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Resumo

Revolti MR. Caracterizacdo morfolégica de um mutante em Eucalyptus [tese]. Botucatu:

Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™;
2015.

O Eucalyptus passou a ser um dos géneros florestais mais plantados no mundo, devido
a sua utilizagdo na geracdo de diversos produtos comerciais. Com o intuito de aumentar a
produtividade e introduzir caracteristicas desejaveis o melhoramento genético florestal tem
sido utilizado. Porém, alteracdes fisiologicas indesejaveis podem ocorrer, resultando em
perdas e atrasos nos programas de melhoramento. A identificacdo e caracterizagdo de genes
relacionados a elas sdo importantes para os programas de melhoramento florestal. Melhoristas
da empresa Suzano Papel e Celulose ao realizar um cruzamento controlado de Eucalyptus
grandis, detectaram uma anomalia numa segregacdo mendeliana 3:1 (normais:andmalas), na
progénie. As plantas anoOmalas apresentavam alteragdes em sua morfologia externa, como:
altura das plantas, formato do limbo foliar, nimero de ramificagdes do caule, além da morte
precoce dos individuos. Em estudos posteriores, com uso de marcadores moleculares, foi
possivel identificar uma marca molecular ligada a anomalia, mas nenhum estudo
morfoanatomico foi realizado a fim de comparar as plantas andmalas. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi o estudo morfoanatomico, comparando-se os gendtipos normal ¢ anomalo
na fase inicial de desenvolvimento das plantas, em busca de padrdes diferenciais nas plantas
mutantes. Para isso, amostras foram obtidas e processadas, segundo técnicas convencionais
em anatomia vegetal e microscopia eletronica de varredura. As plantas jovens de Eucalyptus,
normais € andmalas, apresentaram diferencas morfologicas entre si. As plantas andmalas
foram 3 vezes menores em altura que as normais e apresentaram caule bastante ramificado.
Nas plantas normais, o caule apresentou maior area cortical e sistema vascular mais
desenvolvido e organizado. Nas plantas andmalas, os tecidos vasculares sdao menos
desenvolvidos e com aspecto colapsado. O limbo foliar das plantas normais apresentou
formato eliptico e contorno levemente sinuoso; ja nas plantas andmalas, o limbo foliar
mostrou contorno bastante irregular. Estipulas mais desenvolvidas foram observadas
associadas as folhas das plantas andmalas. O niimero de estomatos na face abaxial do limbo
foliar das plantas normais foi superior ao encontrado nas folhas andmalas, com maior
deposi¢ao de cera na face abaxial. As folhas das plantas normais apresentam maior
comprimento do limbo foliar e maior nimero de cavidades oleiferas. Por outro lado, as folhas

das plantas andmalas apresentam maior area de parénquima pali¢ddico e maior quantidade de



espacos intercelulares. O sistema radicular nas plantas normais e andmalas ¢ do tipo axial ou
pivotante, apresentando cerca de 17-18 cm de comprimento em ambos os casos. Nas plantas
normais foram observadas raizes mais espessas € maior numero de ramificagdes e as raizes
apresentaram zona cambial mais ampla, e xilema e floema mais desenvolvidos. As plantas
anOmalas apresentaram maior densidade de elementos de vasos e elementos de vasos com

maior didmetro.

Palavras-chave: Anomalia genética vegetal, Eucalyptus grandis, morfoanatomia.



ABSTRACT

Revolti MR. Morphological characterization oh a mutant in Eucalyptus [thesis]. Botucatu:
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”;
2015.

Eucalyptus has become one of the most planted forestry genus in the world, because of
the use of many commercial products generation. Aiming to increase productivity and
introduce desirable traits, forest genetic improvement techniques have been used. However,
physiological changes may occur, resulting in loss and delay in improvement programs. The
identification and characterization of genes related to diseases and anomalies are important
for the forest improvement programs. In a controlled cross of Eucalyptus grandis individuals,
the Suzano Papel and Celulose SA company has detected an anomaly with Mendelian
segregation ratio of 3:1 (normal:abnormal) in the progeny. The abnormal plants showed
notable changes in its external morphology, and early death of individuals. Previous studies
have identified a molecular mark related to the anomaly, but no morphological and
anatomical study was performed to compare the abnormal plants with the functions of the
identified genes. In this way, the aim of this study was morphoanatomical analysis of normal
and abnormal materials in the initial stage of development and evaluate phenotypic
morphological characteristics in search of differential patterns in mutant plants. For this,
samples were evaluated using conventional techniques in plant anatomy and scanning electron
microscopy. The young plants of Eucalyptus, normal and anomalous showed morphological
differences. The anomalous plants were 3 times smaller in height than the normal plants and
presented a very branched stems. In normal plants, the stem showed higher cortical area and
vascular system more developed and organized. In anomalous plants, the vascular tissues are
less developed and with collapsed aspect. The leaf blades from normal plants showed
elliptical shape and slightly sinuous contour; already in the anomalous plants, the leaf blade
showed very irregular contour. More developed stipules were observed associated with the
leaves of the anomalous plants. The number of stomata on the abaxial surface of the leaf blade
of normal plants was higher than that found in anomalous leaves. The leaf blades from normal
plants was more deposition of wax on the adaxial side, while the leaves of anomalous plants
have increased deposition of wax in their abaxial surface. The leaves of normal plants have
increased length of leaf blade and larger number of oil secreting cavities. On the other hand,
the leaves of anomalous plants show a higher palisade parenchyma area and higher quantity

of intercellular spaces. The root system in normal and anomalous plants is axial or pivoting



type, with approximately 17-18 cm length in both cases. In normal plant thicker roots thicker
and more ramifications were observed. In normal plants, the roots had wider cambial area,
and xylem and phloem more developed. The anomalous plants showed higher density of

vessel elements and elements vessels of larger diameter.

Keywords: plant genetic anomaly, Eucalyptus grandis, morphoanatomy.
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1 Introducao

O eucalipto pertence a divisdo Angiospermae, classe Dicotyledonea, ordem Myrtales,
familia Myrtaceae e género Eucalyptus. E nativo do continente australiano e ilhas da
Indonésia e passou a ser um dos géneros florestais mais plantados no mundo, devido a sua
utilizagdo na geracdo de diversos produtos madeireiros e nao madeireiros (GRATTAPAGLIA
e KIRST, 2008). No Brasil, foi introduzido no inicio do século XIX para fins comerciais,
como o fornecimento de madeira para a producao de dormentes para os trilhos dos trens e
materiais para a constru¢ao. Atualmente, a extensdo das areas plantadas e a sua producao
aumentam a cada ano, pois as plantacdes brasileiras de Eucalyptus passaram a fornecer
matéria-prima para a produgdo de carvao vegetal, painéis de madeira industrializada, madeira
mecanicamente processada (compensados, serrados, portas, janelas, moldes para moveis,
entre outros) e, principalmente, celulose e papel, destinados ao mercado interno e a
exportagdo. O Brasil ja conta com 5,1 milhdes de hectares de areas cultivadas distribuidas por
todo o pais, com destaque para as regides sudeste e sul (ABRAF, 2013).

Com o intuito de aumentar a produtividade, introduzir caracteristicas desejaveis para
o mercado e reduzir impactos ambientais, técnicas de melhoramento genético florestal tem
sido utilizadas (GOLLE et al., 2009; GONCALVES et al., 2013). A selecdo dos genitores e
os mecanismos de heranga dos caracteres a serem selecionados sdo os dois aspectos
fundamentais para os programas de melhoramento genético. Ambos requerem um
conhecimento da constituigdo genética das espécies a fim de se obter, eficientemente, ganhos
genéticos no melhoramento (BERED et al., 1997).

Em espécies florestais o melhoramento parte de uma populagdo-base ou
experimental, onde sera realizada uma sele¢do individual ou sele¢do de procedéncias
(GOLLE et al., 2009). Porém, o eucalipto necessita de um grande periodo para atingir o ciclo
reprodutivo e por ser uma espécie aldgama inviabiliza a producdo de linhagens puras como
as existentes em outras culturas, como em soja e milho, havendo assim apenas individuos
com a maioria dos locos em heterozigose (ZOBEL e TALBERT, 1984). No entanto,
alguns cruzamentos demonstram anomalias morfoldgicas e fisiologicas
(KLEKOWSKI JR, 1988; ZOBEL e TALBERT, 1984) que podem resultar em: nao
formagdo ou germinagdo de sementes; presenc¢a de plantas andmalas, menores ou mais fracas
morrendo prematuramente; e, raramente, plantas melhores (ZOBEL e TALBERT, 1984).

Essas anomalias podem estar relacionadas a presenca de alelos recessivos deletérios
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presentes na carga genética da populagcdo e podem ser observadas em diferentes espécies,
como Antirrhinum majus (HUIJSER et al., 1992), Arabidopsis thaliana (REDEIL 1975),
Oryza sativa (KOH et al., 1999) e Cucumis sativus (MARX, 1983).

Tambarussi (2006) ao estudar um cruzamento controlado de Eucalyptus grandis, da
empresa Suzano Papel e Celulose, detectou uma anomalia com segrega¢do mendeliana 3:1
(8360 normais e¢ 2880 anOmalas) na progénie. As plantas andmalas morriam em poucos
meses € possuiam como caracteristicas: superbrotamento caulinar, redu¢do de altura,
reducdo drastica da area foliar e alteragdo na forma do limbo da folha. De acordo com esses
resultados, o Centro de Andlises Genéticas e Moleculares (CAGEM) véem estudando as
causas genéticas de tal anomalia, associadas com diferencas morfoldgicas e anatomicas, ja
que este € o primeiro relato em uma progénie de um cruzamento controlado gerando esse
tipo de fenotipo em eucalipto.

Dessa forma, torna-se necessario uma caracterizacao morfoanatémica, no sentido de
definir o efeito desses alelos na morfologia das plantas. Uma vez que o conhecimento da
estrutura interna das plantas ¢ fundamental para a compreensdao de processos fisiologicos

relacionados a produgao vegetal (DICKSON, 2000).
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2 Revisao de Literatura

2.1 O género Eucalyptus

Para atender a crescente demanda por produtos de base florestal, as areas com florestas
plantadas para fins comerciais t€ém aumentado gradativamente. Em varios paises, em especial
no Brasil, essas florestas tém sido estabelecidas com espécies do género Eucalyptus, cujos
materiais genéticos apresentam alta produtividade e sdo adaptados a diferentes condig¢des
ambientais (ELDRIDGE et al., 1993).

A maioria das espécies de Eucalyptus é oriunda do continente australiano, existindo
duas espécies endémicas: de Nova Guiné (E. deglupta) e Timor (E. urophylla) (BROOKER e
KLEINIG, 2004; LADIGES et al., 2003). Algumas espécies foram introduzidas em outros
continentes onde tém desempenhado uma importancia econdmica relevante, devido ao fato de
crescerem rapidamente e serem muito utilizadas para obtencdo de diversos produtos
(ELDRIDGE et al., 1993).

Sao reconhecidas mais de 900 espécies, subspécies, variedades e hibridos (BOLAND
et al., 2006; BROOKER e KLEINIG, 2004; GRATTAPAGLIA e KIRST, 2008). Em geral,
sdo arboreas com altura de 30 a 50 metros, no entanto, ha espécies de porte mediano e
algumas arbustivas (BROOKER e KLEINIG, 2004).

As primeiras introducdes de espécies e procedéncias de eucalipto ocorreram no Brasil,
logo nos primeiros anos do século XX, tendo os primeiros estudos sido iniciados por
Edmundo Navarro de Andrade, na ex-Companhia Paulista de Estradas de Ferro, no estado de
Sao Paulo, a partir de 1904. Assim, foi estimulado o plantio do eucalipto para fornecer, em
menor tempo, combustivel para a ferrovia e madeira para postes e dormentes (VENCOVSKY
e RAMALHO, 2000; FERREIRA e SANTOS, 1997).

No Brasil, o género foi rapidamente difundido, principalmente nos estados de Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul, devido as caracteristicas vantajosas de alta
adaptabilidade e crescimento rapido (GRATTAPAGLIA e KIRST, 2008; GONCALVES et
al., 2013).

A érea plantada de arvores no Brasil atingiu 7,6 milhdes de hectares em 2013, sendo
que o plantio de arvores de eucalipto representa 72% desse total, ou seja, 5,47 milhdes de
hectares e encontra-se em plena expansao (IBA, 2014). Um dos motivos dessa expansao ¢ a
elevada produtividade das florestas, resultante do esforco de equipes de pesquisa e

operacionais de empresas, bem como de universidades e institutos de pesquisa ao longo dos
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ultimos anos. As maiores areas com eucaliptos estdo localizadas nos Estados de Minas Gerais,
Sao Paulo, Parana, Santa Catarina, Bahia e Mato Grosso do Sul. O estado de Minas Gerais
liderou o plantio, seguido do estado de Sao Paulo. (ABRAF, 2013) (Figura 1).

O género possui uma ampla e diversificada utilizagao, sendo destinados a producao de

papel e celulose, chapas de fibra, moveis, postes e mourdes, lenha (energia), madeira para

construcado civil e oleos essenciais (WILCKEN et al., 2008).

A

e

TOTAL: 5.102.030 ha

Figura 1: Levantamento estatistico feito pela ABRAF (Associagdo Brasileira de Produtores de Florestas

Plantadas), mostrando a expansdo no plantio de eucalipto, por hectare, nos estados brasileiros, em 2013.
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O setor florestal brasileiro, principalmente o ligado a eucaliptocultura, tem elevada
importancia econdmica e social, este contribui com uma parcela importante na geracdo de
produtos, tributos, empregos ¢ bem-estar. O valor bruto da produg¢dao (VBP) do setor, em
2012, correspondeu a R$ 56,3 bilhdes, os tributos arrecadados totalizaram R$ 7,6 bilhdes
(0,5% da arrecadacao nacional) e sua participagdo no superavit da balanga comercial nacional
foi de 28,1% (ABRAF, 2013). Em 2012, as atividades da cadeia produtiva do setor
contribuiram para a geracdo de 4,4 milhdes de empregos diretos e indiretos, além do
investimento de 149 milhdes em programas de inclusdao social, educacdo e meio ambiente
(ABRAF, 2013).

Por sua larga empregabilidade econdmica e rapido crescimento com idade média de
corte de 6 a 8 anos, quando comparada ao ciclo das arvores de mata nativa que levam em
média 25 anos, o eucalipto passou a ser uma alternativa racional contra a devastagdo das
florestas nativas em diversas regides do planeta, propiciando a preservacao do meio ambiente

(SCARPINELLA, 2002).

2.2 A genética e 0 melhoramento florestal

Em 1941, Navarro de Andrade convidou Carlos Arnaldo Krug, chefe da Seccdo de
Genética do Instituto Agronomico de Campinas (IAC), para, juntos, elaborarem um programa
de melhoramento genético de eucaliptos. Esse programa foi considerado um dos mais
avangados para sua €poca. Seus principais objetivos eram: a) melhorar a uniformidade das
plantagdes; b) reduzir o nimero de falhas e o nimero de arvores dominadas das plantagdes; ¢)
melhorar a forma do tronco, as caracteristicas dos ramos, o crescimento em altura ¢ didmetro
das arvores; d) melhorar a capacidade de brotagcdo e e¢) aumentar a producao por unidade de
area (FERREIRA e SANTOS, 1997). Contudo, maior impulso se deu a partir de 1960, isso
devido aos incentivos fiscais que estimularam o plantio dessa cultura em diversas regides do
pais e, em conseqiiéncia, maior aten¢do foi dada ao melhoramento por parte do setor privado e
publico, o qual passou a ser realizado sistematicamente (VENCOVSKY e RAMALHO,
2000).

O sucesso de um programa de melhoramento depende da variabilidade da populagado a
ser trabalhada. Melhoristas tém recomendado, para a formacdo de populagdo-base, o

intercruzamento entre cultivares superiores e divergentes. Essa divergéncia pode ser avaliada
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a partir de caracteristicas agrondmicas, morfologicas, moleculares, entre outras, resultando
informag¢des multiplas de cada cultivar, representando a diversidade existente no conjunto de
acessos estudados (CRUZ e CARNEIRO, 2003).

Essas informagdes multiplas sdo de grande importancia em estudos de diversidade
genética a qual tem sido avaliada com objetivo de identificar as combinacdes hibridas de
maior efeito heterdtico e maior heterozigose, de tal forma que, em suas geracdes segregantes,
se tenha maior possibilidade de recuperagdo de genotipos superiores, podendo resultar em
hibridos superiores (CRUZ e REGAZZI, 1994).

A possibilidade de associagdo de caracteristicas diferenciadas em espécies
importantes, bem como a manifestacdo de heterose verificada nos cruzamentos entre varios
pares de espécies tém levado os melhoristas de Eucalyptus a buscarem um meio mais rapido
de promover o melhoramento de caracteristicas florestais desejaveis (ASSIS et al., 1993).

As técnicas de melhoramento genético florestal vém sendo utilizadas com o intuito de
aumentar a produtividade, introduzir caracteristicas desejaveis para o mercado, reduzir
impactos ambientais e expandir a cultura em novos ambientes (GOLLE et al., 2009;
GONCALVES et al., 2013; GRATTAPAGLIA e KIRST, 2008). Os programas de
melhoramento genético possuem dois aspectos fundamentais: a selecdo dos genitores e os
mecanismos de heranca dos caracteres a serem selecionados. Ambos 0s aspectos requerem um
conhecimento detalhado da constitui¢do genética das espécies a fim de se obter,
eficientemente, ganhos genéticos no melhoramento (BERED et al., 1997).

Em espécies florestais o melhoramento parte de uma populagao base ou experimental,
que podem ter seu material genético recombinado em novos cruzamentos, onde serdo
realizadas sele¢des individuais ou de progénies (GOLLE et al., 2009; GRATTAPAGLIA e
KIRST, 2008). A maioria dos programas de melhoramento genético florestal, devido ao longo
periodo necessario para que as plantas atinjam a maturidade reprodutiva, alcangaram apenas
algumas geragdes a partir da populacdo original, sendo assim, considerados menos avancados
quando comparados com os programas de melhoramento de outras culturas (GOLLE et al.,
2009; GRATTAPAGLIA e KIRST, 2008).

Em eucalipto, a produgdo de linhagens puras, que ¢ muito comum em culturas como a
soja e o milho, ¢ inviavel em consequéncia do longo ciclo reprodutivo e reprodugdo alogama,
havendo assim apenas individuos com a maioria dos locos em heterozigose (ZOBEL e
TALBERT, 1984). O cruzamento entre plantas diferentes mantém o alto grau de variabilidade
genética (heterozigose) na populacdo (ZOBEL e TALBERT, 1984), no entanto, alguns

cruzamentos podem demonstrar alteragdes fisioldgicas e morfologicas (KLEKOWSKI JR,
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1988; ZOBEL ¢ TALBERT, 1984), podendo resultar em: ndo formacdo ou germinagdo de
sementes; presenca de plantas anormais, menores ou mais fracas que morrem
prematuramente; e, raramente, plantas melhores (ZOBEL e TALBERT, 1984). Essas
alteragdes podem ser decorrentes de efeitos negativos de alelos recessivos deletérios
encobertos nos genitores heterozigotos (KLEKOWSKI JR, 1988), que resultam em

consideraveis perdas e atrasos nos programas de melhoramento em andamento.

2.3 Genes deletérios e anomalias em eucalipto

Nas populagdes vegetais existem genes que reduzem a probabilidade de sobrevivéncia
dos individuos que os carregam, os quais sdo denominados genes letais. No entanto, o grau de
letalidade pode variar de moderado a completo. Muitos alelos recessivos deletérios
permanecem ocultos em condi¢des heterozigotas nas populagdes. Entretanto, o cruzamento
entre individuos aparentados e a autofecundagdo podem reduzir a heterozigose e permitir que
alelos recessivos de efeito desfavordvel se manifestem em homozigose (LOURENCAO,
2010).

A 1identificagdo e caracterizagdo de genes relacionados a doengas e anomalias sdao
importantes para os programas de melhoramento florestal, tendo em vista as perdas causadas
por esses genes na producao de mudas para plantios comerciais.

Nas populagdes vegetais os alelos deletérios podem ocasionar diversas formas de
letalidade, desde plantas com anomalias brandas a anomalias severas, ocasionando a morte
das plantas em um curto periodo de tempo. Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura
descrevendo anomalias em FEucalyptus. Maschio et al. (1996) relataram uma anomalia no
crescimento de arvores de Eucalyptus grandis, em que as plantas apresentavam folhas secas e
deformadas, entretanto, o trabalho apenas caracteriza os sintomas da anomalia. Estopa (2006)
observou os descendentes das populagdes de clones e das populagdes hibridas, plantas com
desenvolvimento anormal no campo na segregacao de 15:1, provavelmente relacionado a
presenga de dois loci deletérios, com a manifestacdo do cardter em alelos recessivos para os
dois genes. Porém, ndo foi identificada nenhuma marca morfolégica ou molecular, que

possibilitasse o reconhecimento precoce das plantas com anomalia.
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2.4 Anatomia do Eucalipto

A principal parte da folha ¢ a 1amina foliar, chamada de limbo foliar, nela a epiderme
superior ¢ conhecida como adaxial e a inferior como abaxial, e entre estas encontramos o
mesofilo formado por parénquimas e tecidos condutores. O parénquima clorofiliano apresenta
cloroplastos e tem a funcdo de fotossintese. Eles podem ser do tipo palicadico em ambas as
faces ou esponjoso em ambas, ou ainda pali¢ddico na adaxial e esponjoso na abaxial, este
ultimo conhecido como padrao dorsiventral ¢ o tipo encontrado em FEucalyptus. O tecido
condutor imerso no parénquima ¢ composto pelo xilema e floema (MENDONCA, 2010).

A epiderme ¢ continua e inica em toda a extensdo da folha, podendo variar o nimero
de camadas que a formam (uni ou multisseriada) (APPEZZATO-DA-GLORIA e
CARMELLO-GUERREIRO, 2012). Gomes et al (2009), afirmam que a lamina foliar de
eucalipto apresenta células epidérmicas uniestratificadas, além disso, cavidades secretoras
distribuem-se ao longo de toda a extensdo da lamina foliar.

Em eucalipto, o parénquima palicadico encontra-se imediatamente abaixo da
epiderme. Suas células sdo alongadas, e em se¢do transversal da folha, tem forma de barras
dispostas em fileiras, que podem ser iguais em comprimento ou se tornam menores a medida
que se aproximam do centro. As células do tecido esponjoso variam muito na forma, podendo
ser isodiamétricas ou alongadas em direcdo paralela a superficie da folha e muitas vezes
apresentar  espacos intercelulares (APPEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-
GUERREIRO, 2012).

Em estudos sobre anatomia de Myrtaceae, Gomes et al. (2009) observou que o
parénquima pali¢adico ¢ composto por 1-2 camadas celulares, em alguns casos chegando a 3,
e o parénquima esponjoso variando entre 6-8 camadas, exceto entre algumas espécies que
varia de 3-5 camadas. Além de possuirem espacos intercelulares mais amplos.

A especializagdo do tecido paligadico conduziu a eficiéncia da fotossintese. No
mesofilo claramente dorsiventral, ou seja, aquele que apresenta duas faces de aspecto
diferente, uma ventral e outra dorsal, a grande maioria dos cloroplastos ¢ encontrada nas
células do parénquima pali¢adico. Devido a forma e ao arranjo das células do paligadico, os
cloroplastos podem se dispor paralelamente as paredes das células, maximizando a absor¢ao
de luz. Outro importante fator que aumenta a eficiéncia fotossintética ¢ a ampliagdo de um
sistema de espacos intercelulares no parénquima esponjoso, ja que facilita as trocas gasosas.

Devido ao arranjo das células do mesofilo, grandes superficies das células ficam expostas e
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entram em contato com o ar, presente nos espagos intercelulares (SALISBURY e ROSS,
2012).

Outro fator importante ¢ a presenca de estomatos, Tuffi Santos et al. (2006) relata ter
encontrado uma quantidade menor de estdmatos na superficie adaxial do que na abaxial em
eucalipto. Esta caracteristica estd positivamente relacionada com a assimilacio de CO,
provavelmente com a relagao positiva da densidade estomdtica com as trocas gasosas e com a
maior condutancia estomatica (TUFFI SANTOS et al., 2006).

O peciolo ¢ a parte da folha que mais se aproxima, em estrutura, do caule que lhe deu
origem. Da mesma maneira que no caule, observam-se no peciolo, a epiderme, o cortex
(constituido por parénquima e muitas vezes contendo corddes de colénquima e,
esclerénquima) e o sistema vascular, cuja camada mais externa ¢ o periciclo. A endoderme,
camada mais interna do cortex, pode ter estrias de Caspary, estrias € amido, somente amido
ou ser apenas constituidas de células parenquimaticas com ou sem substancias fenodlicas
(APPEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO, 2012).

Em seccdo transversal, o caule do FEucalyptus grandis ¢ retangular, possuindo
epiderme unisseriada, onde as células epidérmicas sdo papilosas recobertas por cuticula
espessa (BRISOLA e DEMARCO, 2011). Internamente a epiderme encontra-se o cortex, que
se origina do meristema fundamental. Na maioria das plantas, a regido cortical ¢ homogénea e
composta apenas por tecido parenquimatico fotossintetizante ou ndo. Em algumas espécies o
cortex caulinar possui células especializadas secretoras de latex, mucilagem ou resina.
Algumas células corticais podem ainda conter cristais de oxalato de célcio ou depositos de
silica (MENDONCA, 2010).

Em E. grandis, o coértex possui grandes cavidades oleiferas, além da medula ser
composta por parénquima fundamental e idioblastos contendo cristais prismaticos (BRISOLA
e DEMARCO, 2011).

Mendonga (2010) ainda afirma que os feixes vasculares sdo formados por xilema e
floema primarios, e, em geral, o floema ocupa posi¢do externa ao xilema, originando feixes
colaterais. Em alguns caules, como nos de Eucalyptus, os feixes podem ser bicolaterais, com
floema aparecendo externa e internamente ao xilema. Internamente ao sistema vascular, na
regido central do caule encontra-se a medula, que ¢ formada por tecido parenquimaético,
podendo haver também células de esclerénquima.

A raiz € uma estrutura axial relativamente simples quando comparada ao caule e pode
ser dividida anatomicamente em trés sistemas de tecidos: a epiderme, em geral, ¢

uniestratificada, onde algumas células sofrem expansao tubular e se diferenciam em pélos
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radiculares, aumentando a superficie de absor¢do; o sistema fundamental (regido cortical ou
cortex), constituido geralmente por células de parénquima e cuja camada mais interna ¢é
designada endoderme, enquanto a parte externa da regido cortical pode designar-se de
exoderme podendo apresentar varias camadas de células compactadas; e o cilindro vascular,
que inclui o sistema vascular, apresentando uma camada exterior de células em geral
parenquimatosas, que normalmente ndo apresentam cloroplastos, mas contém amido,
formando o periciclo (camada celular que constitui a parte mais externa do cilindro central do
caule e da raiz das plantas vasculares), tecidos vasculares (xilema e floema) e, nas raizes
desenvolvidas, observa-se a medula zona central da raiz, preenchida por células
parenquimatosas. Além de as células do cortex apresentar, geralmente, disposi¢cdo radiada

(MENDONCA, 2010).
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3 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi realizar caracterizagdo morfoanatomicas de
progénies segregantes para uma anomalia em mudas de FEucalyptus grandis, com
aproximadamente quatro meses de idade. Avaliar os efeitos fenotipicos e morfoldgicos

buscando caracterizar os padrdes diferenciais nas plantas mutantes.
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4 Material e Métodos

4.1 Material vegetal

Foi utilizado um total de 40 plantas jovens (20 normais e 20 andmalas), com
aproximadamente quatro meses de idade, gentilmente cedidas pelo programa de
melhoramento florestal da empresa Suzano Papel e Celulose, originadas a partir do
cruzamento controlado dos individuos G07 e G26 de Eucalyptus grandis. Esses genitores
ndo possuiam parentesco além de serem arvores matrizes utilizadas na producdo de

progénies destinadas a plantios comerciais.

4.1.1 Produgéo das mudas

Antes da semeadura o substrato recebeu adubagdo de base (Osmocote- NPK- 15-9-
12) na dosagem 3kg/m’, e a mistura foi feita em betoneira propria para o fim.

A semente bruta (semente e palha) foi colocada para germinar em substrato de
germinagdo (substrato Plantmax) em recipiente com capacidade de 57cm’® em bandeja de
176 células. Apos o semeio foi feita a cobertura das sementes com vermiculita fina (camada
de 2 a 3 mm aproximadamente). A irrigacdo foi feita via barra de irrigac¢do, e a quantidade
de 4gua e o tempo da irrigacdo foram feitos de forma visual de maneira com que
permanecesse a umidade necessaria para ocorrer a germinacao adequada das sementes.

Posteriormente as sementes foram colocadas em casa de vegetacdao para a emergéncia

€ permaneceram por aproximadamente quatro meses, idade em que foram coletadas.

4.1.2 Coleta das mudas

Quando as mudas atingiram os quatro meses de idade foi realizada sua coleta no local
onde elas se encontravam. Como a casa de vegetacdo se encontrava longe do local de
trabalho, o material foi separado em folha, peciolo, caule e raiz. As folhas foram limpas com
alcool 70%, as raizes lavadas em agua corrente e o caule cortado em pedacos menores, todos
os materiais foram entdo envolvidos com papel laminado e fixados em nitrogénio liquido para
serem levados ao laboratdrio.

Ao chegar ao laboratdrio, as amostras que seriam utilizadas tanto para a microscopia de

luz quanto para a microscopia eletronica de varredura foram separadas e as demais guardadas
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em freezer -80°C para utilizagdo futura.

4.2 Avaliacbes morfoldgicas

Para a anélise morfologica, seis parametros foram avaliados, sendo eles: a) altura
das plantas, medida do 4pice até a base do caule com régua graduada (0,1 cm); b)
diametro da base do caule, medido com paquimetro analégico, com precisao de 0,1 mm;
c) area foliar, feita por microscopia de luz; d) formato do limbo foliar, por comparacao e
medi¢ao do comprimento e largura por régua graduada (0,1 cm); e) nimero de ramificagdes
laterais do caule, de forma visual e; f) volume da raiz, por comparacdo e medi¢do do

comprimento por régua graduada (0,1 cm).

4.3 Microscopia de luz

Para a analise de microscopia de luz, foram utilizadas duas plantas de cada material,
normal e andmalo. Os estudos anatomicos foram realizados no Laboratorio de Anatomia

Vegetal do Departamento de Botanica do IBB/UNESP.

Amostras de raiz, caule, peciolo e limbo foliar, de cada planta normal e andmala,
foram cortadas em pequenos pedagos e fixadas em FAA 50 (5 ml de formaldeido a 37%, 5
ml de 4cido acético e 90 ml de alcool etilico a 50%) (JOHANSEN, 1940) por 24 horas. Este
material foi entdo submetido & pré-infiltracdo e infiltragdo em resina sintética glicol
metacrilato, o que lhes confere maior resisténcia e durabilidade, segundo métodos usuais,
conforme protocolo a seguir:

- etanol 70% - 2 horas

- etanol 90% - 2 horas

- etanol 100% - 2 horas

- etanol 100% + resina liquida (1:1) — 2 horas

- resina ativada — minimo de 12 horas em geladeira.

Apods as amostras estarem emblocadas em resina, estas foram seccionadas em
microtomo rotativo semi-automatico para obtengdo de cortes de Sum de espessura. Os
cortes foram distendidos sobre as laminas que continham uma gota de dgua, em seguida, as

laminas ficaram sobre uma placa aquecedora até que os cortes estivessem bem secos.

O material foi corado com azul de toluidina 0,05% em tampao acetato, ph 4,3 de
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acordo com o protocolo de O’Brien, et al., (1964), no qual as laminas foram colocadas em
cubetas de vidro, proprias para coloracdo, foi adicionado o corante e aguardado 3 minutos,
logo em seguida as laminas foram lavadas em agua corrente por 5 minutos € secas em
temperatura ambiente, € entdo as laminas permanentes foram montadas utilizando Entelan
como meio de montagem. O azul de toluidina cora as paredes celuldsicas de roxo e as
paredes lignificadas de azul esverdeado, mucilagens e paredes pécticas adquirem coloragdo

rosa € compostos fendlicos coloragao verde intensa.

O laminario foi analisado ao microscdpio trinocular Olympus BX 41 e os resultados
relevantes documentados com camera digital acoplada. As andlises morfométricas foram

realizadas com auxilio do Programa Olympus Cell B.

4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a andlise de microscopia eletronica de varredura, foi utilizada uma planta de
cada material, normal e andémalo. Os estudos em microscopia eletronica de varredura

(MEV) foram realizados no Centro de Microscopia Eletronica (CME) do IBB/UNESP.

Apenas amostras de folhas foram analisadas, estas foram fixadas em glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato 0,1M, ph 7,3 (ROBARDS, 1978). Apds 24 horas em fixacdo
primaria, os fragmentos foram lavados em tampao fosfato 0,IM, sendo em seguida
destinados a fixacdo secundaria em tetroxido de 6smio a 1% em tampdo fosfato, por um
periodo de 2 horas (ROBARDS, 1978). A seguir, o material foi submetido a desidratacdo
em série etilica crescente, seguida de secagem em ponto critico, com CO; como liquido de
transicdo. As amostras foram coletadas em stubs de aluminio e metalizadas com ouro

(ROBARDS, 1978). Foram observadas em microscopio eletronico de varredura Fei Quanta.

4.5 Metodologia estatistica

Foi realizada a analise estatistica de acordo com um modelo misto de classificagdes
hierarquicas (SNEDECOR e COCHRAN, 1974) considerando como fixos os efeitos de
materiais - normais e andmalos -, verificados pelo teste F da andlise de variancia. Os demais
fatores, duas plantas de cada material, duas laminas de cada planta, quatro cortes em cada

lamina e cinco determinagdes constituem a parte aleatoria do modelo.

A homogeneidade de variancias foi verificada pelo teste F-maximo para variancias.

As analises foram processadas no SAS (SAS Institute. 2012. The SAS System: Release 9.3.



SAS Institute, Cary, NC, USA.) e o nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Morfologia externa

Do cruzamento controlado de Eucalyptus grandis realizado pela empresa Suzano
Papel e Celulose, as plantas andmalas apareceram na progénie em uma razao mendeliana de
3:1 (normais:anomalas) (TAMBARUSSI, 2006). De acordo com essa segregacdo mendeliana
do fendtipo andmalo, Tambarussi (2006) e Lourencdo (2010) sugeriram que a anomalia fosse
controlada por um gene de efeito principal, com padrao de herangca monogénica, apresentando
alelos recessivos deletérios que, em homozigose, resultariam no cardter andmalo, e
consequentemente na morte prematura das plantas.

O estudo dessa anomalia ¢ caracterizado por um conjunto de alteragcdes morfologicas,
entre elas, a redugdo da altura da planta, a reducao foliar e alteragdes na forma do limbo
foliar, a presenga de ramificagdes laterais e a reducdo do volume da raiz. A relagdo entre as
caracteristicas citadas com a anomalia sugere uma acdo pleiotropica do gene de efeito
principal. Ramalho et al. (2004) denomina esse tipo de pleiotropia como sindromica, pois ha
uma série de caracteristicas que aparecem em conjunto e constitui uma sindrome, que no caso
do estudo ¢ a anomalia.

As plantas jovens de Eucalyptus grandis com quatro meses de idade apresentaram
evidentes diferencas morfoldgicas entre o material considerado normal e o andémalo. As
plantas normais apresentaram cerca de 24cm de comprimento do eixo vegetativo, enquanto
que as andmalas mostraram 8,20cm (figuras 2A e 2B), ou seja, as plantas andmalas foram 3
vezes menores em altura que as plantas normais.

O numero de ramificagdes do caule também variou entre os materiais. As plantas
normais apresentaram caule ndo ramificado, ja as plantas andmalas possuiam caule bastante
ramificado (figura 2B).

As folhas de ambos os materiais sao simples, pecioladas e peninérveas, com
distribuicdo alterna. As plantas normais apresentaram limbo foliar com cerca de Scm de
comprimento ¢ 1,5cm de largura na regido mediana, formato elitico e contorno levemente
sinuoso (figura 2C). O limbo foliar das plantas andmalas apresentou cerca de 3cm de
comprimento ¢ 0,3cm de largura na regido mediana, além de contorno bastante irregular,
estipulas desenvolvidas estavam associadas a base das folhas das plantas andmalas (figura

2D). Segundo White e Scott (2006), as caracteristicas morfoldgicas das folhas podem afetar a
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expansdo total da copa e, consequentemente, a interceptacdo da radiacdo luminosa e a
eficiéncia fotossintética da planta.

O sistema radicular nas plantas normais e andmalas ¢ do tipo axial ou

pivotante, apresentando cerca de 17-18cm de comprimento em ambos os casos. Nas plantas

normais foram observadas raizes mais espessas e maior numero de ramificacdes (figuras 2E

e 2F).

Figura 2: Aspectos da morfologia externa de plantas normais e anémalas de Eucalyptus grandis.
A, B. Plantas normais a esquerda e plantas andmalas a direita. C, D. Detalhe mostrando formato e
contorno da folha normal a esquerda e anémala a direita. E, F. Sistema radicular de planta normal a

esquerda e andmala a direita.
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5.2 Micromorfologia foliar (MEV)

Em plantas normais e andmalas as folhas de eucalipto apresentaram limbo com
intensa deposicao de cera e estdbmatos em ambas as faces (figura 3). Nas plantas normais o
numero de estdmatos encontrados na face abaxial do limbo foliar foi de 63, superior aos 37
encontrados nas folhas anomalas (tabela 1). No que se refere a deposi¢do de cera, as
imagens sugerem maior deposicdo na face adaxial do limbo foliar de plantas normais,
enquanto que plantas andmalas apresentam maior deposicdo na face abaxial (figuras 3C e
3F). Ja que a cera ¢ uma deposicao hidrofobica sobre a superficie foliar que reduz a perda de
agua de tecidos para o meio externo, a maior deposi¢ao na face adaxial das plantas normais
representa uma protecdo maior para a perda de agua, enquanto que nas plantas anomalas
essa protecdo estd reduzida. Sem essa protecdo, a transpiragdo da maioria das plantas
terrestres seria tdo rapida que elas morreriam. A capa protetora também oferece protecao
contra alguns patogenos de plantas e contra pequenos danos mecanicos (SALISBURY e

ROSS, 2012).

Tabela 1: Numero de estomatos nas faces adaxial e abaxial do limbo foliar das plantas normais e andmalas

através da analise micromorfologica.

LIMBO FOLIAR PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS

Face adaxial 22 26

Face abaxial 63 37
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Figura 3: Eletromicrografias (MEV) da superficie do limbo foliar de plantas normais (A, C, E) e
andmalas (B, D, F). A, B. Aspecto geral da face adaxial do limbo foliar. C, D. Detalhe da face
adaxial do limbo foliar mostrando estomatos e deposi¢do de cera epicuticular. E, F. Face abaxial do
limbo foliar mostrando estomatos e deposicdo de cera epicuticular. CE: cera epicuticular; ES:

estomato; NV: nervura
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5.3 Analise anatomica

5.3.1 Limbo foliar

Em secgdo transversal, o limbo foliar de plantas andémalas e normais apresenta
epiderme unisseriada, mesofilo dorsiventral constituido por uma camada de parénquima
palicadico e 4-5 camadas de parénquima esponjoso. Os feixes vasculares sdo colaterais com
extensdes da bainha do feixe. Cavidades secretoras de 6leo ocorrem no mesofilo de ambos os
materiais (figuras 4A e 4B). Na regido da nervura principal observa-se cortex constituido por
2-3 camadas de colénquima e 4-5 camadas de parénquima; células contendo drusas de oxalato
de calcio foram observadas no parénquima cortical e no floema (figuras 4C e 4D).

As folhas das plantas normais apresentam maior largura do limbo foliar, sendo de
6817,57um, representado pela distancia entre nervura principal e bordo, em comparagdo
com 3253,72um da planta andmala, além de maior espessura de parénquima esponjoso, com
uma média de 98,35um, enquanto que as plantas anomalas apresentaram uma média de
76,84um, e maior nimero de cavidades secretoras de 6leo, sendo 11 na normal e 7 na
anomala (figuras 4A e 4B, tabela 2). Nas plantas normais as cavidades de oleo sdo mais
volumosas. Os 6leos essenciais apresentam reconhecidas propriedades como repelentes de
insetos e patogenos, repelindo potenciais herbivoros, mesmo antes que ataquem as plantas
(TAIZ e ZEIGER, 2013). As folhas das plantas andmalas também apresentam menor area de
parénquima palicadico, que esta associado com a capitagdo de luz, sendo a média de
58,30um contra 67,20um das plantas normais, ¢ maior quantidade de espacos intercelulares,
apesar da média de espagos intercelulares numa area especifica da folha da planta andmala

ser menor que da planta normal (figura 4F).
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Figura 4: Fotomicrografias do limbo foliar de plantas normais (A, C, E) e andémalas (B, D, F) de

Eucalyptus grandis em sec¢des transversais. A, B. Aspecto geral mostrando o tamanho do limbo foliar. C, D.
Detalhe mostrando epiderme unisseriada, formato do cilindro vascular e cristais de oxalato de calcio. E, F.
Detalhe mostrando parénquima palicadico e parénquima esponjoso. As setas indicam cristais de oxalato de
calcio. CV: cavidade de 6leo; PP: parénquima paligaddico; PS: parénquima esponjoso; XI: xilema; FL: floema;
EP: epiderme; CP: células parenquimaticas; CO: células de colénquima. Barras de: A e B=500um; C, D, E,

F=100pm.
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Tabela 2: Analise morfométrica do limbo foliar em sec¢des transversais de plantas normais e anomalas de

Eucalyptus grandis.
LIMBO FOLIAR PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
Largura (Nervura central —
bordo) 6817,57um 3253,72um
Altura 170,12pm 162,57um
Espessura da ep¥derme — face 16.48um 16.47um
adaxial
Espessura da ep}derme — face 1331um 13.48um
abaxial
Numero de camadas do 1 1
parénquima pali¢adico
Numero de camadas do 4 4

parénquima esponjoso

Area dos espagos

M= 6857,61 pm>

M= 3886,49um?

intercelulares
Espessura flor parénquima M=67.20um M=5830um
palicadico
Espessura do parénquima M=98,35m M=76,84um
€sSponjoso
Numero de cavidades de 6leo 1 7

por corte transversal

Area do Limen das
cavidades de Oleo

M=5628,90pm?

M=3587,00pm?

Altura da nervura central 589,21um 293,05um
Diametro dos elementos de M=16,20um M=8,83um
vasos da nervura central
Area ocupada pelo sistema 87663,78um? 14394,45um?

vascular na nervura principal
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A regido da nervura principal apresenta-se mais desenvolvida nas plantas normais,
onde se observa maior area ocupada pelos tecidos vasculares, sendo de 87663,78um?,
enquanto que nas andémalas a area foi de 14394,45um?, e elementos de vaso com maior
diametro, onde calculamos uma média de 16,20um nas normais e 8,83um nas andmalas

(tabela 2).

Maior abundancia de cristais de calcio foi observada nas folhas de plantas normais
(figura 4C). Os cristais sao formados pela mobilizacdo de excesso de calcio, que indica

protecao contra herbivoria (TAIZ E ZEIGER, 2013).

Verifica-se pela Tabela 3 que houve diferenca significativa de 1% na varidvel area
dos espacos intercelulares (AEI) e diferenca ao nivel de 5% para didmetro dos elementos de
vasos (DEV), para as demais variaveis, espessura do parénquima palicadico (EPP),
espessura do parénquima esponjoso (EPE) e area do lumen (AL) (Tabela 4), ndo houve

diferenca significativa.

O coeficiente de variagdo que variou de 19,72 para o diametro dos elementos de

vasos (Tabela 3) a 73,80 para a area do lumen (Tabela 4).

Tabela 3. Quadrados médios da analise de varidncia para as variaveis do limbo foliar: area dos espagos
intercelulares, espessura do parénquima paligadico, espessura do parénquima esponjoso e didmetro dos

elementos de vasos.

VARIAVEIS
E.V. GL AEI EPP EPE DEV
Material 1 353102519%* 3171,33™ 18510,00" 2171,05%
Residuo 158 6883302 167,25 374,62 6,09
Média 5372,05 62,75 87,59 12,51
CV (%) 48,83 20,60 22,09 19,72

Fonte de variagdo (FV), grau de liberdade (GL), coeficiente de variagdo em % (CV), area dos espagos intercelulares em pm? (AEI), espessura
do parénquima paligadico em pm (EPP), espessura do parénquima esponjoso em um*(EPE), didmetro dos elementos de vasos em pm (DEV).
" *% e * - ndo significativo, significativo a 1% e 5% pelo teste F, respectivamente.

Tabela 4. Quadrado médio da analise de varidncia para a variavel do limbo foliar: area do limen.

F. V. GL AL
Material 1 89286197"
Residuo 92 13144099

Média 4912,06
CV (%) 73.80

Fonte de variagdo (FV), grau de liberdade (GL), coeficiente de variagdo em %(CV), area do lamen em pm? (AL). ™ - ndo significativo.
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Observa-se que no limbo foliar, os valores das médias das plantas normais nas
variaveis, area dos espagos intercelulares (AEI), didmetro dos elementos de vasos (DEV) e
area do limen foi praticamente o dobro do valor das médias das plantas andmalas. Em
relacdo a espessura do parénquima pali¢adico (EPP) e espessura do parénquima esponjoso
(EPE), os valores das médias das plantas andmalas foram mais proximos aos das plantas

normais (Tabela 5).

O parénquima paligadico entre as plantas normais e anomalas além de ndo apresentar
diferencga significativa pelo teste F foi também o que apresentou menor diferenga entre os
valores de médias. Essa variavel esta intimamente relacionada com a fotossintese e, um
maior desenvolvimento desse tecido pode permitir maior fixagdo de CO2 com uma abertura
dos estomatos em curto espago de tempo (CASTRO et al., 2009). De acordo com Silva et al.,
(2005) quanto mais espessa a cuticula e mais compacto o parénquima palicadico, mais
resistente ¢ a planta aos patogenos; porém o parénquima compacto pode interferir na

distribuicdo de carbono acarretando menor eficiéncia fotossintética.

Tabela 5. Quadro de médias das variaveis do limbo foliar: area dos espacos intercelulares, espessura do

parénquima pali¢adico, espessura do parénquima esponjoso, didmetro dos elementos de vasos e area do lumen.

VARIAVEIS PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
AEI 6857,61 3886,49
EPP 67,20 58,30
EPE 98,35 76,84
DEV 16,20 8,83
AL 5628,90 3587,00

Area dos espagos intercelulares (AEI), espessura do parénquima palicadico (EPP), espessura do parénquima esponjoso (EPE), didmetro dos

elementos de vasos (DEV) e area do lamen (AL).

Para uma melhor andlise e visualizagdo, uma representacdo esquematica foi feita
mostrando a grande diferenca entre as médias das variaveis: area dos espagos intercelulares
(AEI), area do limen (AL) e didmetro dos elementos de vasos (DEV), e uma menor diferenga
entre as varidveis: espessura do parénquima palicddico (EPP) e espessura do parénquima

esponjoso (EP) das plantas normais e andmalas (Figura 5).
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Figura 5 Representacdo  esquematica da  média das  varidveis do  limbo  foliar.
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Area dos espacos intercelulares (AEI), area do lamen (AL), espessura do parénquima paligadico (EPP), espessura do parénquima esponjoso

(EPE), diametro dos elementos de vasos (DEV).

5.3.2 Peciolo

O peciolo das plantas normais apresenta formato concavo na face adaxial e convexo

na face abaxial, além de mostrar maior area total, sendo de 508254,55um?. Nas plantas
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andmalas o peciolo apresenta formato concavo na face adaxial e convexo na face abaxial,
além de proje¢des laterais e menor area total de apenas 133017,97um? (figuras 6A e 6B).

Em seccdes transversais de plantas normais ¢ andmalas o peciolo apresenta epiderme
unisseriada, cortex constituido por parénquima e colénquima e sistema vascular central.
Cavidades de 6leo ocorrem no cortex de ambos os materiais (figuras 6A ¢ 6B). No cortex das
plantas anomalas, além de parénquima de preenchimento ocorrem células parenquimaticas em
palicada na face superior do peciolo (figura 6D), podendo indicar um maior “esfor¢o” para

manter taxas fotossintéticas.

Nas plantas normais, o peciolo apresenta maior area cortical, 420614,77um?, em
comparagdo com 113925,73um* das plantas anomalas, maior nimero de camadas
colenquimaticas (maior sustentacao), sendo quatro, enquanto que as andmalas apresentaram
1-2 camadas, nas plantas normais o sistema vascular ¢ mais desenvolvido e os elementos de
vaso sdo maiores, indicando um transporte mais eficiente, sendo a média de 16,90um e nas
andmalas média de 8,28 um (tabela 6). Além disso, observa-se maior abundancia de cristais

de calcio no cortex (figuras 6C e 6E).

Tabela 6: Analise morfométrica do peciolo em sec¢des transversais de plantas normais e andomalas de

Eucalyptus grandis.
PECIOLO PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
Area Total 508254,55um? 133017,97um?
Espessura da epiderme 16,33um 15,69um
Area do cortex 420614,77um? 113925,73um?
Numero de camadas do
. 4 1-2
colénquima
Numero c}e camadas do 4.5 34
parénquima
Area do sistema vascular 87639,78um? 13311,37um?
Numero de cavidades de 6leo 5 4
Area do lumen, das cavidades M=9231,78pm? M=4537,53um?
de 6leo
Diametro dos elementos de M=16,90um M=8,28um
vasos
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Figura 6: Fotomicrografias do peciolo de plantas normais (A, C, E) e andmalas (B, D, F) de Eucalyptus
grandis em sec¢des transversais. A, B. Aspecto geral mostrando o formato. C, D. Detalhe da epiderme
unisseriada. D. Detalhe mostrando presenga de células parenquimaticas em palicadas na planta anomala. E, F.
Sistema vascular mais desenvolvido nas plantas normais e menos desenvolvido nas plantas andmalas. As setas
indicam cristais de oxalato de calcio. CV: cavidade de o6leo; PP: parénquima paligadico; PS: parénquima

esponjoso; XI: xilema; FL: floema; CP: células parenquimaticas; CO: células de colénquima. Barras de: A=

150um; B ¢ E= 100um; C, D, F= 50pum.
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Para as duas varidveis analisadas do peciolo houve diferencas significativas pelo
teste F, sendo ao nivel de 5% para o didmetro dos elementos de vasos, com CV de 17,70

(Tabela 7) e para a area do lumen (AL), diferenca de 1% e CV de 51,37 (Tabela 8).

Tabela 7. Quadrado médio da andlise de varidncia para a varidvel do peciolo: didmetro dos elementos de

vasos.
F.V. GL DEV
Material 1 2968,55%*
Residuo 158 4,97
Média 12,59
CV (%) 17,70

Fonte de variagao (FV), grau de liberdade (GL), coeficiente de variagdo em %(CV), diametro dos elementos de vasos em pm (DEV). * -

significativo a 5% pelo teste F.

Tabela 8. Quadrado médio da analise de varidncia para a variavel do peciolo: area do limen.

F.V. GL AL
Material 1 281529158%**
Residuo 56 15627597

Média 7694,01
CV (%) 51,37

Fonte de variagdo (FV), grau de liberdade (GL), coeficiente de variagdo em %(CV), area do limen em um? (AL). ** - significativo a 1% pelo

teste F.

O quadro de médias relacionado as variaveis estudadas do peciolo mostrou, que tanto
para o diametro dos elementos de vasos (DEV) quanto para a drea do limen, os valores das

médias das plantas normais foram o dobro do valor das médias das plantas anomalas (Tabela

9).

Tabela 9. Quadro de médias das variaveis do peciolo: didmetro dos elementos de vasos e area do lumen.

VARIAVEIS PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
DEV 16,90 8,28
AL 9231,78 4537,53

Diametro dos elementos de vasos (DEV) e area do lamen (AL).

Na Figura 7 temos a representagdo esquematica onde se observa a grande diferencga
entre as médias das varidveis estudadas: didmetro dos elementos de vasos (DEV) e area do

limen (AL).



Figura 7: Representacdo esquematica da média das variaveis do peciolo.
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5.3.3 Caule

O caule das plantas normais, em sec¢do transversal, apresenta formato retangular

(figura 8A) e uma maior area total, 7965648,63um? (tabela 10). Nas plantas anomalas, o caule

apresenta formato ligeiramente arredondado com projegdes laterais e menor area total de

203740,5um? (figura 8B).
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Nas plantas normais e andmalas, o caule apresenta epiderme unisseriada, cortex
constituido por parénquima e colénquima, sistema vascular desenvolvido e medula
parenquimatica central. Cavidades de 6leo ocorrem no coértex de ambos os materiais, sendo
mais abundantes nas plantas normais (figuras 8C e 8D, tabela 10). Observa-se também
grande quantidade de cristais de calcio no cortex e na medula de ambos os materiais (figuras
8E e 8F).

Nas plantas normais, o caule apresenta maior area cortical, 4140603,75um?, sendo de
119351,24pm? nas plantas andmalas, maior nimero de camadas colenquimaticas, sistema
vascular mais desenvolvido e organizado, zona cambial mais distinta ¢ elementos de vaso
com maior didmetro, sendo a média de 16,79um, enquanto que nas plantas andmalas, a
média do didmetro dos elementos de vasos foi 9,99um (tabela 10). Nas plantas andmalas, os
elementos vasculares sao menos desenvolvidos e com aspecto colapsado, principalmente no
floema, levando a um transporte deficiente de substancias, prejudicando o desenvolvimento

geral da planta.

Tabela 10: Analise morfométrica do caule em sec¢les transversais de plantas normais e andmalas de

Eucalyptus grandis.
CAULE PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
Area Total 7965648,63um? 203740,50pum?
Espessura da epiderme 12,68um 13,73pum
Area do cortex 4140603,75um? 119351,24pm?
Numero de camadas do
N 2-3 1
colénquima
Numero de camadas do 4.5 4
parénquima
Area do sistema vascular 2320625,73um? 53773,40um?
Area da medula 1504419,15um? 30615,86um?
Numero de cavidades de 6leo 9 >
por secg¢ao transversal
Area do lumer{ das cavidades M=421133um? M=2678, 1 4um?
de 6leo
Diametro dos elementos de M=1679um M=9,99um
vasos
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Figura 8: Fotomicrografias do caule de plantas normais (A, C, E) e andbmalas (B, D, F) de Eucalyptus
grandis em seccles transversais. A, B. Aspecto geral mostrando o formato do caule. C, D. Detalhe mostrando
epiderme unisseriada, cortex e cilindro vascular. E, F. Detalhe mostrando xilema e floema. Notar aspecto
colapsado do floema e maior desorganizacdo do xilema em F. As setas indicam cristais de oxalato de calcio. CT:

cortex; CV: cavidade de 6leo; XI: xilema; FL: floema; ME: medula; ZC: zona cambial. Barras de: A ¢ B=

150um; C e D= 100um; E e F= 50pm.



41

A andlise estatistica para o caule mostra na Tabela 11 que para a varidvel diametro
dos elementos de vasos (DEV), houve diferencas significativas pelo teste F, ao nivel de 1%,
uma vez que pela comparagdo da analise anatomica, o caule das plantas andmalas se
encontram totalmente colapsados, impedindo a expansdo celular e consequentemente o

crescimento em altura da planta.

Em relagdo a area do limen (Tabela 12), a diferenca significativa entre as plantas
normais e andomalas foi de 5% pelo teste F. De acordo com Brisola e Demarco (2011), em E.
grandis, o cortex € constituido por cavidades oleiferas grandes, essa ¢ uma caracteristica
importante para a defesa contra alguns tipos de patdogenos nas plantagdes. Analise anatomica
de folhas de E. grandis mostrou que os individuos que possuem maior niimero e area de
cavidades oleiferas, consequentemente produzindo mais 6leo, s3o 0s mais resistentes contra

a ferrugem-do-eucalipto (SOUZA, 2008).

Tabela 11. Quadrado médio da analise de varidncia para a variavel do caule: didmetro dos elementos de vasos.

F.V. GL DEV
Material 1 1847,62**
Residuo 158 9,83

Média 13,39
CV (%) 23,41

Fonte de variagdo (FV), grau de liberdade (GL), coeficiente de variagdo em %(CV), didmetro dos elementos de vasos em pm (DEV). ** -

significativo 1% pelo teste F.

Tabela 12. Quadrado médio da analise de varidncia para a variavel do caule: area do limen.

F.V. GL AL
Material 1 58672817,70*
Residuo 98 3962431,80

Média 3414,07
CV (%) 58,30

Fonte de variagdo (FV), grau de liberdade (GL), coeficiente de variagdo em %(CV), area do limen em pm? (AL). * - significativo a 5% pelo

teste F.

Para as varidveis do caule analisadas, o quadro de médias mostrou que os valores das
médias tanto para o didmetro dos elementos de vasos (DEV) quanto para a area do limen, das
plantas anomalas, estdo proximos da metade dos valores de média das plantas normais

(Tabela 13).
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Tabela 13. Quadro de médias das variaveis do caule: didmetro dos elementos de vasos e area do limen.

VARIAVEIS PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
DEV 16,79 9,99
AL 4211,33 2678,14

Diametro dos elementos de vasos (DEV) e area do lamen (AL).

A representacdo esquematica das médias das variaveis: didmetro dos elementos de

vasos (DEV) e area do limen (AL) do caule podem ser observadas na Figura 9.

Figura 9: Representagao esquematica da média das variaveis do caule.
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5.3.4 Raiz

As secgdes transversais das raizes das plantas normais e andmalas apresentam formato
arredondado (figuras 10A e 10B), sendo que plantas normais possuem raizes com maior
didmetro (tabela 14). As amostras mostraram-se em crescimento secundario em ambos os
materiais, sendo observados, floema secundario, zona cambial ampla e, xilema secundario
(figuras 10E e 10F). Idioblastos de compostos fenolicos e idioblastos cristaliferos foram
observados no floema de ambos os materiais. A presenca de compostos fendlicos em 6rgaos
totalmente diferenciados esta relacionada com os mecanismos de interagdo entre plantas e
animais, agindo como dissuasivo alimentar e reduzindo a herbivoria (APPEZZATO-DA-
GLORIA ¢ CARMELLO-GUERREIRO, 2012).

Nas plantas normais, as raizes apresentaram zona cambial mais ampla, sendo a média de
14,81um e nas andmalas, média de 14,74um; xilema e floema mais desenvolvidos; fibras com
paredes mais espessas, € raios mais evidentes. As plantas andmalas apresentaram maior
densidade de elementos de vasos, sendo 16/21031,62um?, elementos de vasos com maior
didmetro, e raios menos evidentes (tabela 14). Dos 6rgdos estudados, a raiz foi o que

apresentou a menor diferenga entre os materiais.

Tabelal4: Analise morfométrica do caule em secgdes transversais de plantas normais e andémalas de Eucalyptus

grandis.
RAIZ PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
Area Total 16568655,09um? 316705,55um?
Diametro dos elementos de M=27.28um M=2541m
Vvasos
Altura da zona cambial M=14,81pm M=14,74pm
Numero de elementos de vasos
por area do xilema (densidade 15/38369,00pum? 16/21031,62um?
de elementos de vaso)
Area ocupada pelo floema 162902,03pm> 118216,17pm?
secundario
Area ocupada pelo xilema 258688,251m’ 100685,351m?
secundario
Espessura das paredes das fibras M=4,03um M=4,15um
Largura das fibras M=8,27um M=8,09um
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Figura 10: Fotomicrografias da raiz de plantas normais (A, C, E) e anémalas (B, D, F) de Eucalyptus
grandis em secgdes transversais. A, B. Aspecto geral mostrando o formato. C, D. Detalhe mostrando xilema,
floema e zona cambial. Em C, notar raios parenquimaticos mais evidentes nas plantas normais. Em F, notar
elementos de vasos com maior diametro e maior densidade de elementos de vasos nas plantas andmalas. As setas

indicam cristais de oxalato de calcio. XI: xilema; FL: floema; ZC: zona cambial;, RP: raios parenquimaticos.

Barras de: A e B=150um; C e D= 100pum; E e F= 50pm.
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Na Tabela 15 verifica-se que nenhuma varidvel apresentou diferenca significativa de
acordo com o teste F, e o coeficiente de variacdo experimental (CV%) variou de 23,64 em
relagdo a espessura das paredes das fibras (EPF) a 36,74 do diametro dos elementos de

vasos (DEV).

Tabela 15. Quadrados médios da analise de varidncia para as variaveis da raiz: didmetro dos elementos de vasos,

altura da zona cambial, espessura das paredes das fibras, largura das fibras.

VARIAVEIS
E.V. GL DEV AZC EPF LF
Material 1 140,49™ 0,16™ 0,63™ 1,30™
Residuo 158 93,73 22,80 0,93 4,32
Média 26,34 14,78 4,09 8,18
CV (%) 36,74 32,31 23,64 25,39

Fonte de variagdo (FV), grau de liberdade (GL), coeficiente de variagdo em %(CV), diametro dos elementos de vasos em pm (DEV), altura
da zona cambial em pm (AZC), espessura das paredes das fibras em um (EPF), largura das fibras em pm (LF). ™ - ndo significativo pelo

teste F.

O quadro de médias para as variaveis da raiz analisadas mostra que nao houve
diferenca entre as médias das plantas normais e plantas andmalas para todas as variaveis
estudadas: diametro dos elementos de vasos (DEV), altura da zona cambial (AZC), espessura

das paredes das fibras (EPF) e largura das fibras (LF), como podemos observar na Tabela 16.

Tabela 16. Quadro de médias das variaveis da raiz: didmetro dos elementos de vasos, altura da zona cambial,

espessura das paredes das fibras e largura das fibras.

VARIAVEIS PLANTAS NORMAIS PLANTAS ANOMALAS
DEV 27,28 25,41
AZC 14,81 14,74
EPF 4,03 4,15
LF 8,27 8,09

Diametro dos elementos de vasos (DEV), altura da zona cambial (AZC), espessura das paredes das fibras (EPF) e largura das fibras (LF).

Na Figura 11, temos a representagdo esquematica das médias das varidveis da raiz
analisadas: didmetro dos elementos de vasos (DEV), altura da zona cambial (AZC), espessura

das paredes das fibras (EPF) e largura das fibras (LF).
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Figura 11: Representagdo esquematica da média das varidveis da raiz.
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Diametro dos elementos de vasos (DEV), altura da zona cambial (AZC), espessura das paredes das fibras (EPF) e largura das fibras (LF).

5.4 Analise Genética

Fuchs (2014) identificou e caracterizou os genes envolvidos na anomalia detectada em
Eucalyptus grandis em fase inicial de desenvolvimento, através da determinacdo do perfil
transcricional de plantas normais e anOmalas; andlise e validacdo da expressdo génica
diferencial entre os fendtipos contrastantes; andlise funcional e metabdlica dos genes
diferencialmente expressos; e identificacdo das vias metabdlicas relevantes comparando-se os
dois fenotipos.

Dos genes diferencialmente expressos, Fuchs (2014) encontrou 26 em folha, 59 em
caule e 11 em raiz, e a grande maioria dos genes apresentaram superexpressdo nas plantas
andmalas. Em todos os 6rgdos, os genes superexpressos nas plantas andmalas eram mais
representativos nas categorias funcionais 'Resposta a estimulos' e 'Processos metabodlicos'.
Apesar de o caule apresentar mais genes expressos diferencialmente, o 6rgado que apresentou

mais vias metabolicas relevantes entre plantas normais e andmalas foi a folha.
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Ainda de acordo com o trabalho realizado por Fuchs (2014), as familias génicas mais
representativas na categoria funcional 'Resposta a estimulos' foram: quitinase classe I,
proteinas similares a taumatina e proteinas da superfamilia Bet v1. As quitinases possuem
papel importante na resisténcia contra patogenos, agindo na degradacdo da quitina,
constituinte da parede celular dos fungos (FLACH et al., 1992; KASPRZEWSKA, 2003). Por
sua vez, as proteinas similares a taumatina (PR-5; osmotina) possuem atividade na
permeabilizacdo da membrana plasmadtica dos patéogenos (RUIZ-MEDRANO et al., 1992;
KITAJIMA e SATO, 1999).

As proteinas da superfamilia Bet vl, de um modo geral, estdo associadas a resposta de
defesa contra estresses bioticos e abioticos (HOFFMANN-SOMMERGRUBER et al., 1997;
WEN et al., 1997; LIU e EKRAMODDOULLAH, 2006), no entanto, sua fungdo ainda nao
esta totalmente esclarecida. Lourengao (2010) identificou uma marca molecular relacionada a
anomalia estudada do eucalipto, possuindo identidade com genes PR-10 (dominio Bet v1),
porém ndo chegou a conclusdo de seu envolvimento direto ou indireto no desenvolvimento do
carater anomalo. Entretanto, estudos que envolvem fenotipos similares a anomalia, como o
nanismo ¢ a ramificagdo abundante, apresentam associacdo com genes relacionados a resposta
de defesa (KNIGHT, 1947; BOMBLIES e WEIGEL, 2007; BOMBLIES et al., 2007). Knight
(1947) demonstra que o gene determinante para o carater anormal (tamanho reduzido e
numerosas ramificagdes), em algoddo, estd estritamente ligado ao gene de resisténcia da
bactéria Xanthomonas campestris pv. malvacearum.

Ao analisar os genes diferencialmente expressos nos diferentes 6rgaos, Fuchs (2014)
observou que nas folhas, houve a superexpressdo do gene relacionado com o aumento na
atividade fotossintética no fendtipo anomalo. Ayres (1984 e 1991) e Ney et al (2013) relatam
que o aumento na taxa fotossintética pode ocorrer como um mecanismo de compensagao.
Assim, a reducao da fotossintese no local da infeccdo induz o aumento da atividade
fotossintética dos outros orgaos e tecidos ndo infectados, no intuito de contrabalancear os

niveis dessa atividade funcional.

5.4.1 Analise da folha

APPEZZATO-DA-GLORIA ¢ CARMELLO-GUERREIRO (2012) relatam que de
acordo com a anatomia foliar, a especializacdo do tecido pali¢adico conduziu a eficiéncia da

fotossintese. No mesofilo claramente dorsiventral, a grande maioria dos cloroplastos ¢
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encontrada nas células do parénquima pali¢adico. Devido a forma e ao arranjo das células do
palicadico, os cloroplastos podem se dispor paralelamente as paredes das células, utilizando o
maximo de luz. Outro importante fator que aumenta a eficiéncia fotossintética ¢ a ampliagao
de um sistema de espacgos intercelulares no mesofilo, ja que facilita as trocas gasosas. Devido
ao arranjo das células do mesofilo, grandes superficies das células ficam expostas e entram
em contato com o ar, presente nos espagos intercelulares.

Desta maneira, através dos resultados obtidos nesse trabalho em relagdao ao estudo da
anatomia foliar e da andlise estatistica, podemos sugerir que, uma vez que as folhas das
plantas andmalas apresentam uma média da espessura do parénquima paligddico proximo ao
valor da média das plantas normais (tabela 5) e sendo os valores considerados nao
significativos pelo tente F (tabela 3), como também uma grande quantidade de espagos
intercelulares com valores de suas areas sendo significativos (figura 4F e tabela 3), mostra que
nas plantas andmalas podem estar ocorrendo alteragdes anatomicas em busca de uma
atividade fotossintética mais eficiente, ja que esta varidvel estd relacionada com a fotossintese
e, um maior desenvolvimento desse tecido pode permitir maior fixacdo de CO2 com uma
abertura dos estdmatos em curto espago de tempo (CASTRO et al., 2009). Silva et al., (2005)
afirma ainda que quanto mais espessa a cuticula e mais compacto o parénquima pali¢adico,
mais resistente ¢ a planta aos patdogenos; porém o parénquima compacto pode interferir na
distribuic¢ao de carbono acarretando menor eficiéncia fotossintética.

Outra caracteristica relacionada com a fotossintese observada no estudo sdo os
estomatos. Foi observado que tanto nas plantas normais como nas anomalas, as folhas de
eucalipto apresentaram limbo com intensa deposi¢cdo de cera e estobmatos em ambas as faces
(figura 3). Porém, nas plantas normais o nimero de estomatos na face abaxial do limbo foliar
foi bastante superior (63) ao numero de estdmatos encontrado nas folhas anomalas (37)
(tabela 1), esta caracteristica confere com a descrita na literatura para eucaliptos de acordo
com Malinowsk (2009). Os estdmatos devem funcionar para maximizar a assimilacdo CO,
enquanto diminui o dano de desidratagdo, ou seja, a condutancia estomatica fornece uma
ligagdo crucial entre a perda de dgua pela transpiracdo e ganho de carbono (e, portanto, do
crescimento) e entre a economia de dgua pelo fechamento dos estdmatos € maior estresse por
calor (PITA et al., 2005).

Desta forma, podemos concluir que as plantas andmalas, apesar de apresentar um
valor da espessura do parénquima pali¢adico, que estd associado com uma maior capitagao de
luz, proximo ao das plantas normais e uma grande quantidade de espagos intercelulares, que

facilita as trocas gasosas, mesmo com o desenvolvimento dessas duas caracteristicas, a
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defasagem na quantidade de estdmatos das plantas anomalas, faz com que a absor¢do de luz

seja pouca e a fotossintese prejudicada.

5.4.2 Analise do caule

Em relagdo ao caule, apesar de ter apresentado mais genes expressos diferencialmente,
este foi o 6rgdo que apresentou menos vias metabdlicas relevantes entre plantas normais e
andémalas de acordo com Fuchs (2014). A autora ainda chama a atencao para a intensificagao
da produgdo de tiamina e de glicosinolatos nas plantas andmalas, onde a tiamina possui
funcdo na inducdo da expressdo de proteinas relacionadas a defesa nas vias dependentes de
acido salicilico (WANG et al., 2006; GOYER 2010). E os glicosinolatos sdo componentes
requisitados na deposi¢cdo de calose entre a membrana e a parede celular (CLAY et al., 2009),
impedindo a difusdo célula a célula de microorganismos patogénicos (HAMMOND-
KOSACK e JONES, 1996).

A lignificag@o da parede celular ¢ uma estratégia de defesa, tornando-a mais resistente
ao ataque de patogenos (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996; DURNER et al., 1997). No
entanto, a lignificagdo precoce da parede celular impede a expansdao celular e,
conseqiientemente, restringe o crescimento vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2013), podendo ser
responsavel pela redugdo na altura e didmetro da base do caule das plantas anémalas.

A calose pode ser sintetizada em resposta a les@o e outros estresses (TAIZ e ZEIGER,
2013). Em plantas de arroz (Oryza sativa), sua deposicdo ¢ induzida e os genes da calose
sintase sdo positivamente regulados em plantas atacadas por insetos sugadores de floema,
reforcando o que foi observado por Fuchs (2014) em relagdo aos mecanismos de defesa da
planta contra patégenos.

A calose ¢ um polimero de glicose, encontrado nos tubos crivados do floema. A seiva
do elemento do tubo crivado ¢ rica em agucares e outras moléculas organicas. Essas
moléculas representam um investimento energético para a planta, e sua perda deve ser evitada
quando os elementos de tubo crivado s3o danificados. Quando um tubo crivado é cortado ou
perfurado, a diminui¢do da pressdo provoca o deslocamento do contetido dos elementos
crivados em direcdao a extremidade cortada, podendo levar a planta a perder muita seiva do
floema, rica em agucar, se nao houvesse um mecanismo de vedacao (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Resultados do presente trabalho mostram que ha uma diferenga significativa em

relacdo ao didmetro dos elementos de vasos entre as plantas normais e anémalas, ja que os
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elementos de vasos das plantas andmalas s3o menos desenvolvidos e com aspecto colapsado,
principalmente no floema, uma vez que a lignificagdo precoce restringe o crescimento
vegetal, levando a um transporte deficiente de substancias, prejudicando o desenvolvimento

geral da planta.

5.4.3 Analise da raiz

Em relagdo a raiz, foi o 6rgdo que mostrou menor diferenca entre plantas normais e
andmalas, tanto anatomicamente quanto estatisticamente, j& que entre todas as varidveis
analisadas nao houve diferenca significativa.

De acordo com o analisado por Fuchs (2014), muitos estudos relatam homologia das
proteinas PR-10 com ribonucleases, sugerindo que estas possuam papel importante em
processos bioldgicos, assim como no desenvolvimento (WALTER et al., 1996; LIU e
EKRAMODDOULLAH, 2006) e formacao de raizes secundarias (POUPARD et al., 2001).

A autora ainda encontrou genes superexpressos para a proteina aquaporina na
categoria de processos metabdlicos das plantas anomalas. As aquaporinas (canais de agua) sdo
particularmente abundantes em membranas vegetais e em raizes sao consideradas
fundamentais no transporte de solutos e nutrientes (GASPAR, 2011; TAIZ e ZEIGER, 2013).
Segundo Wudick et al. (2009), ha uma grande variedade de aquaporinas, e essa grande
variedade de aquaporinas em plantas poderia estar relacionada a seletividade aos diferentes
substratos, aos diversos padrdes de localizagdo celular e tecidual, ao alto nivel de
compartimentalizacdo das células vegetais e as diversas funcdes celulares que promovem o
equilibrio hidrico e osmético entre os compartimentos.

As aquaporinas sdo altamente expressas em células epidérmicas e endodérmicas, bem
como no parénquima do xilema, que podem ser pontos criticos para o controle do movimento
da agua (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Ao associar a literatura, as andlises de Fuchs (2014) e os resultados obtidos neste
trabalho, no qual as plantas andmalas apresentaram maior densidade de elementos de vasos
(nimero de elementos de vasos por area do xilema) (tabela 14), sugerimos que essas
caracteristicas das raizes das plantas andmalas representem um mecanismo compensatorio
que visa aumentar o transporte de agua e nutrientes, a fim de compensar danos causados pela

mutagdo existente.



51

6. Conclusodes

Em relagdo ao limbo foliar das plantas andmalas, apesar de apresentar um valor da
espessura do parénquima paligadico, que esta associado com uma maior capitagdo de
luz, préximo ao das plantas normais e uma grande quantidade de espacos
intercelulares, que facilita as trocas gasosas, mesmo com o desenvolvimento dessas
duas caracteristicas indicando alteracdes anatomicas em busca de uma atividade
fotossintética mais eficiente, a defasagem na quantidade de estomatos das plantas

andmalas, faz com que a absor¢do de luz seja pouca e a fotossintese prejudicada.

Nas plantas andmalas, no estudo do caule, mostrou que os elementos vasculares sao
menos desenvolvidos e com aspecto colapsado, principalmente no floema, levando a
um transporte deficiente de substancias, prejudicando o desenvolvimento geral da
planta, impedindo a expansao celular e consequentemente o crescimento em altura das

plantas andmalas.

As raizes das plantas andmalas apresentaram maior densidade de elementos de vasos
(nimero de elementos de vasos por area do xilema), sugerindo que essa caracteristica
represente um mecanismo compensatorio, visando aumentar o transporte de agua e

nutrientes, a fim de compensar danos causados pela mutacao existente.

Dos orgaos estudados, o limbo foliar foi o que apresentou maiores diferencas
morfoanatdmicas entre os materiais, € a raiz o que apresentou as menores diferencas

entre os materiais.
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