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RESUMO

Canaveze, Y. Diferenciacdo de laticiferos articulados em plantas de
Tabernaemontana catharinensis (Apocynaceae). 2016. TESE DE DOUTORADO -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA, CAMPUS DE BOTUCATU.

RESUMO - Neste estudo buscamos avaliar diferentes aspectos da diferenciacdo de
laticiferos. O crescimento intrusivo (capacidade de crescer penetrando a lamela média
de células adjacentes) e a acdo indutora dos laticiferos (capacidade de induzir uma
célula vizinha a adquirir caracteristicas de laticiferos) sdo mecanismos de crescimento
interessantes que podem ocorrer nos laticiferos, mas que sdo mal compreendidos. O
etileno e o 4cido jasmonico sdo hormonios vegetais liberados durante a herbivoria e
podem afetar a diferenciacdo de estruturas secretoras relacionadas a defesa, como
laticiferos e ductos resiniferos. Utilizando métodos convencionais em microscopia
eletronica de transmissdo, para caracterizacdo da ultraestrutura celular, e
imunocitoquimicos, para a deteccdo de componentes de parede celular, exploramos o
desenvolvimento de laticiferos articulados anastomosados com crescimento intrusivo
e a acdo indutora dos laticiferos no embrido maduro e na planta de Tabernaemontana
catharinensis A.DC. (Apocynaceae). Além disso, pulverizamos solucdes de etileno
2%, acido jasmonico 0,1% ou agua deionizada em plantas (n = 33) de T. catharinensis
cultivadas em condicfes controladas e avaliamos a influéncia destes reguladores
vegetais sobre a diferenciacdo dos laticiferos nos tecidos priméarios e floema
secundério. Ultraestruturalmente, verificamos que o processo de incorporacdo de
células ao sistema laticifero é distinto no embrido e na planta. Entretanto, em ambos
0s casos, o protoplasto da célula incorporada adquire caracteristicas semelhantes a de
laticiferos, e a incorporacdo é restrita as células em contato com laticiferos. Os

tratamentos imunocitoquimicos revelaram que as paredes celulares dos laticiferos e
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das células do meristema fundamental no embrido maduro marcaram de maneira
semelhante para JIM7 e JIM5 (homogalaturonanos com grau de alta e baixa de metil-
esterificacdo, respectivamente), LM6 ((1—5)-a-L-arabinanos) e BS400-2 (calose).
Em porcbes indiferenciadas do apice caulinar na planta, as paredes dos laticiferos
marcaram mais intensamente para JIM5 e LMG6 e exibiram fraca ou nenhuma
marcacdao para LM5 ((1—4)-B-D-galactanos) e BS400-2 do que as células
meristematicas adjacentes. A deteccdo de epitopos glicanos no épice caulinar da
planta é compativel com crescimento intrusivo em laticiferos. Anélises quantitativas
revelaram que a diferenciacdo dos laticiferos originados do meristema fundamental
(cortex e medula) é reduzida por etileno exdgeno, enquanto o acido jasmonico parece
ndo influenciar a diferenciacdo dos laticiferos. A diferenciacdo dos laticiferos
originados do procambio e do cambio vascular parece ndo ser influenciada pelo
etileno e &cido jasménico exdgenos. Assim, considerando as funcdes protetoras do
latex, plantas tratadas com etileno exdgeno podem ficar mais vulneraveis ao ataque de

herbivoros e patdgenos.

Palavras-chave: acido jasmonico, Apocynaceae, imunocitoquimica, etileno, sistema

laticifero, ultraestrutura



ABSTRACT

Canaveze, Y. Differentiation of articulated laticifers in Tabernaemontana
catharinensis (Apocynaceae). 2016. TESE DE DOUTORADO - INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, CAMPUS
DE BOTUCATU.

ABSTRACT - In this study, we evaluated different aspects of the laticifer
differentiation. The intrusive growth (the capacity of grow penetrating the middle
lamella that cements adjacent cells) and the inducing action of laticifers (the capacity
of induced an adjacent cell to acquirer laticifer features) are exciting growth
mechanisms that may occur in laticifers, but they are poorly understood. Ethylene and
jasmonic acid are plant hormones released during the herbivory and may affect the
differentiation of secretory structures related with plant defense, as laticifers and resin
ducts. Using transmission electron microcopy conventional methods (for
characterization of the cell ultrastructure), and immunocytochemistry (for detection of
the cell wall compounds), we explored the development of the articulated
anastomosing laticifers with intrusive growth and the induction action of laticifer in
the mature embryo and plant of Tabernaemontana catharinensis A.DC.
(Apocynaceae). Additionally, we sprayed  solutions of the 2% ethephon, 0.1%
jasmonic acid and deonized water in plants of T. catharinensis (n = 33) growing
under controlled conditions and evaluated the influence of these plant regulators on
laticifer differentiation in the primary tissues and secondary phloem. In the
ultrastructure, we verified that the process of cell incorporation within the laticifer
system is distinct in the embryo and plant. However, in both the cases the protoplast
of the incorporated cells acquires similar features of laticifers, and the incorporation is
restricted to those cells in contact with laticifers. The immunolocalization analyses

revealed that walls of laticifers and ground meristem cells in the mature embryo have
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similar labeled for JIM7 and JIM5 (homogacturonans with high and low degree of
methyl-esterification, respectively), LM6 ((1—5)-a-L-arabinans) and BS400-2
(calose). In undifferentiated portions of the plant shoot apex, the laticifer walls show
more intense labeling for JIM5 and LM6 and exhibit weak or no labeling for LM5
((1—4)-p-D-galactans) and BS400-2 than the adjacent meristematic cells. The
labeling of glycan epitopes in the shoot apex of plant is compatible with intrusive
growth in laticifers. Quantitative analyzes revealed that the differentiation of laticifers
from ground meristem (in cortex and pith) is reduced by exogenous ethylene, while
jasmonic acid appears not to influence on the laticifer differentiation. Laticifer
differentiation from procambium and vascular cambium seems be not influenced by
ethylene or jasmonic acid. Thus, considering the protective latex functions, we suggest
that the negative effect of exogenous ethylene on laticifer differentiation in T.
catharinensis would make the plants most vulnerable to attack by herbivores and

pathogens.

Key words: Apocynaceae, ethylene, immunocitochemistry, jasmonic acid, laticifer

system, ultrastructure



Introducéo

Introducgéo

Laticiferos, estruturas secretoras internas portadoras de latex, formam um sistema
que permeia varios tecidos e 6rgaos no corpo da planta e representam um potente sistema
de defesa contra predadores tais como insetos e microorganismos e como selante de
ferimentos (Fahn 1979, 1990, Evert 2006), além de beneficiarem as plantas ao isolarem
substancias quimicas de defesa dos tecidos sensiveis (Farrell et al. 1991). O papel
defensivo do latex tem sido suportado por muitas linhas de evidéncia, e alguns autores
atribuiram o maior sucesso das plantas latescentes nos diversos ambientes, em relacdo as
ndo latescentes, as funcBes protetoras do latex (Farrell et al. 1991, Agrawal & Konno
2009, Konno 2011).

Estruturalmente, os laticiferos sdo classificados em dois tipos: ndo-articulados e
articulados (Esau 1953). Laticiferos ndo-articulados sdo formados por uma Unica célula
isolada com crescimento indeterminado, diferenciando-se em estruturas tubulares que
apresentam crescimento intrusivo, podendo ser ramificados ou desenvolverem-se em
tubos mais ou menos em linha reta, sendo classificados como n&o-ramificados (Evert
2006). Laticiferos articulados sdo formados por fileiras de células alongadas, que se
dispbem em série, podendo suas paredes terminais permanecer integras ou serem parcial
ou totalmente dissolvidas (Evert 2006). Se houver conexdes entre fileiras axiais distintas,
os laticiferos sdo classificados como articulados anastomosados, em ndo ocorrendo tais
conexdes, o0s laticiferos sdo classificados como articulados nédo-anastomosados (Evert
2006).

Em laticiferos articulados, a incorporacao de células parenquimaticas (em tecidos
diferenciados) ou de células do meristema fundamental (em tecidos indiferenciados) ao
sistema laticifero tem sido relatada para diferentes espécies (Milanez 1959, 1977, Lopes

et al. 2009, Canaveze & Machado in press). A ramificacdo horizontal em laticiferos do
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embrido maduro de Nerium oleander (Apocynaceae), parece ser resultado da acéo
indutora do laticifero sobre uma célula meristematica vizinha; o laticifero emite uma
projecdo lateral fina que penetra no citoplasma da célula adjacente e, posteriormente,
essa célula se diferencia apresentando caracteristicas de laticiferos (Milanez 1977). A
acdo indutora do laticifero ainda ndo € clara e merece ser estudada.

Laticiferos articulados e ndo articulados podem se ramificar em regides
meristematicas ou de alongamento por crescimento intrusivo através de projecGes apicais
ou laterais (Rudall 1987, Canaveze and Machado in press). Este tipo de crescimento tem
sido estudado com maior detalhe em laticiferos ndo articulados (Serpe et al. 2001, 2002,
2004) e requer alteracGes e rearranjos dos componentes de parede celular, além da quebra
de conexdes simplasticas (Mahlberg 1993, Serpe et al. 2002). Meétodos
imunocitoquimicos para a localizacdo de componentes de parede celular podem auxiliar
na compreensdo da dindmica da parede durante o crescimento intrusivo em laticiferos
(Serpe et al. 2001, 2002, 2004).

Diversas linhas de evidéncia demonstram que a producdo de latex é afetada por
condicBes bioticas e abidticas, dentre elas a herbivoria (Agrawal & Konno 2009). As
injurias causadas na planta durante a herbivoria estimulam a producdo de hormdnios
vegetais que desencadeiam diferentes respostas fisiolégicas nas plantas: o etileno é o
hormdnio liberado em funcdo do estresse mecanico e o acido jasmdnico, em funcdo ao
estresse quimico (Taiz & Zeiger 2006).

Nesse sentido, alguns estudos tém buscado compreender a atuacdo dos
hormdnios/reguladores vegetais na formacdo de estruturas secretoras relacionadas a
defesa das plantas, como ductos e laticiferos. Etileno (Yamamoto & Kozlowski 1987,

Fahn 1988, Hudgins & Franceschi 2004) e metil jasmonato (Hudgins & Franceschi 2004)
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exdgenos induzem a formacdo de ductos resiniferos traumaticos em diferentes espécies,
especialmente coniferas.

Em cultivos comerciais de Hevea brasiliensis (Euphorbiaceae), o ethephon, um
agente liberador de etileno, é comumente aplicado para estimular o fluxo de latex (Hao &
Hu 2000). Entretanto, o etileno ndo causa alteragcdes quantitativas observaveis nos
laticiferos de individuos de H. brasiliensis em que ndo ha coleta de latex (Hao & Hu
1984). A aplicacdo de &cido jasmonico e 4cido linolénico em plantas de H. brasiliensis
promovem o aumento do nimero de laticiferos no cortex e no floema secundéario (Hao &
Hu 2000). O é&cido linolénico é precursor do &cido jasménico e esses hormdnios sdo
associados a defesa contra patdgenos e ataque de insetos (Hao & Hu 2000). Nesse
mesmo estudo, a aplicacdo de acido abscisico, etileno e &cido salicilico ndo promovem
efeito detectavel na diferenciacdo dos laticiferos (Hao & Hu 2000). Assim, a influéncia
dos reguladores vegetais na diferenciacdo de laticiferos merece ser melhor investigada.

Tabernaemontana catharinensis A.DC. (Apocynaceae) tem uma ampla
distribuicdo geografica que se estende a diferentes dominios fitogeograficos do Brasil
(Koch et al. 2015). Esta espécie é abundante em areas com forte alteracdo antropica, além
de ocorrer em pastagens e culturas (Pott et al. 2006). O extrato desta planta exibe
atividades tripanocida (Pereira et al. 1999), leishmanicida (Soares et al. 2007), anti-
tumoral (Almeida et al. 2004) e anti-ofidica (Batina et al. 2000, Almeida et al. 2004,
Veronese et al. 2005, Gomes et al. 2010). Alcaldides inddlicos com diferentes
propriedades farmacoldgicas e aplicacbes em medicina popular também foram
registrados T. catharinensis (Pereira et al. 2004, Gongalves 2011).

T. catharinensis possui laticiferos articulados anastomosados com crescimento

intrusivo nos corpos primario e secundario da planta e seu desenvolvimento envolve
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fusdo de protoplastos, adicdo de células e crescimento intrusivo (Canaveze & Machado
in press).

Neste estudo buscamos compreender aspectos importantes da diferenciacdo de
laticiferos articulados. Utilizando métodos convencionais em microscopia eletrénica de
transmissdo, para caracterizacao da ultraestrutura celular, e imunocitoquimicos, para a
deteccdo de componentes de parede celular, exploramos o desenvolvimento de laticiferos
articulados anastomosados com crescimento intrusivo e a acdo indutora dos laticiferos
em embrido maduro e planta de T. catharinensis. Outro aspecto da diferenciacdo dos
laticiferos que avaliamos foi a influéncia do etileno e &cido jasmonico sobre a
diferenciacdo dos laticiferos nos tecidos primarios e floema secundéario, utilizando
plantas de T. catharinensis cultivadas em condi¢fes controladas.

Nosso estudo, que leva em conta diferentes aspectos referentes a diferenciacdo de
laticiferos, pode contribuir para programas de melhoramento da producéo e da coleta de
latex, porque além das diferentes funcBes ecoldgicas ja apresentadas, alguns
componentes do latex também apresentam importancia econémica relevante (Agrawal &

Konno 2009).



Consideracbes Gerais

Consideracdes gerais

Mais de 20.000 espécies distribuidas em mais de 40 familias de Angiospermas
(8,9% das Angiospermas) exudam latex. O latex da maioria das espécies contém uma
variedade de compostos biologicamente ativos, como terpendides, alcaldides,
borracha, proteases, quitinases e glicosidades. Os laticiferos, células que produzem e
armazenam latex, constituem importante objeto de estudo; entretanto, os estudos sdo
restritos a poucas espécies de interesse econdémico.

Neste estudo, buscamos compreender aspectos relacionados a diferenciacao
dos laticiferos articulados em Tabernaemontana catharinensis A.DC., uma
Apocynacae nativa e amplamente distribuida no Brasil, portadora de um sistema
laticifero complexo cujo desenvolvimento envolve a fusdo de protoplastos, adicdo de
células e crescimento intrusivo.

As semelhancas na composicao de glicanos da parede celular dos laticiferos no
apice caulinar da planta entre espécies portadoras de laticiferos articulados e nao
articulados com crescimento intrusivo revela que mecanismos envolvidos neste tipo
de crescimento séo independentes do tipo de laticifero. Uma abordagem interessante
para estudos futuros é a verificacdo destes glicanos de parede em espécies de
Apocynaceae com laticiferos articulados, mas que ndo apresentam crescimento
intrusivo.

A semelhanca nas caracteristicas das paredes dos laticiferos e de células
meristematicas no embrido ¢ um indicio de que, embora os laticiferos no embrido
maduro sejam considerados ativos em secrecdo, suas paredes ainda podem estar num
estado “imaturo”. Nosso estudo é o primeiro a comparar a composicao de glicanos de

parede celular em laticiferos no embrido e na planta. Assim, estudos que aprofundem

76
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estas comparacOes para outras espécies vegetais podem ser promissores e importantes
para a compreensdo da dindmica da parede celular.

A acdo indutora dos laticiferos, levando a aquisicdo de caracteristicas de
laticiferos por células adjacentes, meristematicas ou parenquimaticas, foi suportada
neste estudo e ocorre por mecanismos distintos no embrido maduro e na planta. No
embrido maduro, o crescimento dos laticiferos parece ocorrer predominantemente pela
fusdo de protoplastos e acdo indutora dos laticiferos sobre células adjacentes. O
predominio destes mecanismos de desenvolvimento pode estar relacionado as baixas
taxas de multiplicacdo e alongamento celular no embrido maduro, o que restringiria a
expansao dos laticiferos por crescimento intrusivo.

Os resultados obtidos com a aplicacdo de reguladores vegetais divergiram
daqueles encontrados na literatura. O etlileno exdgeno diminuiu a diferenciacdo de
laticiferos originados do meristema fundamental, enquanto o acido jasménico ndo
influenciou a diferenciacdo dos laticiferos. A influéncia negativa do etileno exdgeno
pode ser conseqliéncia da concentragdo utilizada, idade da planta, dentre outros
fatores. A inducdo na diferenciacdo dos laticiferos pode estar relacionada a outros
reguladores vegetais, como por exemplo, o &cido salicilico, um horménio vegetal
também relacionado a resposta a resisténcia induzida, ou mesmo a uma combinacdo
de reguladores e sinalizadores celulares. Neste contexto, experimentos laboratoriais
simulando a herbivoria (e.g. remocao das folhas) ou mesmo a interacdo da planta com
0 herbivoro e a imediata avaliacdo dos niveis de hormdnios (etileno, acido jasmdnico,
acido salicilico, acido abscisico, entre outros) no latex podem contribuir para a escolha

das dosagens e horménios que possam induzir a diferenciacdo dos laticiferos.
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Embora tenhamos encontrado alguns problemas técnicos durante o cultivo de
T. catharinensis em condigdes controladas, esta espécie ndo requer cuidados especiais,
a germinacao das sementes e a obtencdo de plantulas seguem protocolos rotineiros e
as plantas podem ser mantidas por periodos longos (cerca de dois anos) em vasos.
Estas caracteristicas favorecem a sua utilizacdo em experimentos laboratoriais. Além
disso, o0 modo de desenvolvimento do seu sistema laticifero a torna ainda mais

interessante como um modelo de planta portadora de latex para ser estudada.
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