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SILVA, SCM. Analises anatomicas e ultraestruturais em folhas de Mimosa
(Leguminosae) com diferentes tipos de movimento foliar e influéncia do calcio em
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INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL
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Resumo

Leguminosas sdao caracterizadas pela presenca de pulvinos que garantem as folhas
capacidade de movimentagdo em resposta a estimulos enddgenos ou exodgenos. O
funcionamento dos pulvinos estd relacionado com mudangas na pressdo de turgor e
alteragdes na conformacao do citoesqueleto nas células corticais (células motoras), o que
envolve proteinas calcio-dependentes, além das caracteristicas do sistema vascular,
especialmente do floema. Estudos demonstram que pulvinos de folhas com movimentos
lentos apresentam cristais prismaticos de oxalato de célcio na endoderme, enquanto que
pulvinos de espécies com movimentos rapidos apresentam endoderme desprovida de
cristais. Este trabalho teve como objetivo investigar aspectos anatdomicos e
ultraestruturais de pulvinos e peciolos de forma comparativa entre espécies de Mimosa
com diferentes tipos de movimento foliar com €nfase nas caracteristicas subcelulares do
floema, além de averiguar se a disponibilidade de calcio influencia na formagao de cristais
na endoderme e no funcionamento dos pulvinos. Individuos de Mimosa caesalpiniifolia
Benth., espécie com movimentos foliares nictinasticos lentos, e Mimosa pudica L.,
espécie com movimentos foliares seismondsticos rapidos, foram submetidos a 360, 240,
120 ¢ 0 mgL™' de Ca*" em meio hidroponico. Pulvinos e peciolos foram processados
segundo técnicas convencionais em microscopia de luz e eletronica de varredura (MEV)
e transmissdo (MET). Analises utilizando espectroscopia por energia dispersiva foram
realizadas ao MEV para quantificacdo de calcio; técnica ultracitoquimica foi aplicada
para localizagdo de depositos subcelulares de calcio ao MET. Os pulvinos de M.
caesalpiniifolia apresentam caracteristicas comumente encontradas em outras espécies de
leguminosas, incluindo espécies de Mimosa com movimentos foliares rapidos. Embora
seja um aspecto comum para pulvinos com movimentos lentos, a detec¢ao de cristais de
oxalato de calcio na endoderme € uma novidade para pulvinos de Mimosa, corroborando
a ideia de que o conteido da endoderme dos pulvinos estd relacionado ao tipo de
movimento foliar apresentado. Proteinas filamentosas, tubulares e corpos paracristalinos

foram observados nos elementos de tubo crivado de pulvinos e peciolos de ambas as



espécies, sendo que a abundancia de proteina-P pareceu ser maior nos pulvinos que nos
peciolos, o que pode estar relacionado ao envolvimento do floema no funcionamento dos
pulvinos. Nos pulvinos e peciolos de M. pudica, o acimulo de proteina-P pareceu ser
maior que em M. caesalpiniifolia, o que parece ter relacao com o tipo de movimento foliar
apresentado. Além disso, a abundancia de proteina-P no peciolo de M. pudica sugere o
papel do floema peciolar na transmissao basipeta de estimulos dos foliolos para o pulvino.
As paredes dos elementos de tubo crivado se mostraram mais espessas nos pulvinos em
comparag¢do com peciolo, especialmente em M. pudica, sugerindo seu envolvimento no
transporte radial de ions durante a movimentacao foliar. Cristais prismaticos de oxalato
de célcio se formaram na endoderme de pulvinos e peciolos de M. caesalpiniifolia em
todos os tratamentos, exceto na auséncia de Ca*>*. Nos pulvinos de M. pudica nio houve
formacgao de cristais de oxalato de calcio em nenhum dos tratamentos; por outro lado, nos
peciolos dessa espécie, cristais foram formados em todos os tratamentos, exceto na
auséncia de calcio. Em M. caesalpiniifolia, as folhas apresentaram movimentos
nictinasticos lentos em todos os tratamentos, inclusive na auséncia de calcio. Plantas de
M. pudica mantiveram sua capacidade de movimentacao foliar em resposta a estimulos
mecAanicos, exceto na auséncia de Ca®*. Nossos resultados sugerem o maior envolvimento
do célcio nos mecanismos de funcionamento e reagdes celulares em pulvinos de folhas
com movimentos seismonasticos rapidos em comparagcdo com pulvinos de folhas com

movimentos foliares nictinasticos lentos.

Palavras-chave: cristais de oxalato de calcio, elemento de tubo crivado, endoderme,
peciolo, pulvino, proteina-P



Abstract

Legumes are characterized by the presence of pulvini guarantee the ability of leaves to
move in response to endogenous or exogenous stimuli. The functioning of the pulvini is
related to changes in the turgor pressure and changes in the conformation of the
cytoskeleton in the cortical cells (motor cells), which involves calcium-dependent
proteins, in addition to the characteristics of the vascular system, especially the phloem.
Studies show that pulvini from leaves with slow movements have prismatic crystals of
calcium oxalate in the endodermis, while pulvini from species with fast movements have
endoderm devoid of crystals. Aspects of pulvini and petioles in a comparative way
between Mimosa species with different types of leaf movement with emphasis on the
subcellular characteristics of the phloem, in addition to investigating whether the
availability of calcium influences the formation of crystals in the endoderm and in the
functioning of the pulvini. Individuals of Mimosa caesalpiniifolia Benth., a species with
slow nyctinastic leaf movements, and Mimosa pudica L., a species with fast seismonastic
leaf movements, were submitted to 360, 240, 120 and 0 mgL-1 of Ca*" in hydroponic
solution. Pulvini and petioles were processed according to conventional techniques in
light and scanning electron (SEM) and transmission (TEM) microscopy. Analyzes using
energy dispersive spectroscopy were performed under SEM for calcium quantification;
The ultracytochemical technique was applied to localize subcellular calcium deposits to
TEM. Pulvini of M. caesalpiniifolia exhibit features commonly found in other legume
species, including Mimosa species with rapid leaf movements. Although it is a common
aspect for pulvini with slow movements, the detection of calcium oxalate crystals in the
endodermis is a novelty for pulvini of Mimosa, corroborating the idea that the content of
the endodermis of pulvini is related to the type of leaf movement presented. Filamentous,
tubular proteins and paracrystalline bodies were observed in the sieve tube elements of
pulvini and petioles of both species, and the abundance of P-protein appeared to be greater
in pulvini than in petioles, which may be related to the involvement of the phloem in the
pulvini functioning. In the pulvini and petioles of M. pudica, the accumulation of P-
protein seemed to be greater than in M. caesalpiniifolia, which seems to be related to the
type of leaf movement presented. Furthermore, the abundance of P-protein in the petiole
of M. pudica suggests the role of the petiolar phloem in the basipetal transmission of
stimuli from the leaflets to the pulvinus. The walls of sieve-tube elements were thicker in
pulvini compared to petioles, especially in M. pudica, suggesting their involvement in
radial ion transport during leaf movement. Prismatic crystals of calcium oxalate formed
in the endodermis of pulvini and petioles of M. caesalpiniifolia in all treatments, except
in the absence of Ca**. In M. pudica pulvinus there was no formation of calcium oxalate
crystals in any of the treatments; on the other hand, in the petioles of this species, crystals
were formed in all treatments, except in the absence of calcium. In M. caesalpiniifolia,
the leaves showed slow nyctinastic movements in all treatments, even in the absence of
calcium. M. pudica plants maintained their leaf movement capacity in response to
mechanical stimuli, except in the absence of Ca®". Our results suggest a greater
involvement of calcium in the functioning mechanisms and cellular reactions in leaf
pulvini with fast seismonastic movements compared to leaf pulvini with slow nyctinastic
leaf movements.

Key-words: calcium oxalate crystals, endodermis, P-protein, petiole, pulvinus, sieve tube
members
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Introducio geral

Leguminosae Adans. ¢ a terceira maior familia de Angiospermas com
aproximadamente 770 géneros e mais de 19.500 espécies e possui distribuicao
cosmopolita (LPWG 2017). Esta ¢ a maior familia em nimero de espécies da flora
brasileira e seus representantes ocorrem em todos os tipos de vegetagdo, apresentando
grande diversidade de formas, incluindo desde pequenas ervas até arvores de grande porte
(Souza et al. 2018). A familia ¢ particularmente importante no cerrado, onde ocorrem
aproximadamente 110 géneros e 1000 espécies de Leguminosae (Souza et al. 2018).
Além de sua grande importancia ecoldgica relacionada a fixagao biologica de nitrogénio
(Hungria & Nogueira 2022), diversos representantes de Leguminosae apresentam
importancia econdmica e medicinal (Souza & Lorenzi 2012), incluindo ainda espécies
bastante utilizadas na restauragao de areas degradadas (Silva & Corréa 2011, Ferreira et
al. 2007).

Atualmente, Leguminosae ¢ composta por seis subfamilias: Cercidoideae LPWG,
Detarioideae Burmeist. emend. LPWG, Duparquetioideac LPWG, Dialioideae LPWG,
Papilionoideae DC. e Caesalpinioideae DC. emend. LPWG, onde est4 inserido o clado
Mimosoide que inclui os mesmos representantes da antiga subfamilia Mimosoideae
(LPWG 2017). De forma geral, as leguminosas compartilham caracteristicas
morfologicas como folhas compostas alternas com pulvinos, inflorescéncia geralmente
racemosa, flores bissexuadas, ovario monocarpelar e frutos do tipo legume, mas outros
tipos podem ser encontrados, incluindo drupa, foliculo, samaras, craspédio ou lomento
(LPWG 2017, Souza et al. 2018).

Espécies de leguminosas sdo capazes de ajustar o posicionamento das folhas ou
movimentar seus foliolos em respostas a estimulos externos ou endégenos (Accorsi 1952,
Minorsky 2019). Movimentos foliares nictinasticos sdo bastante comuns entre as
leguminosas e sdo caracterizados pela mudanga na orientacao das folhas ao longo do dia;
no periodo diurno as folhas permanecem abertas, enquanto que no periodo noturno as
folhas se fecham com o posicionamento vertical dos foliolos (Minorsky 2019). Esse ¢ um
processo ritmico controlado pelas interagdes entre o ambiente externo e o relogio
biologico da planta (Accorsi 1952, Minorsky 2019). Além disso, alguns representantes
do clado Mimosoide sdao conhecidos por apresentarem movimentos foliares
seismonasticos que fazem com que os foliolos rapidamente se fechem em resposta ao
toque (Accorsi 1952, Weintraub 1952), o que representa uma forma de prote¢do contra

ataques de insetos herbivoros (Chaudhary et al. 2018, Hagihara et al. 2022).
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Os pulvinos sdo as estruturas responsaveis pelos movimentos foliares rapidos ou
lentos (Campbell & Thomson 1977, Campbell et al. 1979, Satter et al. 1982, Moysset &
Simoén 1991, Grignon et al. 1992, Rodrigues & Machado 2006). Morfologicamente, o
pulvino ¢ um espessamento que ocorre na base de folhas (pulvino primario), foliolos
(pulvino secundario) e foliolulos (pulvino terciario), semelhante a uma articulagao (Esau
1974, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978). E caracterizado pela presenca de cortex
amplo constituido por células parenquimaticas ricas em taninos (células motoras),
escassez de lignificagdo, sistema vascular em posi¢do central, auséncia ou redugdo de
medula e extensiva continuidade simplastica entre suas células e tecidos (Toriyama 1955,
Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Campbell et al. 1979, Campbell & Garber 1980,
Fleurat-Lessard 1981, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Satter et al. 1982, Fleurat-Lessard
& Millet 1984, Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simén 1991, Rodrigues & Machado
2004, Machado & Rodrigues 2006). Essas caracteristicas estruturais tém sido
relacionadas com a maior flexibilidade do pulvino em relagdo as demais regides foliares
como peciolo e raque (Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Rodrigues & Machado 2004).

Estudos sugerem que o movimento foliar em espécies de leguminosas ocorre
devido a diferengas na pressao de turgor entre as células motoras do cortex dos pulvinos
que, devido a redistribuicao de ions potassio, cloreto e de dgua, podem sofrer rapida
reorganizacdo no numero ¢ tamanho de seus vactolos (Campbell & Thomson 1977,
Campbell et al. 1979, Campbell & Garber 1980, Satter & Galston 1981, Satter et al. 1982,
Mayer et al. 1985, Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simo6n 1991). Além das mudancas
de turgor das células motoras, altera¢des na conformagao do citoesqueleto em tais células,
especialmente dos microfilamentos de actina estdo envolvidas no funcionamento do
pulvino (Fleurat-Lessard et al. 1988, Kameyama et al. 2000, Hewitson 2001, Yamashiro
etal. 2001).

A interacdo entre elementos do citoesqueleto e o célcio tem sido demonstrada em
estudos envolvendo diferentes tipos de células motoras, como as de pulvinos. Yao et al.
(2008) demonstraram que a despolimerizagdo dos microfilamentos de actina nas células
do pulvino de Mimosa pudica acarretou a elevagao do célcio intracelular. Assim, supomos
que a deficiéncia de célcio poderia afetar processos de polimeriza¢ao dos elementos do
citoesqueleto, em especial actina, comprometendo o funcionamento dos pulvinos. Por
outro lado, o excesso de calcio no corpo da planta pode causar toxidez (White & Broadley
2003). Estudos sugerem que o excesso de calcio pode ser imobilizado na forma de cristais

de oxalato de calcio (Franceschi 2001) que se depositam em tecidos especificos como um
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mecanismo para regulacdo dos niveis desse elemento nos tecidos vegetais (Franceschi &
Nakata 2005). Entretanto, as fungdes desses cristais sdo ainda muito especulativas (Paiva
2019).

Em espécies com movimentos foliares nasticos rapidos, a endoderme dos pulvinos
apresenta somente graos de amido, enquanto que nas espécies que apresentam
movimentos foliares nésticos lentos, cristais de oxalato de célcio ocorrem juntamente com
amiloplastos nas células endodérmicas (Fleurat-Lessard 1988, Morse & Satter 1979,
Rodrigues & Machado 2007). Rodrigues & Machado (2007) mostraram que cristais
prismaticos de oxalato de calcio na endoderme de pulvinos de leguminosas com
movimentos nasticos lentos sdo envoltos por um compartimento formado por
espessamentos, lignificados ou ndo, das paredes anticlinais e periclinal interna das células
endodérmicas.

Estudos sugerem que em pulvinos de folhas com movimentos nasticos rapidos, o
calcio se encontra livre e disponivel para atuar em reagdes calcio-dependente (Roblin et
al. 1989, Rodrigues & Machado 2007) como a polimerizagdo dos microfilamentos de
actina nas células motoras. Por outro lado, o calcio imobilizado na forma de cristais nao
pode agir na produgdo de sinais fisioldgicos, impedindo a rapida resposta do pulvino a
estimulos externos (Rodrigues & Machado 2007). Nos arguimos se as plantas com
movimentos foliares rapidos que recebem doses excessivas de calcio passam a acumular
cristais no pulvino e se o suposto acumulo de cristais de oxalato de calcio na endoderme
do pulvino de folhas com movimentos rapidos poderia comprometer seu funcionamento.

O sistema vascular dos pulvinos, especialmente o floema, pode atuar na
redistribuicdo de ions e na transmissao de estimulos durante os movimentos foliares
(Pfeffer 1907, Toriyama 1953, Satter & Galston 1981, Fleurat-Lessard & Bonnemain
1978, Moysset & Simon 1991, Rodrigues & Machado 2008). Estudos mostram que as
paredes dos elementos de tubo crivado de pulvinos sdo espessas € com arranjo frouxo das
microfibrilas de celulose, sendo que em algumas espécies foram relatados elementos de
tubo crivado com paredes nacaradas (Rodrigues & Machado 2008). Nos elementos de
tubo crivado de pulvinos, merece destaque a diversidade morfologica de proteina-P
(filamentos curtos ou longos, agregados tubulares, material fibroso, corpos cristalinos),
além da abundancia de reticulo de tubo crivado formando redes de membranas tubulares
com varios graus de desenvolvimento (Rodrigues & Machado 2008). Entretanto, ndo ha
informagdes sobre a existéncia de relagdo entre a abundancia e diversidade morfoldgica

da proteina-P nos elementos de tubo crivado dos pulvinos e o tipo de movimento foliar.
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Se a abundancia e diversidade morfoldgica da proteina-P nos elementos de tubo crivado
¢ restrita ao floema dos pulvinos em detrimento de outras regides foliares foi um aspecto
investigado nesse estudo.

Assim, esse trabalho teve como objetivo investigar aspectos anatomicos e
ultraestruturais de pulvinos e peciolos de forma comparativa entre espécies de Mimosa
com diferentes tipos de movimento foliar com énfase nas caracteristicas subcelulares do
floema, além de averiguar se a disponibilidade de calcio influencia na formagao de cristais
na endoderme e no funcionamento dos pulvinos. Como modelo para o estudo, foram
escolhidas duas espécies de Mimosa que apresentam folhas compostas bipinadas e
diferentes tipos de movimentos foliares: Mimosa pudica L. que apresenta movimentos
foliares seismonasticos rapidos em resposta ao toque, e Mimosa caesalpiniifolia Benth.,
cujas folhas apresentam movimentos nictindsticos lentos. Especificamente, nods
investigamos a) a anatomia foliar de M. caesalpiniifolia de forma comparativa ente
pulvinos e peciolos; b) a influéncia de diferentes concentragdes de calcio na formacao de
cristais na endoderme de pulvinos e na movimentacdo foliar em M. pudica e M.
caesalpiniifolia; e c) os aspectos ultraestruturais do floema, em especial as caracteristicas
das paredes dos elementos de tubo crivado e a abundéncia e diversidade de proteina-P,

em peciolos e pulvinos de M. pudica e M. caesalpiniifolia.
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Abstract

The pulvinus is the thickening at the base of leguminous plant leaves responsible for rapid
or slow leaf movements. The structural characteristics of pulvini have usually been
studied in plants with rapid leaf movements, especially Mimosa species. On the other
hand, information on the pulvini of slow leaf movement species is scarce. We investigated
whether the anatomical characteristics of pulvini from Mimosa species presenting slow
leaf movements were different from those of the species in this genus with rapid leaf
movements and if these structural aspects differed from those in the petioles. Samples of
primary and secondary pulvini and petioles of Mimosa caesalpiniifolia Benth.
(Leguminosae, Caesalpinioideae), a species with slow nastic leaf movements, were
processed according to conventional techniques in plant anatomy. We found that the
primary and secondary pulvini had characteristics commonly found in the pulvini of other
legume species with different types of leaf movements, such as a highly developed
parenchyma cortex, a reduced vascular system, and a lack of lignification, which explains
the pulvinus’ greater flexibility compared with the petiole. The presence of septate
pericyclic fibers with pectocellulosic walls containing primary pit fields ensures
symplastic communication between cortex and vascular cylinder in the pulvini; in the
petiole, the pericyclic fibers are lignified. The occurrence of internal phloem in pulvini
and petioles is uncommon in leguminous species and a novelty for this genus. A new
discovery was the detection of calcium oxalate crystals in the endodermis in the Mimosa
pulvini. However, this feature is common in pulvini with slow movements, corroborating
the idea that the pulvinus endodermis content is related to the type of leaf movement,

regardless of taxonomic considerations.

Keywords: endodermis, internal phloem, nastic movement, prismatic calcium oxalate

crystals, septate fibers
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1 Introduction

The presence of compound leaves with a clearly discernable pulvinus is one of the
morphological aspects that characterize Leguminosae species (Judd et al. 1999). The
pulvinus is a thickening at the base of petioles responsible for rapid or slow leaf
movements in response to external or endogenous stimuli (Campbell and Thomson 1977;
Moysset and Simon 1991; Minorsky 2019). Among legumes, some species of Mimosa
are famous for the rapid movement of their leaflets in response to touch; a movement
called seismonasty (Salisbury and Ross 1992; Minorsky 2019). Nevertheless, several
species of this genus have slow nyctinastic movements that keep their leaflets open during
the day and close them in the late afternoon (Rodrigues and Machado 2007).

The structural characteristics of pulvini have mainly been studied in leguminous
species with rapid leaf movement, particularly in Mimosa pudica (Toriyama 1953; 1954;
1955; 1957; 1967; Toriyama and Saté 1968; Toriyama and Komada 1971; Campbell and
Thomson 1977; Fleurat-Lessard and Bonnemain 1978; Fleurat-Lessard 1981; 1988;
Fleurat-Lessard and Roblin 1982). Studies on the pulvini of leguminous species with slow
leaf movements are scarce and restricted to a few species (Moysset and Simén 1991;
Rodrigues and Machado 2004; 2006). In general, the pulvinus is characterized by the
presence of a highly developed cortex composed of parenchyma cells (motor cells) rich
in tannins, a lack of lignification, vascular system in a central position, absence or
reduction of medulla, and extensive symplastic continuity between cortex and vascular
cylinder (Toriyama 1955; Fleurat-Lessard and Bonnemain 1978; Campbell et al. 1979;
Moysset and Simon 1991; Rodrigues and Machado 2006). However, structural
peculiarities have been reported, especially in the endodermal cells of pulvini of species
with different types of leaf movement. For example, studies show that the endodermal
cells of the pulvini from slow movement leaves contain starch grains and prismatic
calcium oxalate crystals, while the pulvini from rapid movement leaves have endodermal
cells rich in starch grains but without calcium crystals (Rodrigues and Machado 2007).
However, further research is necessary to find whether the presence/absence of calcium
crystals in the pulvinus endodermis is exclusively related to the type of leaf movement or

whether this is a characteristic related to the taxonomic group of the species.

Comparative anatomical studies have pointed to the structural peculiarities of the
pulvinus that ensure greater flexibility compared to other leaf regions (Fleurat-Lessard

and Roblin 1982; Moysset and Simén 1991; Rodrigues and Machado, 2004).
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Nevertheless, these studies were based on a few species of legumes belonging to different
genera, and there appear to be no studies comparing the anatomical structure of pulvini

and petioles in species of Mimosa with slow leaf movements.

Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Leguminosae, Caesalpinioideae), a woody
species endemic to Brazil (Dourado et al. 2013), is an alternate-leaved plant with
compound leaves with four to six opposite pinnae and has pulvini responsible for
reversible slow nyctinastic movements controlled by circadian rhythms. Mimosa
caesalpiniifolia presents a primary pulvinus located at the base of the petiole, a secondary
pulvinus at the base of the leaflet (pinna), and a tertiary pulvinus at the base of the pinnule.
We argued whether the anatomical characteristics of pulvini from Mimosa species that
present slow leaf movements are distinct from the species of this genus with rapid leaf
movements. The objective of the present study was to expand the knowledge on the
structural characteristics of the leaf of species of Mimosa with slow nastic movements,
describing the anatomy of primary and secondary pulvini and petiole of M.

caesalpiniifolia in a comparative way.

2 Material and methods

Plant material

We collected fully expanded leaves for the anatomical studies. The leaves were
located between the third and fourth stem nodes in five adult individuals of M.
caesalpiniifolia from a rural area in the municipality of Botucatu (22°59°20” S, 48°26°36
W).

Light microscopy

Samples from the median region of primary and secondary pulvini and the petiole
were fixed in a mixture of formaldehyde, acetic acid, and 50% ethanol (Johansen 1940)
for 24 h and stored in 70% alcohol. A portion of the samples was dehydrated in an ethylic
series, included in methacrylate resin, and sectioned transversely and longitudinally in a
semiautomatic rotary microtome. Sections (5 um thick) were stained with toluidine blue
pH 4.7 (O’Brien et al. 1964) and mounted in synthetic resin. Another part of the material
stored in 70% alcohol was manually cross-sectioned using razor blades. Subsequently,
these sections were cleared in 20% sodium hypochlorite, washed in 1% acetic water,
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stained with Astra Blue and Safranin (Bukatsch 1972; Burger and Richter 1991), and
mounted in glycerin.

We analyzed the slides using a photomicroscope (Leica DMR) and recorded the
relevant data with a digital camera (Leica DFC425). For better visualization of calcium

oxalate crystals, we also analyzed the slides under polarized light.

Histochemical tests

Sections of fresh material, obtained with the aid of razor blades, were treated with
Lugol’s solution to detect starch and alkaloids (Johansen 1940), 10% ferric chloride
solution for phenolic substances (Johansen 1940), ruthenium red for polysaccharides
(Johansen 1940), acidified phloroglucinol for lignin (Johansen 1940), and acetic acid and
hydrochloric acid (Howart and Horner 1959) for calcium oxalate crystals. Control tests
were performed according to the authors’ recommendations for each technique. We
analyzed the slides using a photomicroscope (Leica DMR) and recorded the relevant data

with a digital camera (Leica DFC425).

3 Results

Anatomical details of the pulvini

Primary (Fig. 1A) and secondary (Fig. 1B) pulvini of M. caesalpiniifolia, in cross-
section, presented a cylindrical shape and a regular surface. The epidermis was uniseriate
and consisted of oval, tabular, or tangentially elongated cells covered by a smooth and
moderately thick cuticle (Fig. 2A and B). Uniseriate tector trichomes were observed on
the surface of the pulvini (Fig. 2B).

The cortical region was highly developed in the primary (Fig. 1A) and secondary
(Fig. 1B) pulvini. In the primary pulvinus, the cortex had approximately 20 layers of
parenchyma cells with irregular shapes and sizes (Fig. 1A and 2A). In the secondary
pulvinus, the cortex had approximately 11 layers of parenchyma cells with the same
arrangement and disposition observed in the primary pulvinus (Fig. 1B and 2B). In the
outer portion of the cortex, the cells were more voluminous, with a polyhedral shape, thin
pectocellulosic walls, a nucleus with an evident nucleolus, and vacuoles filled with

phenolic content in both primary and secondary pulvini (Fig. 1A and 2A). Intercellular
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spaces were observed in this region (Fig. 2C). Prismatic calcium oxalate crystals were
observed in some cells of the outer cortex (Fig. 2A) of primary and secondary pulvini.

The inner cortical region of primary (Fig. 2A) and secondary (Fig. 2C) pulvini
was formed by approximately three layers of less voluminous parenchyma cells without
phenolic content. Abundant starch grains were detected in the inner cortex of primary and
secondary pulvini, especially in the endodermis (Fig. 2D). Prismatic calcium oxalate
crystals were observed in primary (Fig. 2E) and secondary pulvini. In endodermal cells
with prismatic calcium oxalate crystals, the inner periclinal walls and the lower portion
of the anticlinal walls were thicker and lignified, forming a U-shaped thickening around
the crystals (Fig. 2E).

A cross-section in the median region of primary and secondary pulvini showed
that the vascular system was centrally positioned and ring-shaped (Fig. 1A and B).
External to the phloem, we observed three to five layers of cells with non-lignified
thickened pectocellulosic walls in both pulvini (Fig. 2C and E). In longitudinal section,
these cells were fusiform and had cell wall septa that divided them transversely into
compartments (Fig. 2F—G). Large primary pit fields and a voluminous nucleus were
observed in these cells (Fig. 2F). The phloem of primary and secondary pulvini comprised
sieve tube elements, companion, and parenchyma cells, some with phenolic content (Fig.
2E and F). We also observed voluminous laticifer cells (Fig. 2C, E and F) in the phloem
of primary and secondary pulvini (Fig. 2C and E). The xylem in both pulvini consisted of
vessel elements and fibers with thick, lignified walls (Fig. 2C). The medullary region in
both pulvini was reduced (Fig. 1A, B and 2C) and consisted of a few layers of thin-walled
parenchyma cells. Portions of phloem containing sieve tube elements, companion cells,
common parenchyma cells, and laticifers were observed between the medullary

parenchyma and the primary xylem (Fig. 2C) of primary and secondary pulvini.

Anatomical details of the petiole

In cross-section, the petiole had a concave-convex shape, with two lateral
projections on the adaxial surface where vascular traces were found (Fig. 3A). The petiole
epidermis was uniseriate, consisting of oval, tabular, or tangentially elongated cells
covered by a smooth and moderately thick cuticle (Fig. 3B). Stomata with prominent
ridges were observed on the petiole surface (Fig. 3B); the substomatal chambers were

large (Fig. 3B). Tector trichomes were observed on the petiole.
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The petiole cortex was reduced and formed by one to three layers of collenchyma
and approximately three layers of parenchyma cells (Fig. 3A and B). The endodermis was
formed by tangentially oval cells arranged in a compact way (Fig. 3B and C). Sparse
starch grains and prismatic calcium oxalate crystals were observed in the endodermis
(Fig. 3C).

The petiole vascular system had a peripheral position in the organ and was formed
by collateral bundles arranged in a discontinuous ring, separated by interfascicular
parenchyma (Fig. 3A). Externally to the phloem, we observed a ring consisting of four to
five layers of fibers with thick and lignified walls (Fig. 3A—E). In the longitudinal section,
these walls were elongated and had tapered ends (Fig. 3E). The phloem was composed of
sieve tube elements, companion, and parenchyma cells (Fig. 3D and E). Large laticifers
were found immersed in the phloem (Fig. 3D and E). The xylem was composed of vessel
elements, fibers, and parenchyma cells (Fig. 3 D and G). The medulla was relatively large
and composed of parenchyma cells (Fig. 3F and G) containing starch grains (Fig. 3F).
Portions of phloem were observed between the medullary parenchyma and the xylem and
presented the same cellular elements found in the phloem of the vascular bundles (Fig.

3G).

4 Discussion

The results of the present study increase the body of knowledge about the
structural aspects of pulvini, contributing new information about a species of Mimosa
with slow nastic movement leaves. The general anatomical features observed for primary
and secondary pulvini of M. caesalpiniifolia were similar to the pulvini of other legume
species (Morse and Satter 1979; Moysset and Simén 1991; Rodrigues and Machado 2004;
Rodrigues and Machado 2006), including species of Mimosa with rapid movement leaves
(Campbell and Thomson 1977; Fleurat-Lessard 1981; 1988).

In M. caesalpiniifolia, the primary and secondary pulvini present structural
differences in relation to the petiole, such as the presence of a large parenchymatic cortex
and the lack of lignification. Such anatomical characteristics are similar to those observed
in comparative studies on different leaf regions in other species of legumes (Fleurat-

Lessard and Roblin 1982; Fleurat-Lessard 1988; Rodrigues and Machado 2004;
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Rodrigues and Machado 2006). Similar to the pulvini of other plant species with rapid or
slow leaf movements (Satter et al. 1970; Moysset and Simén 1991; Morse and Satter et
al. 1997; Machado and Rodrigues 2004), the cortex of the primary and secondary pulvini
of M. caesalpiniifolia is highly developed and consists exclusively of parenchyma cells.
In the outer and middle regions of the cortex, these cells accumulate phenolic compounds
and have spaces among them. These cells are known as motor cells (Toriyama 1953).

The presence of phenolic compounds in the cell vacuole was related to the storage
and release of ions, such as potassium and calcium (Toriyama and Jaffe 1970; Toriyama
and Komada 1971; Campbell et al. 1979; Fleurat-Lessard 1988; Moysset and Simén
1991) that are fundamental for the functioning of the pulvinus, acting on changes in the
turgor of the motor cells (Campbell and Thomson 1977; Campbell et al. 1979; Campbell
and Garber 1980; Satter and Galston 1981; Satter et al. 1982; Mayer et al. 1985; Fleurat-
Lessard 1988; Moysset and Simon 1991) and the polymerization of cytoskeletal elements
(Fleurat-Lessard et al. 1988; Kameyama et al. 2000; Hewitson 2001; Yamashiro et al.
2001). Regarding the presence of intercellular spaces in the cortex of the M.
caesalpiniifolia pulvini, such a cell arrangement could facilitate changes in cell shape and
size during leaf movement (Fleurat-Lessard and Millet 1984).

The occurrence of prismatic calcium oxalate crystals in the endodermis of primary
and secondary pulvini of M. caesalpiniifolia has not been reported in other species of
Mimosa and confirms the relationship between this cellular inclusion and the type of leaf
movement. The pulvini endodermis of leaves with rapid nastic movements contains only
starch grains, while leaves with slow nastic movements, in addition to starch grains, have
calcium oxalate crystals in the endodermal cells (Morse and Satter 1979; Rodrigues and
Machado 2007). Thus, in slow movement leaves, calcium is immobilized in the form of
crystals, while in rapid movement leaves, calcium is available to act quickly in the
calcium-dependent reactions necessary for the functioning of the pulvinus (Roblin et al.
1989; Rodrigues and Machado 2007). To the best of our knowledge, this is the first study
showing the content of the pulvini endodermis in a species of Mimosa, supporting the
proposition that the presence/absence of calcium crystals has functional importance and
is not related to the taxonomic group.

The occurrence of a sheath of cells with thick, non-lignified walls external to the
phloem, as observed here in M. caesalpiniifolia, has been reported for the pulvini of
several species of legumes (Machado and Rodrigues 2004; Rodrigues and Machado 2006;
2008) as well as the pulvini of species belonging to other families (Ferreira et al. 2022).
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Such cells were initially described as collenchyma cells due to their appearance in cross-
sections (Esau 1970; Fleurat-Lessard and Bonnemain 1978; Fleurat-Lessard and Roblin
1982; Moysset and Simén 1991); however, in the present study, they were analyzed in
longitudinal view, with observations indicating that they were quite elongated, with
tapered ends and transverse septa of pectocellulosic material dividing them into
compartments. On the petiole of M. caesalpiniifolia, in the same position as the septate
fibers in the pulvini, we observed a ring of lignified fibers exactly like those in the petiole
of other legume species previously reported (Fleurat-Lessard and Roblin 1982; Machado
and Rodrigues 2004). This suggests homology between the septate fibers of the pulvini
and the lignified fibers of the petioles. Thus, in pulvini and petioles, the ring of cells that
externally surrounds the phloem is composed of fibers of pericyclic origin, and its degree
of lignification varies according to the leaf region, which is related to the function of the
organs studied. The structural characteristics of the septate fibers, especially the
pectocellulosic walls with numerous primary pit fields, ensure the symplastic
communication of the cortex and the vascular system, which is fundamental for the
functioning of the pulvinus (Rodrigues and Machado 2006; 2008), while the presence of
fibers with lignified walls in the petiole demonstrates symplastic discontinuity between
the cortical region and the vascular system, providing greater rigidity to this leaf region
(Fleurat-Lessard and Roblin 1982; Rodrigues and Machado 2004).

The presence of internal phloem, as observed in the median region of the M.
caesalpiniifolia pulvini and petioles, is a characteristic that warrants attention. Although
the occurrence of internal phloem has been reported in aerial organs of species belonging
to several families of eudicots (Metcalfe and Chalk 1983; Zozimo et al. 2011; Patil et al.
2014), this seems to be an uncommon feature in legumes, since it has been described in
only a few species (Kuo and Pate 1981; Kuo and Pate 1985; Grignon et al. 1992). Internal
phloem, located in the medullary region, has been reported in soybean pulvini; this
specialized phloem might be involved in the transport of solutes to the root (Grignon et
al. 1992). In general, studies suggest the involvement of the internal phloem in the
transport of macromolecules, proteins, and several other substances (Turgeon and Oparka
2010; Zhang et al. 2010; Patil et al. 2014); whether this phloematic portion plays a role
in the transport of substances related in some way to leaf movement in M. caesalpiniifolia
needs to be investigated.

In summary, our results showed previously unknown characteristics for some

species of Mimosa, such as the presence of internal phloem in pulvini and petioles and
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the occurrence of prismatic calcium oxalate crystals in pulvini, corroborating the idea that
calcium crystals are present in the pulvini endodermis of slow movement leaves,

regardless of the taxonomic group of the plants.
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Fig. 1 Cross-sections of Mimosa caesalpiniifolia pulvini. A Cross-section of primary pulvinus. B
Cross-section of secondary pulvinus.
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Fig. 2 Sections of Mimosa caesalpiniifolia pulvini. A General appearance of primary pulvinus
showing uniseriate epidermis and large parenchymal cortex. Note cells with phenolic content in
the outer cortex. B Portion of secondary pulvinus showing epidermis with moderately thick
cuticle and tector trichomes, and external cortex with voluminous parenchyma cells with phenolic
content. C Detailed view of secondary pulvinus showing external cortex with cells with phenolic
content, internal cortex, and central vascular system with reduced medulla. D Section of primary
pulvinus treated with Lugol showing the presence of starch grains in the endodermis and adjacent
layers. E Detailed view of primary pulvinus showing prismatic calcium oxalate crystals
(arrowhead) in the endoderm. Note the U-shaped lignified thickening of the inner periclinal walls
and part of the anticlinal walls around the crystals. F and G. Longitudinal sections of primary
pulvinus. F Section showing septate fibers with thick pectocellulosic wall with primary pitting
fields (white arrow) and voluminous nucleus with obvious nucleolus. The arrow indicates the
septa. G General view showing endodermis, septate fibers with intrusive growth, phloem, and
laticifer. En: endodermis; Ep: epidermis; Ic: inner cortex; La: laticifer; Oc: outer cortex; Ph:
phloem; Sf: septate fiber; Xy: xylem.
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Fig. 3 Petiole of Mimosa caesalpiniifolia. A Ge

Detailed view of stomata on the petiole. C Detailed view of prismatic calcium oxalate crystals in
the endodermis under polarized light. D Section showing lignified fibers, phloem-immersed
laticifers, xylem vessel elements. E Longitudinal section showing reduced cortex, fibers, phloem,
laticifer, and xylem vessel elements. F Detailed view of medulla composed of parenchyma cells
filled with starch grains. G Detailed view of portions of phloem between medullary parenchyma
and xylem. D: Safrablau. A-B, E, G: Toluidine blue. F: Lugol. En: endodermis; Lf: lignified
fibers; Ph: phloem; Sg: starch grains; La: laticifer; Md: medulla; Xy= xylem.
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CAPITULO 2
Influéncia do calcio na formacao de cristais em pulvinos e peciolos e na

movimentacio foliar em duas espécies de Mimosa (Leguminosae)

Resumo

Nos pulvinos, a presenga/auséncia de cristais de oxalato de célcio esta relacionada com a
velocidade dos movimentos foliares nasticos. Cristais prismaticos de oxalato de célcio
estao presentes na endoderme dos pulvinos de espécies com movimentos foliares lentos
e ausentes em espécies com movimentos foliares rapidos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de célcio na formagdo de cristais na
endoderme de pulvinos e peciolos € no funcionamento dos pulvinos em espécies de
Mimosa (Leguminosae) com diferentes tipos de movimento foliar. Individuos de M.
caesalpiniifolia com movimentos foliares nictinasticos lentos e de M. pudica que
apresenta movimentos foliares seismonasticos rapidos foram submetidos a 360, 240, 120
e 0 mgL! de Ca’’em meio hidroponico. Folhas foram processadas para estudos em
microscopia de luz e a densidade de cristais de calcio na endoderme foi calculada em
seccoes transversais de pulvinos e peciolos sob luz polarizada. A concentragdo de calcio
nos tecidos foi detectada por meio de sistema de espectroscopia de energia dispersiva em
microscopia eletronica de varredura. Técnica citoquimica foi aplicada para localizacao de
depdsitos subcelulares de célcio ao microscopio eletronico de transmissdo. Cristais
prismaticos de oxalato de célcio se formaram na endoderme de pulvinos e peciolos de M.
caesalpiniifolia e nos peciolos de M. pudica, exceto em plantas mantidas sob auséncia de
Ca*". Nos pulvinos de M. pudica nio houve formagcao de cristais de oxalato de calcio em
nenhum dos tratamentos. Nos pulvinos de M. caesalpiniifolia a concentragdo de célcio
nos tecidos aumentou conforme a fornecimento de calcio em solugdo nutritiva; em M.
pudica a concentracao de célcio foi baixa em todos os tratamentos. Depositos subcelulares
de calcio foram detectados nos pulvinos de M. caesalpiniifolia em todos os tratamentos,
exceto na auséncia de calcio; em M. pudica marcagdes citoquimicas foram observadas
somente em plantas sob 360 mgL! de Ca®’. Em M. caesalpiniifolia, as folhas
apresentaram movimentos nictinasticos lentos em todos os tratamentos, inclusive na
auséncia de calcio. Plantas de M. pudica mantidas sob os diferentes tratamentos
mantiveram sua capacidade de movimentagao foliar em resposta a estimulos mecanicos,
exceto na auséncia de Ca?". Nossos resultados comprovam o comportamento diferencial

entre pulvinos e peciolos e entre pulvinos de espécies com diferentes tipos de movimentos
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foliares no que se refere ao acimulo de célcio e formagdo de cristais, sugerindo que os
mecanismos celulares envolvidos nos movimentos rapidos sejam distintos daqueles
ocorrentes durante movimentos lentos, apresentando maior envolvimento de reacdes

dependentes do calcio.

Palavras-chave: cristais prismaticos de oxalato de célcio; endoderme; folha; movimento

nictinastico; movimento seismonastico.

Introducio

Tropismos e nastias sao os mais frequentes tipos de movimento entre as plantas
superiores (Accorsi 1992). Movimentos tropicos sdo aqueles que ocorrem na direcao do
estimulo, enquanto nos movimentos nasticos (Minorsky 2019), o estimulo ndo determina
a dire¢do do movimento (Salisbury & Ross 1992). Os movimentos foliares nasticos sdo
frequentes principalmente entre espécies de leguminosas (Salisbury & Ross 1992;
Rodrigues & Machado 2006). Em muitas espécies da familia, os foliolos posicionam-se
horizontalmente durante o dia e verticalmente a noite, num processo ritmico controlado
pelas interagdes entre o ambiente externo e o reldgio biologico das plantas, conhecido
como nictinastia (Satter et al. 1981). Espécies de leguminosas pertencentes ao género
Mimosa (Caesalpinioideae, Mimosoide, LPWG 2017) podem ainda apresentar
movimentos foliares seismonasticos, caracterizados pelo rapido e reversivel fechamento
dos foliolos em resposta ao toque. (Salisbury & Ross 1992).

Movimentos foliares nasticos sdo causados por pulvinos (Salisbury & Ross 1992,
Mano & Hasebe 2021), um espessamento da base foliar e foliolar semelhante a uma
articulacao (Esau 1974), bastante desenvolvido dentre as leguminosas (Judd et al. 1999).
De forma geral, os pulvinos sdo caracterizados pela presenga de epiderme unisseriada,
cortex amplo constituido por células parenquimaticas ricas em taninos (células motoras),
escassez de lignificacdo, sistema vascular em posicdo central, auséncia ou redugdo de
medula e extensiva continuidade simplastica entre cortex e cilindro vascular (Toriyama
1955, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Campbell et al. 1979, Moysset & Simoén 1991,
Rodrigues & Machado 2006). Tais caracteristicas sdo relacionadas a maior flexibilidade

do pulvino em relacdo as demais regides foliares (Rodrigues & Machado 2004)
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A deformagdo do pulvino que resulta no movimento foliar ocorre devido a
diferengas na pressao de turgor entre as células motoras do cortex que podem sofrer rapida
reorganizacdo vacuolar de acordo com a redistribuicdo de agua e ions potassio e cloreto
(Campbell & Thomson 1977, Campbell et al. 1979, Campbell & Garber 1980, Satter &
Galston 1981, Satter et al. 1982, Mayer et al. 1985, Fleurat-Lessard 1988, Moysset &
Simoén 1991). Além disso, mudancgas na conformagao do citoesqueleto, especialmente dos
microfilamentos de actina estdo envolvidas no funcionamento do pulvino (Kameyama et
al. 2000; Hewitson 2001, Yamashiro et al. 2001). Considerando a participacao de
proteinas calcio-dependentes na constitui¢do dos microfilamentos de actina em pulvinos
(Yamashiro et al. 2001), fica clara a importancia do célcio no controle da atividade de
tais componentes do citoesqueleto e, consequentemente, no funcionamento dos pulvinos.

Pesquisas sugerem que em pulvinos de folhas com movimentos répidos, o célcio
se encontra livre e disponivel para atuar em reagdes calcio-dependente como a
polimerizacdo dos microfilamentos de actina nas células motoras, enquanto que em
espécies com movimentos foliares lentos, o célcio se apresenta imobilizado na forma de
cristais, impedindo a resposta rapida do pulvino a estimulos externos (Rodrigues &
Machado 2007). De fato, estudos tém sugerido a relag@o direta entre o acimulo de cristais
prismaticos de oxalato de calcio na endoderme de pulvinos de leguminosas com o tipo de
movimento foliar apresentado. Espécies com movimentos nasticos lentos apresentam
graos de amido e cristais prismaticos de oxalato de célcio na endoderme dos pulvinos
(Morse & Satter 1979, Rodrigues & Machado 2007), enquanto que somente graos de
amido ocorrem na endoderme de pulvinos com movimentos rapidos (Fleurat-Lessard
1988; Rodrigues & Machado 2007).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da disponibilidade de célcio na
formacao de cristais na endoderme de pulvinos e peciolos e na movimentagao foliar em
Mimosa pudica (espécie com movimento foliar seismonastico rapido) e Mimosa
caesalpiniifolia (espécie com movimento foliar nictindstico lento). Nos arguimos se: a) o
excesso de cdlcio leva a formagao de cristais na endoderme de pulvinos de folhas com
movimentos rapidos; b) cristais de calcio se formam na endoderme de pulvinos com
movimentos lentos mesmo em plantas mantidas sob condi¢des de baixa disponibilidade
desse elemento; ¢) plantas mantidas sob escassez ou auséncia de célcio ainda sdao capazes
de apresentar movimentos foliares; e d) se pulvinos e peciolos respondem de formas
diferentes aos tratamentos com calcio no que se refere ao acimulo de cristais de célcio na

endoderme.
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Material e métodos

Espécies estudadas

Mimosa caesalpiniifolia Benth. popularmente como sansdo-do-campo ou sabia, ¢
uma espécie arborea (Carvalho 2007), com folhas compostas bipinadas que apresentam
movimento nictindstico lento, sendo que seus foliolos se apresentam fechados a partir do
final da tarde e inicio da noite. Mimosa pudica L., popularmente conhecida como
dormideira, ¢ uma espécie subarbustiva com folhas compostas bipinadas que apresentam
movimento seismondstico rapido em resposta ao toque (Tamashiro & Escobar 2016).

Sementes de ambas as espécies foram obtidas por meio da empresa Biosementes
do Brasil LTDA. As sementes, ap6s desinfec¢do, foram acondicionadas em caixas tipo
gerbox transparentes sobre papel filtro umedecido com 4gua destilada e mantidas em
camaras de germinagdo a 25°C, fotoperiodo de 12 horas, 2500lux até a expansdao do

primeiro par de eofilos.

Experimento

Ap0s a expansdo do primeiro par de eofilos, as plantulas foram transferidas para
meio hidropdnico com solugdo nutritiva n® 2 de Hoagland & Arnon (1950) com aeragao
constante em casa de vegetacdo do tipo “Paddy Fan” com controle de temperatura em
26°C + 4°C. Ap6s a expansdo do terceiro par de folhas, as plantas foram submetidas a
diferentes tratamentos.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados. Plantas foram
mantidas no periodo de novembro/2019 a janeiro/2020 em solugdo nutritiva n° 2 de
Hoagland e Arnon (1950). Individuos de ambas as espécies foram submetidos a diferentes
concentragdes de calcio: solugdo nutritiva contendo 240 mgL™! de Ca %* (controle), 360
mg L' de Ca?, 120 mg L' de Ca?" e 0 mg L' de Ca ". Dez individuos de cada espécie
foram submetidos a cada um dos tratamentos (n = 10).

As solugdes nutritivas foram continuamente arejadas com um soprador rotatorio
e renovadas a cada semana (Dantas et al. 1979). O pH das solugdes foi mantido entre 5,5
e 6,5 e a condutividade elétrica da solugao foi controlada utilizando-se um condutivimetro

e mantida entre 1,5 ¢ 2,5 mS cm™ (Carmello 1992).
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Analise de movimento foliar

Apos a formagao e completa expansao de folhas sob cada condig@o experimental,
foram realizadas analises do movimento foliar. A observagdo das folhas de M.
caesalpiniifolia mantidas em diferentes concentragdes de célcio foi realizada as 8:00h,
12:00h, 16:00h e 19:00h por cinco dias consecutivos. Em M. pudica, a verificacao de
movimentagdo dos foliolos em resposta ao toque foi realizada as 12:00h em cinco dias
consecutivos. Registros fotograficos e filmagens foram realizados utilizando camera

digital Canon Sx 530 (Song et al. 2014).

Microscopia de luz (ML)

Para analises ao microscopio de luz, foram coletadas amostras do pulvino primario
e do peciolo do segundo par de folhas completamente expandidas formadas apds a
aplicacdo dos tratamentos, a partir de 10 individuos (n=10) de cada condigdo
experimental.

Amostras da regido mediana dos pulvinos primarios e peciolos foram fixadas em
mistura de formaldeido, acido acético e alcool etilico 50% (Johansen 1940), desidratadas
em série etilica e infiltradas em historesina (Leica Historesin). Seccdes transversais (Sum)
obtidas em micrétomo rotativo semi-automatico (Leica) foram coradas com Azul de
Toluidina 0,05% pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) e montadas em resina sintética Entellan. O
lamindrio foi analisado sob luz polarizada ao microscopio de luz (DMR, Leica) e os
resultados relevantes documentados com camera digital acoplada (DFC 425, Leica).

A densidade dos cristais prismaticos de oxalato de célcio na endoderme de
pulvinos e peciolos foi calculada em uma 4rea de Imm? utilizando o software Image J

1.53a, versao 64.

Analises estatisticas

Os dados coletados referentes a densidade de cristais na endoderme de pulvinos e
peciolos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do

programa estatistico Sisvar (Statistical Analysis System) versao 5.8 (Ferreira, 2011).
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Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para localizacdo de depositos subcelulares de célcio no cortex de pulvinos,
amostras foram submetidas a técnica ultracitoquimica descrita por Forbes et al. (1977).
Amostras de pulvinos (n=3) de ambas as espécies mantidas sob as diferentes condigdes
experimentais foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato 0,1M com
CaCl> 5SmM, pds-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampao e ferrocianeto
de potassio a 0,8%. Posteriormente, as amostras foram contrastadas com acetato de
uranila, desidratadas em série cetdnica, embebidas em Araldite (Machado & Rodrigues
2004) e examinadas ao microscopio eletronico de transmissdo (Spirit, FEI Tecnai) no

Centro de microscopia do IBB, UNESP, Botucatu.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

Amostras de pulvino primério e peciolo do segundo par de folhas completamente
expandidas formadas apds a aplicagdo dos tratamentos foram coletadas de plantas (n=5)
de ambas as espécies mantidas sob as diferentes condi¢cdes experimentais. As amostras
foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3 por 24 horas, pos-
fixadas em tetroxido de 6smio a 1% por uma hora e desidratadas em série etilica. A seguir,
foram secadas em ponto critico € metalizadas com ouro (Robards 1978). Para localizagao
e quantificacdo do acimulo de célcio nos tecidos, as amostras foram analisadas utilizando
equipamento de espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) acoplado ao

microscopio eletronico de varredura (Quanta 200, FEI Company).

Resultados

As plantas de M. caesalpiniifolia (Fig. 1A-C) e de M. pudica (Fig. 2A-C)
submetidas a 360, 240, 120 mg L de Ca*" ndo apresentaram alteragdes morfologicas
visiveis no eixo vegetativo aéreo durante o periodo de experimento, enquanto 0s
individuos de ambas as espécies cultivadas sob a auséncia de calcio apresentaram caule
menos ramificado (Fig. 1D, 2D) e folhas com superficie de contorno irregular e sinais de
clorose (Fig. 1D). Plantas mantidas na auséncia de calcio apresentaram gema apical
caulinar com sinais de ressecamento e eixo caulinar com menor comprimento em
comparagao com plantas dos demais tratamentos (Tab. 1, 2).

Em M. caesalpiniifolia, cristais prismaticos de oxalato de calcio foram observados

nas células endodérmicas dos pulvinos primdrios (Fig. 3A-C) e peciolos (Fig. 4A-C) de
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individuos submetidos a 360, 240 e 120 mgL! de Ca** (Tab. 3). A densidade de cristais
na endoderme dos pulvinos foi semelhante entre plantas mantidas sob 360, 240 e 120
mgL! de Ca®" (Tab. 3). Entretanto, a densidade de cristais no peciolo diminui de acordo
com a diminui¢do da concentragio de Ca®* as quais as plantas foram submetidas (Tab. 3).
Quando se compara as diferentes regides foliares, a densidade de cristais de calcio na
endoderme foi maior em peciolos que em pulvinos de plantas mantidas sob 360, 240 e
120 mgL™! de Ca*" (Tab. 3). Nos pulvinos (Fig. 3D) e peciolos (Fig. 4D) de individuos
mantidos na auséncia de célcio ndo foram observados cristais na endoderme (Tab. 3).

Em M. pudica nao houve formagao de cristais de oxalato de calcio na endoderme
dos pulvinos primarios (Fig. 5A-F) em nenhum dos tratamentos. J4 na endoderme dos
peciolos, cristais de oxalato de célcio foram formados em todos os tratamentos (Fig. 6A-
C), exceto na auséncia de calcio (Fig. 6D; Tab. 4). A densidade de cristais de oxalato de
calcio na endoderme dos peciolos foi semelhante entre individuos mantidos sob 360 e
240 mgL! de Ca**; entretanto, plantas mantidas a 120 mgL™! de Ca** apresentaram menor
densidade de cristais em comparacdo com individuos mantidos sob maiores
concentragdes de Ca>" (Tab. 4).

A quantificagdo de calcio nos tecidos utilizando MEV/EDS mostrou maior
concentracdo desse elemento nos pulvinos priméarios de plantas de M. caesalpiniifolia
submetidas a 360 mgL! de Ca** em comparagio com plantas sob os demais tratamentos,
sendo que a concentragao de calcio detectada foi semelhante em plantas tratadas sob 240
e 120 mgL! de Ca®", ndo tendo sido detectada a presenca desse elemento em plantas
mantidas sob auséncia de Ca®" (Tab. 5). Em M. pudica (Tab. 6), a quantidade de célcio
detectada nos pulvinos foi menor que em M. caesalpiniifolia (Tab. 5), especialmente
quando se compara individuos de ambas as espécies mantidos sob 360 mgL™! de Ca**. Em
plantas de M. pudica submetidas ao tratamento com 240 mgL! de Ca®" e sob auséncia de
calcio nao foi detectada a presenga de calcio nos pulvinos (Tab. 6).

Cristais primasticos de oxalato de calcio foram observados ao MET na endoderme
dos pulvinos de M. caesalpiinifolia (Fig. 7A-B). Tais células apresentaram espessamento
da parede periclinal interna e da por¢do inferior das paredes anticlinais formando uma
estrutura em formato de U (Fig. 7A-B). Nessas regioes, as por¢oes espessas das paredes
apresentam aspecto lamelar (Fig. 7B). Nas cé¢lulas endodérmicas de individuos mantidos
sob auséncia de calcio, nao foi observado esses espessamentos nas amostras analisadas.
A técnica ultracitoquimica utilizada para marcagdo de depdsitos subcelulares de calcio

mostrou a formacdo de preciptados eletron-densos nos pulvinos de individuos de M.
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caesalpiniifolia (Fig. 7C-F). Depositos elétron-densos foram observados na superficie
interna da membrana plasmatica, no citoplasma, no interior dos vactolos e nos espagos
intercelulares do cortex interno dos pulvinos de individuos tratados com 360, 240 e 120
mgL "' de Ca** (Fig. 7C-F). Ndo houve aciimulo de precipitados elétron-densos em plantas
mantidas na auséncia de célcio.

Em M. pudica a técnica ultracitoquimica para marcagdo de calcio intracelular
produziu depositos elétron-densos no citoplasma e nas proximidades da membrana
plasmatica (Fig. 8A) das células do cortex interno nos pulvinos de plantas sob 360 mgL -
I de Ca®"; além disso, por¢des do reticulo endoplasmético foram impregnadas com
depositos da reacdo (Fig. 8A). Nao houve acimulo de precipitado nos pulvinos de plantas
mantidas sob as demais concentracdes de calcio (Fig. 8B-C).

No que se refere & movimentacdo, as folhas de M. caesalpiniifolia continuaram
apresentando movimentos nictinasticos em todos os tratamentos, mantendo-se abertas
durante o dia (Fig. 9A) e fechadas durante a noite (Fig. 9B), mesmo no tratamento sob
auséncia de calcio. Plantas de M. pudica (Fig. 10A-B) mantidas sob os diferentes
tratamentos mantiveram sua capacidade de movimentagao foliar rapida em resposta a
estimulos mecénicos, exceto plantas mantidas na auséncia de Ca** que se tornaram nio

responsivas ao toque.

Discussao

Plantas de M. caesalpiniifolia e M. pudica mantidas sob diferentes concentragdes
de calcio mantiveram seu desenvolvimento normal mostrando aspecto morfoldgico
externo e comprimento do eixo aéreo semelhantes em todos os tratamentos, exceto na
auséncia desse elemento. Entretanto, peculiaridades foram observadas ao nivel celular
entre espécies e entre pulvinos e peciolos em plantas mantidas sob diferentes
concentragdes de calcio. Nossos dados corroboram a ideia de que pulvinos de espécies
que apresentam movimentos foliares ndsticos lentos, como M. caesalpiniifolia, sao
acumuladores de cristais de célcio na endoderme desde que este elemento esteja
disponivel, enquanto que em espécies com movimentos foliares nasticos rapidos, como
M. pudica, ndo ocorre formagao de cristais na endoderme (Roblin et al. 1989, Rodrigues
& Machado 2007), independentemente da concentragdo de calcio a qual a planta foi
submetida. De acordo com nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo comparativo
sobre a formacdo de cristais de célcio em pulvinos e peciolos de espécies vegetais com

diferentes tipos de movimentagdo foliar.
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A analise de amostras ao MEV/EDS mostrou que pulvinos de M. caesalpiniifolia
acumulam concentragdes de calcio correspondentes a quantidade desse elemento
fornecida em solu¢do nutritiva. A quantificagdo de calcio nos tecidos de pulvinos dessa
espécie mostrou que plantas mantidas a 360 mgL ! de Ca®" de fato apresentaram maior
concentracao desse elemento; entretanto, a densidade dos cristais de calcio na endoderme
dos pulvinos de plantas sob essa condi¢ao nao foi diferente em comparacdo com plantas
mantidas sob 240 e 120 mgL ' de Ca?". Por outro lado, nos peciolos, a densidade de
cristais de calcio variou de acordo com a concentragdao de calcio recebida pelas plantas
por meio da solugdo nutritiva. Dados semelhantes foram observados para o peciolo de M.
pudica, onde menor densidade de cristais foi observada na endoderme de peciolos de
plantas mantidas sob 120 mgL ' de Ca*" em comparagio com plantas mantidas sob
maiores concentragdes desse elemento. Para os pulvinos de M. pudica, mesmo quando a
concentracdo de célcio oferecida as plantas por meio de solucao nutritiva era abundante,
nao houve formagdo de cristais na endoderme, sendo que a concentragdo de calcio
detectada nos pulvinos dessa espécie por meio de MEV/EDS foi baixa em todos os
tratamentos. Pesquisas tem mostrado que a densidade de cristais de oxalato de célcio
aumenta no limbo foliar de plantas tratadas com alta concentragdo de calcio e que o
numero dos cristais diminui em plantas que recebem pouco célcio (Zindler-Frank 1975,
Borchert 1986, Wu et al. 2006, Paiva 2019). Entretanto, a formagao dos cristais parece
estar relacionada a funcdo dos tecidos/orgdos analisados. Nesse sentido, estudos
envolvendo espécies de leguminosas t€ém mostrado que a formagao de cristais de cdlcio
na bainha dos feixes vasculares do limbo foliar ¢ algo constitutivo e independente da
concentracao de célcio a qual as plantas estdo expostas, enquanto que a formagao desses
elementos nas células do mesofilo deve ser induzida pela exposi¢ao a altas concentracdes
de célcio (Paiva 2019). Nakata & McConn (2006) identificaram o gene responsavel pela
formagdo de cristais em Medicago truncatula ¢ demonstraram que, embora plantas
mutantes e selvagens apresentassem a mesma concentracao de calcio, cristais de célcio
ndo foram formados nas plantas mutantes. Assim, parece que a variagao na densidade dos
cristais parece ser um aspecto variadvel de acordo com a concentragdo de célcio recebida
pelas plantas e também com a regido/tecido foliar analisado. De fato, nossos resultados
mostraram resposta diferencial entre pulvinos e peciolos, o parece estar relacionado a
funcao peculiar de cada regido foliar. Além disso, a formagdo ou ndo de cristais em

pulvinos parece ser uma caracteristica constitutiva de cada espécie, estando intimamente
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relacionada ao tipo de movimentacao foliar apresentado, conforme ja sugerido por
Rodrigues & Machado (2007).

Estudos tem mostrado ainda que, em determinadas espécies de leguminosas, a
propor¢ao de oxalato de célcio por massa seca aumenta conforme a disponibilidade de
calcio, sem que haja alteracdes na porcentagem de calcio insoluvel ligado aos cristais por
area de folha, indicando que o excesso de calcio insoluvel pode se depositar em outras
porcdes celulares (Zindler-Frank et al. 2001), tais como a lamela média. Nas leguminosas,
grandes quantidades de calcio t€ém sido detectadas nas paredes celulares (Emanuele &
Staples 1990). De fato, nossas imagens obtidas por meio da utilizagdo de técnica
ultracitoquimica para marcacdo de depositos de calcio mostrou impregnagdes nos
vacuolos, citoplasma, membrana plasmatica e, principalmente, na regido entre células do
cortex interno dos pulvinos. Em M. caesalpiniifolia tais depdsitos foram observados em
todos os tratamentos, exceto na auséncia de calcio, enquanto que em M. pudica marcagoes
citoquimicas foram observadas somente em plantas mantidas sob 360 mgL ! de Ca®*, o
que mais uma vez demonstra o comportamento diferencial dos pulvinos entre espécies
com diferentes tipos de movimento foliar.

Como mencionado, ¢ importante ressaltar que no tratamento onde as plantas de
M. caesalpiniifolia foram mantidas na auséncia de calcio, nao houve formagao de cristais
na endoderme dos pulvinos e peciolos. Cristais de oxalato de calcio sdo inclusdes solidas
comumente encontradas em células de diferentes tecidos e oOrgdos vegetais e
desempenham fung¢des importantes na regulacio dos niveis de célcio citoplasmatico, na
protecao contra herbivoria, desintoxicacao de metais pesados, na distribui¢ao da luz com
consequéncia para a fotossintese (Franceschi & Nakata 2005, Paiva 2019) e na regulagao
dos niveis celulares de célcio (Faheed et al. 2013). O calcio desempenha diversas fungdes
na planta, participando da composi¢ao da parede celular, em especial da lamela média,
atuando na divisdo e crescimento celular, contribuindo para a estabilizagdo das
biomembranas, para a regulacdo osmotica, e atuagao de diversas enzimas (Taiz & Zeiger
2009). Entretanto, a concentragio de Ca®" no citoplasma deve ser mantida em niveis
baixos a fim de evitar a alteragdo de atividade de determinadas enzimas, visto que o calcio
¢ um importante mensageiro secundario na transducdo de sinais (Bush 1995, Yang 1996).
Assim, o excesso do calcio passa a ser armazenado na forma de cristais, os quais podem
representar até 90% do conteudo total de calcio em uma planta (Franceschi & Horner
1980, Paiva 2019). Em M. caesalpiniifolia, o calcio imobilizado na forma de cristais ndo

estaria disponivel imediatamente para atuar em reagdes calcio-dependentes, impedindo a
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rapida resposta dos pulvinos a estimulos externos (Rodrigues & Machado 2007).
Considerando que os movimentos foliares nictindsticos lentos caracteristicos de M.
caesalpiniifolia continuaram a ocorrer mesmo em plantas mantidas sob auséncia de
calcio, podemos inferir que outros mecanismos ndo relacionados a reagdes calcio-
dependentes, como seria o caso da polimerizacdo dos microfilamentos de actina nas
células motoras (Yao et al. 2008), estariam envolvidos no funcionamento dos pulvinos
nessa espécie. Nesse contexto, nossos dados reforgam as ideias de que a mudanga de
turgor das células corticais motoras seria a forga motriz para o funcionamento do pulvino
(Toriyama 1955) em espécies com movimentos nictindsticos lentos.

Em M. caesalpiniifolia, as células endodérmicas dos pulvinos apresentaram
espessamentos de parede em forma de U ao redor dos cristais. A formagdo de cristais
prismaticos de oxalato de calcio nas endodérmicas de pulvinos de folhas com movimentos
lentos acompanhada pelo espessamento de porgdes das paredes celulares tem sido
relatada em outras espécies de leguminosas com movimentos lentos e associada a
diminui¢ao de trocas simplasticas importantes no funcionamento dos pulvinos (Rodrigues
& Machado 2007). Embora a maioria dos cristais nas angiospermas ocorra no interior de
vacuolos (Kinzel 1989), a deposicdo de parede ao redor do cristal leva ao seu isolamento
em relacdo ao protoplasto (Ilarslan et al. 2001), o que poderia dificultar ainda mais a
disponibilizac¢do de célcio intracelular por remobilizagdo a partir dos cristais.

Plantas de M. pudica mantidas sob os diferentes tratamentos mantiveram sua
capacidade de movimentacdo foliar rdpida em resposta a estimulos mecanicos, exceto
plantas mantidas sob auséncia de célcio que se tornaram nao responsivas ao toque. O
papel fundamental do célcio na polimerizacdo dos elementos do citoesqueleto tem sido
comprovado em diferentes situacdes, tais como crescimento de tubo polinico (Chen et al.
2013) e no funcionamento de células-guarda (Chent et al. 2013). No que se refere aos
pulvinos, Yao et al. (2008) demonstraram o envolvimento do calcio e dos
microfilamentos de actina no funcionamento dos pulvinos de M. pudica (Yao et al. 2008).
Assim, além das mudancas de turgor das células motoras, alteragdes na conformagao dos
elementos do citoesqueleto envolvendo mecanismos calcio-dependentes sdo essenciais
para o funcionamento dos pulvinos em folhas com movimentos répidos. Estudos tém
mostrado que a concentracdo de calcio nas células motoras dos pulvinos de Mimosa se
modifica durante o movimento foliar devido a abertura e fechamento de canais de calcio
presentes no tonoplasto dos vacuolos taniferos (Toriyama & Jaffe 1972, Turnquist et al.

1993, Yao et al. 2008). Durante o fechamento das folhas, a concentracdo de calcio no
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citoplasma aumenta devido a sua liberacao a partir dos vacuolos (Toriyama & Jaffe 1972),
0 que torna esse elemento disponivel para o funcionamento do citoesqueleto (Yao et al.
2008). Tratamentos com inibidores de canais de calcio retardam os movimentos foliares
de M. pudica e comprovam a intima relagdo entre os niveis de calcio, a dindmica dos
microfilamentos de actina e a movimentagao foliar nessa espécie (Yao et al. 2008).

Em suma, nossos resultados comprovam o comportamento diferencial entre
pulvinos e peciolos no que se refere ao acimulo de cdlcio e formacdo de cristais e que
pulvinos de espécies com movimentos foliares rapidos respondem de forma distinta a
disponibilidade desse elemento em comparacdo com pulvinos de espécies com
movimentos foliares lentos. Considerando o fato de que pulvinos de M. caesalpiniifolia
continuaram a produzir movimentos foliares mesmo na auséncia de calcio e que as folhas
de M. pudica se tornaram ndo responsivas nesse tratamento, podemos sugerir que 0s
mecanismos celulares envolvidos nos movimentos rapidos sejam distintos daqueles
ocorrentes durante movimentos lentos, apresentando maior envolvimento de reacdes

dependentes do célcio.
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Tabela 1. Dados médios do comprimento do eixo vegetativo aéreo de plantas (n=

10) de Mimosa caesalpiniifolia (Leguminosae) sob diferentes concentragdes de Ca**

Tratamento (mgL!' de Ca®") Comprimento do eixo aéreo (cm)
360 3la
240 34a
120 30a
0 20b
CV (%) 7,58

Meédias seguidas de letras diferentes indicam diferencas significativas de acordo com o teste de

Tukey (p<0,05). CV. Coeficiente de variagao.

Tabela 2. Dados médios do comprimento do eixo vegetativo aéreo de plantas (n=

10) de Mimosa pudica (Leguminosae) sob diferentes concentragdes de Ca>*

Tratamento (mgL' de Ca*") Comprimento do eixo aéreo (cm)
360 25a

240 26 a

120 27 a

0 14b

CV (%) 16,53

Meédias seguidas de letras diferentes indicam diferencas significativas de acordo com o teste de

Tukey (p<0,05). CV. Coeficiente de variagdo.
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Tabela 3. Densidade média de cristais prismaticos de oxalato de célcio na

endoderme dos pulvinos primarios e peciolos em plantas (n= 10) de Mimosa

caesalpiniifolia (Leguminosae) sob diferentes concentracdes de Ca>*

Densidade de cristais

Tratamento (mgL!' de Ca®")

Pulvino primério Peciolo
360 41,06 Ba 107,26 Aa
240 46,09 Ba 92,17 Ab
120 49,12 Ba 69,87 Ac
0 0 Ab 0 Ad
CV (%) 18,87

Meédias seguidas pela mesma letra, maiusculas na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si

pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia. CV. Coeficiente de variagao.

Tabela 4. Densidade média de cristais prismaticos de oxalato de calcio na

endoderme de peciolos de plantas (n= 10) de Mimosa pudica (Leguminosae) sob

diferentes concentracdes de Ca**

Tratamento (mgL' de Ca*")

Densidade de cristais

360
240
120

0

CV (%)

103,23 a
101,89 a
45,40 b
Oc
27,64

Meédias seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas de acordo com o teste de

Tukey (p<0,05). CV. Coeficiente de variagao.
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Tabela 5. Quantificacao de calcio ao MEV/EDS em pulvinos primarios de plantas
(n=5) de Mimosa caesalpiniifolia (Leguminosae) sob diferentes concentragdes de

Ca2+

Tratamento (mgL! de Ca*") Quantificacdo de calcio (%)
360 1,8

240 0,3

120 0,5

0 0

Tabela 6. Quantificacdo de calcio ao MEV/EDS em pulvinos primérios de plantas

(n = 5) de Mimosa pudica (Leguminosae) sob diferentes concentragdes de Ca**

Tratamento (mgL! de Ca®") Quantificag¢do de calcio (%)
360 0,2

240 0

120 0,2

0 0
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Fig. 1A-D. Morfologia externa de plantas de Mimosa caesalpiniifolia mantidas sob
diferentes concentragdes de calcio. A. 360 mgL™! Ca?". B. 240 mgL"! Ca**. C. 120mgL"!
Ca?". D. 0 mgL™"! Ca*".
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Fig. 2A-D. Morfologia externa de plantas de Mimosa pudica mantidas sob diferentes
concentracdes de calcio. A. 360 mgL™! Ca®". B. 240 mgL!' Ca**. C. 120mgL™"! Ca**. D.
0 mgL! Ca*".
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Fig. 3A-D. Sec¢oes transversais do pulvino primario sob luz polarizada de individuos de

Mimosa caesalpiniifolia sob diferentes concentra¢des de célcio. A. 360 mgL™! Ca*". B.
240 mgL! Ca**. C. 120mgL! Ca*". D. 0 mgL! As setas apontam cristais prismaticos de

oxalato de calcio na endoderme.
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Fig. 4A-D. Secgdes transversais do peciolo sob luz polarizada de individuos de Mimosa

caesalpiniifolia sob diferentes concentragdes de calcio. A. 360 mgL™! Ca*". B. 240 mgL"
I'Ca?. C. 120mgL! Ca?". D. 0 mgL'. As setas apontam cristais prismaticos de oxalato

de calcio na endoderme.
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200pm

Fig. SA-F. Secgdes transversais do pulvino primario sob luz polarizada de individuos de
Mimosa pudica sob diferentes concentragdes de célcio. A. 360 mgL™! Ca®*. B. 240 mgL-
I'Ca®**. C-D. 120mgL! Ca*". E-F. 0 mgL! Ca*".
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Fig. 6A-D. Seccdes transversais do peciolo sob luz polarizada de individuos de Mimosa
pudica sob diferentes concentragdes de calcio. A. 360 mgL™! Ca?". B. 240 mgL! Ca?". C.
120 mgL! Ca*. D. 0 mgL'Ca*". As setas apontam cristais prismaticos de oxalato de

calcio na endoderme.
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Fig. 7A-F. Citoquimica ultraestrutural ao MET para marcagao de depodsitos subcelulares
de célcio no pulvino primario de plantas de Mimosa caesalpiniifolia mantidas sob
diferentes concentragdes de calcio. A, D, E. 240 mgL™! Ca*". B, C. 360 mgL™! Ca*". F.
120 mgL! Ca?". C. Precipitados (setas) no citoplasma das células endodérmicas. D.
Precipitados (setas) de calcio nos espagos intercelulares no cortex interno. E. Precipitados
(setas) no interior de vacuolos das células endodérmicas. F. Precipitados (seta) no

citoplasma das células corticais.
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Fig. 8A-C. Citoquimica ultraestrutural ao MET para marcacao de depodsitos subcelulares
de célcio no pulvino primario de plantas de Mimosa pudica mantidas sob diferentes

concentragdes de calcio. A. 360 mgL! Ca**. B-C. 240 mgL! Ca?".
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Fig. 9A-B. Movimentacao foliar nictinastica em individuos de Mimosa caesalpiniifolia
sob 360 mgL! Ca*" A. Foliolos abertos durante o dia. B. Foliolos fechados no inicio da

noite.

Fig. 10A-B. Movimentacdo foliar seismondastica em individuos de Mimosa pudica sob

240 mgL! Ca?*. A. Foliolos abertos. B. Foliolos fechados apos o toque.
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CAPITULO 3
Morphometry of sieve members and P-protein accumulation in pulvini and
petioles of Mimosa species (Leguminosae, Caesalpinioideae) with different types of

leaf movement

Abstract

The pulvini is a swollen of the basal portion of petiole responsible for the leaf movements.
Their functioning is attributed to changes in turgor and in the cytoskeleton configuration
in cortical motor cells. However, studies have demonstrated that the vascular system,
especially the phloem, is involved in pulvini functioning. We analyzed the morphological
diversity of P-protein and accessed morphometric data of sieve tube members in pulvini
and petioles of Mimosa pudica (species with fast seismonastic leaf movement) and
Mimosa caesalpiniifolia (species with slow nyctinastic leaf movements) aiming to detect
differential structural features between different leaf regions and between leaves with
different types of movement. Primary pulvini and petioles were analyzed under
transmission electron microscopy. Pulvini exhibited sieve members with thicker walls in
comparison to petioles in both species. The sieve members of M. pudica had thicker walls
than M. caesalpiniifolia in both petioles and pulvini. These data can be related to the role
of the sieve members walls in facilitating the apoplastic transport of ions, special
potassium, during the leaf movement. Filaments and lumps of proteins occured in the
sieve members of pulvini and petioles of M. caesalpiniifolia. In the pulvini of M. pudica,
sieve members exhibited lumen filled with homogeneous material interspersed with
filamentous and clustered proteins. Filamentous material was observed in the sieve
members of M. pudica petioles. Apparently higher abundance of protein inclusions
occurred in pulvini in comparison to petioles this species. The suggested interaction of
protein-P with the endomembrane system and with the intracellular calcium levels can be
important in stimulus transmission during the pulvinus functioning. In the pulvini and
petioles of M. caesalpiniifolia, plastids containing exclusively protein inclusions were
observed, while in the pulvini and petioles of M. pudica occurred plastids containing
protein and starch grains. The presence of starch in plastids of M. pudica can represent an

important source of energy for immediate mobilization during the rapid leaf movements.

Keywords: cell wall thickness, nyctinastic movement, P-plastid, protein, sieve tube

members, seismonastic movement
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Introduction

Several species of angiosperms, especially those belonging to the Leguminosae,
are capable of reversible leaf movements in response to external or internal stimuli
(Roblin 1976). Such movements can be fast or slow and are caused by pulvinus (Moysset
& Simon 1991). In general, pulvini exhibit uniseriate epidermis, wide parenchymal cortex
filled by motor cells rich in phenolic compounds, reduced vascular system in a central
position and scarcity of lignified cells (Toriyama 1953; 1955; Fleurat-Lessard & Millet
1984; Rodrigues & Machado 2004; Machado & Rodrigues 2004). However, structural
peculiarities have been reported among pulvinus of species with different types of leaf
movements (Rodrigues & Machado 2007).

The functioning of the pulvinus is attributed to changes in the turgor pressure
between the motor cells of the cortex which, due to the redistribution of potassium and
chloride ions and water, can undergo rapid reorganization in the number and size of their
vacuoles (Campbell & Thomson 1977; Campbell et al. 1979; Campbell & Garber 1980;
Satter & Galston 1981; Satter et al. 1982; Mayer et al. 1985; Fleurat-Lessard 1988;
Moysset & Simén 1991). In addition, studies have evidenced the participation of
cytoskeletal elements in pulvinus functioning (Kameyama et al. 2000; Yamashiro et al.
2001). Added to the motor cortical cells, the participation of the vascular system in the
pulvinus functioning has been reported due to its role in the ion redistribution and in the
stimulus transmission during the leaf movements (Pfeffer 1907; Toriyama 1953; Satter
& Galston 1981; Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978; Moysset & Simon 1991).

The phloem of pulvini have structural peculiarities that have been associated to
their involvement in leaf movement (Esau 1970; 1971; Fleurat-Lessard & Roblin 1982;
Moysset & Simon 1991; Grignon et al. 1992; Rodrigues & Machado 2008). In pulvini,
the walls of the sieve tube elements are thick and with a loose arrangement of cellulose
microfibrils, including the occurrence of sieve tube with nacreous walls in some legume
species. Such peculiar organization of the walls of the sieve tube members could facilitate
the radial transport of ions during operation of the pulvinus (Rodrigues & Machado 2008).
Despite the reports of thick walls in sieve members, morphometric data are not available
supporting this distinctive feature of pulvini in relation to other portions of leaves.
Furthermore, although the phloem of the most angiosperm species have protein inclusions
in the sieve tube elements (Golecki et al. 1999), the abundance and diversity of P-protein

seems to be a remarkable feature in the phloem of pulvini (Esau 1971; Rodrigues &
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Machado 2008) and may be related to the functioning of the organ. Although studies have
shown differential structural aspects between pulvini of species with fast and slow leaf
movements (Rodrigues & Machado 2007), little is known about possible phloem
morphological peculiarities among species with different types of leaf movements.

Several species belonging to the genus Mimosa (Leguminosae, Caesalpinioideae)
are known for their ability to respond quickly to external stimuli by closing their leaflets
in fractions of a second. Mimosa pudica is the most studied species regarding the
structural and functional aspects of pulvinus (Toriyama 1953; 1955; Campbell &
Thompson 1977; Fleurat-Lessard 1981; Fleurat-Lessard & Roblin 1982; Fleurat-Lessard
et al. 1988; Kanzawa et al. 2006; Yao et al. 2008; Song et al. 2014). Their bipinnate
compound leaves exhibit rapid seismonastic movements in response to touch (Weintraub
1952; Havaldar et al. 2022) and are regarded as a model for pulvini studies. However, the
genus also includes species that perform slow leaf movements related to circadian rhythm.
Mimosa caesalpiniifolia is a legume species bearing bipinnated leaves which leaflets
remain open during the day and close very slowly in the late afternoon in a nyctinastic
movement (personal observations).

In this paper we analyzed the morphological diversity of P-protein and accessed
morphometric data of sieve tube members in pulvini and petioles of Mimosa pudica and
Mimosa caesalpiniifolia aiming to detect differential structural features between different

leaf regions and between leaves with different types of movement.

Material and methods

Plant material

Seeds of M. pudica and M. caesalpiniifolia were germinated inside germination
chambers under 25°C, photoperiod of 12 h, and 2500lux. After the expansion of the first
pair of eophylls, the seedlings were transferred to 6.0 L pots filled with complete
Hoagland and Arnon (1950) n° 2 nutrient solution and maintained under 25°C + 4°C and

constant aeration in a “Paddy Fan” greenhouse.

Transmission Electron Microscopy (TEM)
Fully expanded leaves located at the third stem node of six plants (n=6) of each
species were collected. Samples from the median region of the petioles and primary

pulvini were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer, pH 7.3, post-fixed
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in 1% osmium tetroxide in the same buffer, dehydrated in acetone series and embedded
in Araldite resin. Ultrathin sections (90nm) were treated with lead citrate and uranyl
acetate (Machado & Rodrigues 2004) and analyzed using a transmission electron
microscope Philips (FEI Tecnai) at 60kV.

The thickness of the walls and the lumen area of the sieve tube members were
measured in cross plane of the phloem from petioles and pulvini from six plants (n = 6)
using Image J 1.53a software, version 64. We measured all the sieve members in each
figure obtained from TEM. The mean of the values was calculated for each image. The
standard deviation was obtained using Microsoft Excel. In M. caesalpiniifolia we
measured the sieve members in the outer phloem, since this species possesses vascular

bundles with outer and inner phloem.

Results

The phloem of both the petioles and primary pulvini was comprised by sieve tube
members, companion cells and parenchyma cells in M. caesalpiniifolia (Fig. 1A-G) and
in M. pudica (Fig. 2A-F). Larger laticifers cells occurred in the phloem of pulvini (Fig.
1A) and petioles (Fig. 1B) of M. caesalpiniifolia.

In the primary pulvini of both the studied species, the sieve tube members were
characterized by thick pectin-cellulosic walls and sieve plate with accumulation of callose
around the pores (Fig. 1C; 2B-C). The cell walls exhibited irregular internal contour, and
loose and lamellar appearance (Fig.1E). In M. pudica, the inner contour of the sieve tube
members walls was more sinuous and accompanied by the plasmalemma (Fig. 2E). The
sieve tube members of the pulvini of M. pudica exhibited wall thickness 2.5 times higher
than in pulvini of M. caesalpiniifolia (Table 1). In addition, the area of the lumen of the
sieve tube members was wider in pulvini of M. pudica in comparison to pulvini of M.
caesalpiniifolia (Table 1).

Sieve tube members in the petioles exhibited morphological features similar to
those in the pulvini in both the studied species. However, the thickness of their walls was
smaller in petioles in comparison to the pulvini, specially in M. pudica (Table 1). The
petioles in M. caesalpiniifolia had sieve tube members with larger internal area in
comparison to the pulvini (Table 1). However, the pulvini of M. pudica exhibited sieve
tube members with very larger area than the petioles of this species (Table 1).

Proteinaceous material dispersed in the form of short filaments occurred in the

protoplast of the sieve tube members of the pulvini and petioles of M. caesalpiniifolia
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(Fig. 1C-F). Small lumps of electron-dense material were also observed in these cells. In
the pulvini and petioles of this species, P-plastids circular to oval in shape were observed
in the sieve tube members and contained fibrillar and cuneiform (Fig.1D, E) protein
inclusions. In the pulvini of M. pudica, several sieve tube members presented the lumen
completely filled with material with a relatively homogeneous appearance interspersed
with dispersed filamentous material and inclusions in the form of electron-dense clumps
(Fig. 2C). Other sieve tube members contained tubular proteins interspersed with
filamentous protein material dispersed and in the form of clusters in the pulvini (Fig. 2D).
Large circular plastids containing cuneiform protein inclusions (Fig. 2D) and plastids
with bulky starch grains and protein inclusions (Fig. 2E) were observed in pulvini of M.
pudica. Filamentous protein material dispersed or in form of lumps (Fig. 2F) were
observed in the sieve tube members of M. pudica petioles; however, the sieve tube
members of petioles exhibited smaller abundance of inclusions in comparison to the
pulvini in this species. The plastids in sieve tube members of M. pudica petioles exhibited
similar features to those from the pulvini. They were large and contained starch grains

and cuneiform protein bodies (Fig. 2F).

Discussion

Morphometrical differences concerning the sieve tube members were here
registered between pulvini and petioles and between Mimosa species with different types
of leaf movement. In general, sieve tube members of pulvini exhibited thicker walls than
these cells in petioles. In addition, the pulvini of M. pudica, a legume species with fast
seismonastic leaf movement, presented sieve members with thicker walls than the pulvini
of M. caesalpiniifolia, a species with slow nyctinastic leaf movement. Although the
involvement of the sieve tube walls is poorly exploited for most of the theories of
translocation in phloem (Spanner & Jones 1970), it has been suggested that thicker walls
with loosed arrangement of cellulose microfibrils could facilitate radial transport of ions
during the leaf movement (Rodrigues & Machado 2008). In pulvini of M. pudica, the
inner portion of the thick walls of the sieve members present irregular contour that is
companied by the plasmalemma. This irregular contour of the cell wall could greatly
increase the surface area of the plasmalemma representing an important site of active

transport of potassium (Spanner & Jones 1970), which ions are essential to turgor changes
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of motor cells and consequently to the pulvini working. The wider lumen of sieve tube
members in M. pudica pulvini also can suggest a more efficient transport of substances
and stimuli and the involvement of these cells in the pulvini functioning culminating in
the fast leaf movements.

Our data also showed that the sieve tube elements of the pulvini and petioles of
M. caesalpiniifolia and M. pudica contain protein material of different aspects, such as
filamentous proteins, tubular proteins and electron-dense clumps. In addition, P-plastids
with cuneiform and fibrillar protein inclusions were also observed. The relationship
between structure and function of P-protein in sieve tube elements has been investigated
in order to understand its role in phloem biology (Anstead et al. 2012). The occurrence of
P-protein with diverse morphology is a common aspect of legume phloem and has been
described in different organs of different species (Wergin et al. 1975; Machado &
Rodrigues 2004). According to the literature, the P-protein can undergo changes in its
configuration during the maturation of phloem cells (Cronshaw & Esau 1967; 1968; Esau
1971; Palevitz & Newcomb 1971; Wergin et al. 1975), and fibrillar proteins are
considered the precursors of crystalline protein formats present in differentiated cells
(Wergin et al. 1975). However, in the present study, only mature portions of pulvini and
petioles were analyzed, showing that several P-protein morphotypes can occur
simultaneously in fully differentiated phloem cells and suggesting their possible
involvement in the functioning of mature organs.

In the present study, the abundance of P-protein appeared to be higher in pulvini
than in petioles, and in the pulvinus of M. pudica the accumulation of P-protein seemed
to be even greater than in the pulvinus of M. caesalpiniifolia. Material with a relatively
homogeneous appearance interspersed with dispersed filamentous material and in the
form of electron-dense clumps completely filled the lumen of the sieve tube elements in
pulvini of M. pudica. Some studies indicate that P-protein bodies dispersed or
accumulated at the end of the sieve tube elements or present in the vicinity of the sieve
plate can help seal the pores of the sieve plate in cases of injuries, acting together with
the callose (Eschirich 1975) for reducing the loss of assimilates (Ehlers et al. 2000). On
the other hand, other researches have suggested the translocation of P-proteins in the
phloem (Golecki et al. 1999) and their interaction with the endomembrane system (Smith
et al. 1987), which can be important in stimulus transmission during the pulvinus

functioning.
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Protein inclusions in legume phloem cells may undergo changes from the globular
shape to the dispersed state, in which they may obstruct the pores of the sieve plates
(Knoblauch et al. 2001). P-protein dispersion in sieve members can be induced by
increased Ca®" concentration increasing plasmalemma permeability or by abrupt turgor
changes (Knoblauch et al. 2001). Considering that both changes in intracellular calcium
levels (Yao et al. 2008) and changes in turgor (Toriyama 1953; 1955; Satter & Galston
1981; Fleurat-Lessard & Millet 1984; Moysset & Simo6n 1991) are phenomena that occur
during the functioning of the pulvini, it is to be expected that there are changes in the
shape of the protein inclusions in the sieve tube elements during leaf opening and closing.
Esau (1971) have demonstrated changes in P-protein configurations during the
development of phloem in pulvini of Mimosa pudica, however nothing is known about
structural changes of P-protein during the leaf movement. So, further studies considering
pulvinus from closed and open leaves may confirm this hypothesis.

In the petioles, P-protein was apparently more abundant in M. pudica than in M.
caesalpiniifolia, which can be related to the different types of leaf movement presented
by these species. In M. pudica, the stimulus generated by touching the leaflets must reach
the pulvinus and produce a response in fractions of seconds, with the petiole involved in
the transmission of signals (Kameyama et al. 2000; Volkov 2010). The stimulus generated
by touching the leaflets generates an action potential that must travel basically through
the phloem and reach the pulvinus, leading to the unloading of sucrose into the apoplast,
which will generate turgor changes in the cortical cells and the closure of the leaflets
(Fromm 1991). Thus, we suggest that P-protein in petioles may have an influence on the
transmission of these signals and on phloem loading. Whether in leaves that do not exhibit
movement the features of the sieve-tube elements are similar to legume petioles in terms
of protein accumulation remains unknown.

In the pulvini and petioles of M. caesalpiniifolia, plastids containing exclusively
protein inclusions were observed, while in the pulvini and petioles of M. pudica occurred
plastids containing protein and starch grains. Plastids in the sieve tube elements can be of
the S-type, when they accumulate starch or when they are devoid of any inclusions. The
plastids of the phloem cells are P-type when they carry crystalline and/or filamentous
proteins; some P-plastids, in addition to proteins, may also have grains of starch (Behnke
1991). Differences in the plastids of the sieve-tube elements are important taxonomically
(Behnke 2003). The function of P-plastids is not fully understood (van Bel 2003),

however, it is thought that they may act in phloem defense against injury. External stimuli
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can lead to rupture of the P-plastids with the consequent release of proteins that would be
involved in the sealing of the sieve plate pores (Knoblauch & van Bel 1998, Wise 2007).
In addition, S-plastids and P-plastids could act in the reserve of proteins and starch (Wise
2007), with the presence of starch being an important source of energy for immediate
mobilization in the case of pulvinus with rapid leaf movements (From & Eschrich 1988).

In summary, our results showed differential aspects of the sieve tube members
between pulvini and petiole and between species with different types of leaf movements,
suggesting the involvement of the thicker cell walls and the higher abundance of P-protein

in the pulvinus functioning, specially in leaves with seismonastic fast movement.
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Table 1. Morphometrical data on the sieve tube members in phloem of primary pulvini
and petioles of Mimosa species with different types of leaf movement.

members (um?)

Mimosa caesapiniifolia Mimosa pudica
Morphometrical dat ' '
orphometrical data Prlmgry Petioles Prlmgry Petioles
pulvini pulvini
Thickness of sieve member | ) -5 14 | 0532016 | 1.95+0.09 | 0.75+0.21
walls (um)
Lumen area of the sieve 3724453 |72.83+19.96 | 60.04+27.40 | 39.81+3.97
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Fig. 1A-G. Micrographs (A-B) and electron micrographs (C-E) of primary pulvinus (A,
C-E) and petiole (B, F, G) of Mimosa caesalpiniifolia. A, B. General view of the vascular
system showing phloem (Ph). La: laticifers. (C) General view showing sieve tube
members with sieve plates (Sp) with callose. Cc: companion cell. D. Thick-walled sieve-
tube member with lamellar appearance and P-plastids with wedge-shaped protein
inclusions. E. Detail showing P-plastid (Pl) with fibrillar (Fp) and cuneiform protein
inclusions (*). F. General view showing sieve tube members (St), companion cells (Cc)
and common parenchyma cells (Pc). G. Detail of sieve members with sparse filamentous
proteinaceous material (Fi) and plastids (P1) containing starch grains. Scale Bars: A- B=

100 um, C, E=5 um, D, F=2 pum.

74



75



Fig. 2A-F. Micrography (A) and Electron micrographs of primary pulvinus phloem (B-
E) and petiole (F) of Mimosa pudica. A. Cross-section showing the general appearance
of the vascular cylinder. B. General appearance showing parenchyma cells and sieve tube
member with thick walls with irregular outline and lumen filled with relatively
homogeneous content. Sp: sieve plate. C. Detail showing a portion of a sieve tube member
with a lume filled with material of a relatively homogeneous appearance interspersed with
filamentary material (Fi) dispersed and in the form of electron-dense clumps (arrows). D.
Sieve tube member containing tubular (Tp), filamentous (Fi) proteins and electron-dense
clumps (arrows). Note plastid (Pl1) with cuneiform protein inclusions (*). E. Detail
showing plastids with starch grains (Ga) and wedge-shaped protein inclusions (*) inside
a sieve tube member. Cw: cell wall. F. General view showing sieve tube member with
filamentous proteinaceous material (Fi) and electron-dense clumps (arrows) and plastids

(P1) in the protoplast. Scale bars: A= 100 pm, B=2 um, C-E=1 um, F=2 pm.
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Consideracoes finais

Este trabalho aborda aspectos anatdmicos e ultraestruturais de pulvinos e peciolos
numa abordagem comparativa entre Mimosa caesalpiniifolia Benth., espécie com
movimentos foliares nictindsticos lentos, e Mimosa pudica L., espécie com movimentos
foliares seismonasticos rapidos.

Os pulvinos de M. caesalpiniifolia apresentam caracteristicas comumente
encontradas em outras espécies de leguminosas, incluindo espécies de Mimosa com
movimentos foliares rapidos. A novidade verificada nesse trabalho foi a presenca de
cristais de oxalato de calcio na endoderme dos pulvinos de Mimosa, refor¢ando a ideia de
que o conteudo da endoderme dos pulvinos esta relacionado ao tipo de movimento foliar.
Assim, nossos dados preenchem uma lacuna na literatura no que diz respeito aos aspectos
estruturais de pulvinos de espécies de Mimosa com movimentos foliares lentos.

Ultraestruturalmente, analisamos de forma comparativa o floema de pulvinos e
peciolos de ambas as espécies, focando na abundancia e diversidade estrutural de
proteina-P. De forma geral, maior abundancia de proteina-P foi observada nos pulvinos,
especialmente em M. pudica, sugerindo seu envolvimento na movimentacao foliar, em
especial em folhas com movimento rapido. A andlise detalhada das inclusdes proteicas
dos elementos de tubo crivado e das caracteristicas de suas paredes de forma comparativa
entre pulvinos e peciolos e entre espécies com diferentes tipos de movimentos foliares
mas pertencentes ao mesmo género ¢ inédita e complementa estudos que sugerem a
importancia do floema na movimentagao foliar.

Nossa investigacao sobre a influéncia da disponibilidade de célcio na formagao
de cristais na endoderme de pulvinos e peciolos € na movimentacdo foliar mostrou
respostas diferentes entre pulvinos de ambas as espécies, comprovando de forma
experimental a ideia de que cristais de célcio ndo se formam em pulvinos de folhas com
movimentos rapidos.

Folhas de M. caesalpiniifolia apresentaram movimentos nictindsticos em
diferentes concentragdes de calcio, enquanto que as folhas de M. pudica perderam sua
capacidade de movimentagao foliar em resposta a estimulos mecéanicos na auséncia de
Ca?". Tais resultados sugerem maior envolvimento do cdlcio nos mecanismos de
funcionamento e reagdes celulares em pulvinos de folhas com movimentos
seismonasticos rapidos em comparagao com pulvinos de folhas com movimentos foliares
nictinasticos. Assim, nossos dados fornecem subsidios para o melhor entendimento dos

mecanismos fisioldgicos e eletro-quimicos envolvidos na movimentagao foliar.
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