foi bem sutil ao longo dos estagios de
expansdo, sendo detectada com mais facilidade no sexto né, uma vez que foi
constatada sua expanséo a partir do quinto ng, além disso, sua estrutura foliar diverge
de B. platypoda, influenciando na ocorréncia de epitopos com maior grau de metil-
esterificacdo, uma vez que folhas maiores necessitam de um suporte maior (JONES
et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2019).

Aqui, epitopos de (1— 4) B-D-galactanos foram identificados nos estagios
intermediarios de desenvolvimento de ambas as espécies e podem estar envolvidos

no processo de proliferagédo, diferenciacdo e principalmente alongamento celular
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(SALA et al.,, 2017). Aléem de estarem associados ao processo de sinalizacdo e
diferenciacdo de células de xilema e floema (SALA et al., 2013). Na epiderme, os
epitopos de (1 — 5) a-L-arabinanos localizados principalmente no colénquima das
folhas de podem auxiliar no processo de adesao celular em folhas ja expandidas,
como observado em folhas de Lavoisiera mucorifera e pericarpo de tomates
(VERHERTBRUGGEN et al., 2009, SILVA et al., 2014).

Arabinanos foram detectados somente em Baccharis platypoda, no colénquima
do 3° e 6° nés, 0 que pode estar relacionado a adesao celular, fornecendo a regiao do
colénquima na nervura central uma maior resisténcia, ocasionada pelo estresse
mecéanico (COSGROVE, 1999; GUILLON et al., 2017; LESZCZUK et al., 2018). A
auséncia de marcacdo de Arabinanos em Baccharis dracunculifolia em todos os
estagios pode se dever ao fato de que sua ocorréncia € bastante variavel, até mesmo
nos tecidos que compde o corpo vegetal, o que pode ser influenciado pelo ambiente,
estagio de desenvolvimento e idade da planta (MAKAROVA et al., 2018).

Em sintese, a ocorréncia de epitopos de (1 — 5) a-L-arabinanos, (1— 4) 3-D-
galactanos, HGs de alta e baixa metil-esterificacdo, provavelmente contribuem para a
dindmica da composicao da parede celular durante a divisado celular, alongamento e
crescimento, promovendo uma série de alteragdes funcionais nos tecidos foliares,

durante a ontogénese de B. platypoda e B. dracunculifolia.

6 CONCLUSOES

Durante as andlises realizadas nas duas espécies de Baccharis observou-se
uma semelhanga entre os padrdes de expanséao foliar e uma pequena variagdo na
ocorréncia dos componentes da parede celular. A dinamica destes componentes
pécticos, com menor ou maior grau de metil-esterificacdo, associados ao
desenvolvimento dos tecidos, conferem maior estabilidade a folha enquanto ocorre a
expanséao foliar. A dindmica observada das pectinas analisadas neste estudo nos
tecidos das folhas de Baccharis dracunculifolia e Baccharis platypoda, conferem
caracteristicas adequadas ao desenvolvimento celular, como uma maior

maleabilidade dos tecidos, associada a presenca das HGs com menor grau de metil-
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esterificacdo. Regibes com maior ocorréncia de HGs com alto grau de metil-
esterificacdo localizaram-se no colénquima da nervura central das folhas, o que pode

conferir maior estabilidade durante a expansao foliar.
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