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RESUMO

aconteceram vaérias ocorréncias de natureza boténica. Uma das ocorréncias na diferenciacéo

nas plantas vasculares €, por exemplo, alignificacdo, processo que caracterizaafase final da
diferenciacdo celular. Para o entendimento do desenvolvimento vascular, sdo usadas abordagens de
cunho fisiol égico, bioquimico e molecular. Estas abordagens tém sido possiveis em decorrénciado uso
de plantas que apresentam boa visuali zacdo, adaptabilidade em condicdes de | aboratério e crescimento
répido como é o caso do Arabidopsis, Coleus, Zinnia e Populus, que sdo modelos padres para o
estudo de diferenciacéo vascular. Com adisponibilidade de tecnol ogiamolecul ar seré possivel avancar
no conhecimento dos mecanismos de controle que dirigem e definem o tipo de organizacéo do tecido
vascular, assim como expressdes de genes participativos da fase de diferenciacéo.

Q evolucdo do tecido vascular de plantas data de 450 milh&es anos atras. Durante a evolucéo
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ABSTRACT

SYSTEMSOF PLANTSVASCULAR DIFFERENTIATION

Thevascular evolution date since 450 million years ago. During the evolution occured several botanical
events. The lignification for example is one of the last steps of vascular differentiation, that is a
characteristic of plants evolution. The understanding about vascular development, physiological,
biochemical and molecular approaches must be considered. Those approaches have been possible
due plants as Arabidopsis, Coleus, Zinnia and Populus, which present easy visualization, good
adaptability, as well as great laboratory condition of surviving. With the available of the molecular
technology will be possible to advance in the knowledge of the mechanisms control to distinguish the
type of vascular organization, as well asthe gensexpression during the differentiation.
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INTRODUCAO

A existéncia de varios tipos de células e
organizacdes de tecidos vasculares € compativel
com acompl exidade dos mecanismos moleculares
envolvidos no controle dadiferenciagéo vascular
e a diversidade de genes associados neste
processo. A descoberta de genes que expressam
fendtipos torna possivel hoje o conhecimento das
fasesdadiferenciacdo das célulasxileméticas. Para
estudos de diferenciacdo celular sdo indicadas
plantas como Arabidopsis, Coleus, Zinnia e
Populus, por possuirem caracteristicas que
favorecem estudos anatdbmicos, bioguimicos e
genéticos (Aloni, 1987; Roberts, 1988; Fukuda &
Komamine, 1985, Fukuda, 1992). Atrelados ao
processo de lignificacdo, estdo os arranjos dos
tecidos vasculares de varios 6rgéos - arranjos
colateral, bicolateral, anfivasal eanficribral (xilema
e floema organizados nos feixes vasculares), e 0
estelo (arranjo dos feixes vasculares em raizes e
caules), o qual denomina-se como: protostelo,
sifonostelo, eustelo e atactostelo (feixes
vasculares organizados em nivel de 6rgdo). A
diversificacdo dos arranjos vasculares no
processo evolutivo implicatambém, entre outros
fatores, na fotossintese e no transporte de agua
as folhas que estdo a metros de altura como na
copadeumadrvore (Givnish, 1986).

Orgar)iza(;éo dos Tecidosem Feixes Vasculares
eem Orgaos

A evolucdo dos tecidos vasculares surgiu da
necessidade da planta transportar agua e
nutrientes; com isso, as plantas desenvolveram
diversas organizacfes vasculares (Esal, 1977).
Dentro de um feixe vascular hd uma grande
plasticidade de organizacado, desde que seja
funcional para o transporte de &gua e nutrientes
(Roberts, 1976; Igbal, 1990; Sadivgeet a. 2000). O
padréo de feixes vasculares colaterais é a
organizacdo vascular mais comum, onde o xilema
e o floema sdo arranjados paralelamente. No
entanto, em algumas familias como as
Curcubitaceae e Solanaceage, predominaum padréo
chamado feixes vasculares bicolaterais (onde o
xilemaé colocado em paralelo com o floemaexterno
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e floema interno) (Ye, 2002). Outros tecidos
vasculares menos comuns em algumas
monocotiledbneas formam os feixes vasculares
anfivasais, onde o floema é cercado por um anel
continuo de xilema; ao contrario dos feixes
vasculares anficribrais, onde o xilema é cercado
por um anel de células floeméticas que ocorrem
em algumas angiospermas e pteridofitas
(samambaias) (Mauseth, 1988). Assim como as
plantas evoluiram em varios padrdes de
organizacdes vasculares, houve também uma
diversidade de padrdes no arranjamento dosfeixes
vasculares no estelo (Zhong et al. 1999).

Ferramentaspara o Estudo do Desenvolvimento
Vascular

As ferramentas tradicional mente usadas para
0 estudo do desenvolvimento vascular baseiam-
se em abordagem fisioldgica, bioquimica e
molecular (Aloni, 1987; Sachs, 1991). Estudos
atuais tém demonstrado que os hormdnios
vegetais, principal mente auxinae citocinina, tém
importante papel nadiferenciacéo vascular (Aloni,
1987; Fukuda, 1992; Sachs, 1991; Sachs, 2000).
Outras pesquisas avancaram e alavancaram
estudos no que tange a diferenciacdo vascular
usando as ferramentas de cunho molecular do
sistema genético de Arabidopsis entre outras
plantas (Allonaet al. 1998; Sterky et al. 1998).

Para cercear aestruturacéo e afuncionalidade
em diferentes fases de formacdo dos elementos
vasculares, varias proteinas e genes foram
analisados (Hertzberg et al. 2001; Kuriyama &
Fukuda, 2001; Zhao et al. 2000) considerando a
bioquimica e as abordagens de hibridacéo
subtrativa (Fukuda, 1997). Segundo Hertzberg et
al. (2001) atecnologia de micro-varreduraparaa
categorizacdo de genes alocados no cambio
vascular e xilema secundério torna-se
indispensavel no estudo das proteinas envolvidas
na diferenciacdo das células do tecido vascular.

Horméniosvegetais
Os horménios vegetais, como auxina e

citocinina, sdo importantes para diferenciacéo
vascular (Aloni, 1987; Sachs, 1991). Esses
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horménios medem e controlam o processo de
xilogénese e estdo envolvidos na iniciagdo da
diferenciacdo vascular (Aloni, 1987; Little &
Savidge, 1987; Robertset al. 1988). Traba hoscom
madeira de coniferas no que tange a observacéo
de fatores internos e externos gque controlam a
densidade da parede celular tém sido realizados
(Wodzicki, 1961; Richardson, 1963). Richardson
(1960) concluiu que todas as classes conhecidas
de hormdnios ocorrem em tecidos vegetativos de
coniferas e angiospermas lenhosas e que a
anatomia fisioldgica € um instrumento para o
conhecimento da interferéncia hormonal na
producdo de madeira. Segundo Roberts et al.
(1988), a citocinina pode ser um controlador da
diferenciacdo vascular, embora os niveis
relativamente altos de citocinina endégena em
tecidos mascaram freqlientemente a necessidade
dadiferenciacéo do xilema por este horménio. No
entanto, para Fosket & Roberts (1964), em alguns
casos, aaltaproducdo de citocininapodeinibir a
formacao do xilema; em outros casos pode
promover aformacdo de um cilindro vascular mais
espesso. Saks et al. (1984) concordam, com a
efetiva participacao dacitocininanadiferenciacéo
do xilema. Através de experimentos com plantas
de Helianthus, eles indicam que a diferenciacéo
no xilema secundario é dependente do sinal que
origina nas extremidades das raizes. Ha ainda
relatos sobre o efeito sinergistico de cinetina
(citocinina) e auxinanaxilogénese em segmentos
de caule excisado de ervilha (Sorokin et al. 1962,
Sorokin & Thimann, 1964) e culturadetecido de
tabaco (Bergmann, 1964). Como jafoi descrito por
Aloni (1987) e Sachs(1991), aauxinaéfundamental
na diferenciacéo vascular e representa um papel
essencial na atividade cambial em plantas
lenhosas, e sua atuagdo promove pequenas
divisdes celulares, mas as derivadas do cambio
formadas sofrem umadiferenciacéo normal, assim
como espessamento da parede celular (Wareing,
1958; Bruck & Paolillo, 1984). A auxina é
indubitavelmente o hormdnio mais importante
paraadiferenciacdo do floemaedo xilemasegundo
Thompson & Jacobs (1966), Aloni (1980) e Sachs
(1984). Estudos demonstram que o receptor de
etileno, 0 mutante (ein4) esta associado com a
deficiénciadetecido fibroso no xilema, sugerindo
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que o etileno desempenha funcdo no
desenvolvimento dasfibras (Candelaet al. 1999).
Varios mutantes sdo usados na investigacao das
fungBes dos hormdnios vegetais com base no
crescimento cambial (Przemeck et al. 1996).
Recente progresso em estudos de diferenciacdo
dexilemarealizados em experimentosin vivoein
vitro tem permitido desvendar o processo de
diferenciacdo (Fukuda & Komanine, 1982). Estes
experimentos tém mostrado que alguns
hormdnios estdo envolvidos na formacdo do
lenho e conseqientemente no processo de
lignificacéo (Sadvige & Wareing, 1981, Little &
Savidge, 1987, Robertset a. 1988). O trabalho de
Wareing (1958) em Acer pseudoplatanus mostrou
gue auxinae giberelinaatuam juntas promovendo
0 desenvolvimento normal do xilema. Além disso,
ha evidéncias de que os processos de
desenvolvimento no cdmbio vascular envolvem a
interacdo de outros fatores. Robards et al. (1969)
trabalhando com caule de salgueiro (Salix
fragilis) descobriram que o nimero de células no
xilema em diferenciac8o, ou seja que estdo em
amplo crescimento, pode ser aumentado pela
aplicacdo isolada de uma gama de substancias,
incluindo auxinas, giberelinas, 6-furfuril-
aminopurina (uma citocinina), sacarose e mio-
inositol. Quando estas substancias sdo aplicadas
juntamente, ha um grande aumento no nimero de
vasos, que é sempre maior do que aquele
produzido pelaaplicacdo de qual quer umadessas
substancias isoladamente. Segundo Robards et
al. (1969), seria precipitado atribuir um aspecto
causal de diferenciacdo a uma Unica substancia,
gquando de fato, uma gama de substancias
provavelmente interage endogenamente.

Arabidopsis, Zinnia, Coleus e Populus como
M odelosdeEstudo

Segundo Taiz & Zeiger (2004) aidentificag@o
de genes que desempenham papéis fundamentais
no desenvolvimento das plantas, € devido ao
enfoque dado ao modelo Arabidopsis, do qual
conseguiu-se o sequénciamento gendmico
completo e também a compreenséo das funcdes
de alguns dos seus genes. Arabidopsis thaliana
pertence afamiliaBrassicacea, € de porte pequeno
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e se adaptou bem ao cultivo em condi¢des de
laboratorio (Taiz & Zeiger, 2004), sendo muito
requisitada devido a gama de respostas em
estudos de genética e de mecanismos mol ecul ares
(Cano-Delgado et al. 2000; Przemeck et al. 1996).
Um acordo internacional estabeleceu a meta de
relatar afuncionalidade de cada gene do genoma
desta planta até 2010, trazendo ainda maior
compreensdo no que serefere adiferenciacdo dos
tecidos vasculares em plantas (Taiz & Zeiger,
2004). O isolamento de genes que regulam a
diferenciacdo vascular e aformagéo de modelo é
essencial para o estudo de desenvolvimento
vascular, hgja vista que estes podem ser usados
como ferramentas para o isolamento de genesde
plantas, através de caracterizagbes molecularese
gendmicas, por micro-varredura e andlises de
hibridos de leveduras (Ye, 2002). O género
Arabidopsis tem sido considerado como um
sistema modelo para o desenvolvimento e
crescimento secundario em face da grande
quantidade de xilemasecundario quando crescido
em condic¢Bes apropriadas (Cano-Delgado et al.
2000). Outra vantagem do Arabidopsis, assim
como a facilidade de gerar transgénicos é a sua
mutacdo (Figural) emnivel de espécie (Sundberg,
1990). Muitos mutantes de Arabidopsis
apresentam um padrdo de vascularizagdo ou
formag&o normal defeixesvasculares; porém, isto
ndo impede completamente a diferenciagéo
vascular dacélula, presumivelmente por causado
potencial de |etalidade para as plantas (Waites &
Hudson, 1995; Koizumi et al. 2000).

Células do mestfilo defolhas de Zinnia podem
ser isoladas e cultivadas em meio de indugéo.
Estas células diferenciam-se em elementos de
traquedides (Fukuda, 1997). Para a ocorréncia
deste fendbmeno, os hormdnios vegetais auxina e
citocinina tém papel importante (Aloni, 1987).
Durante a diferenciacdo ocorrem lignificacdo e
autolise. Usando o sistema experimental (Zinnia),
€ possivel estudar o mecanismo de biossintese
da lignina, a atuag@o de hormonios vegetais na
diferenciacdo das células, a caracterizacdo de
genes envolvidos na diferenciagéo, entre outras
contribui¢des (Fukuda, 1997; Millioni et al. 2001;
O'brien & MacCully, 1981). A vantagem deste
sistema deve-se as células do mesdfilo isoladas
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gue sdo quase homogéneas, sendo que a taxa de
inducéo de elementos de traquedides pode
alcancar até 60% (Ye, 2002). Véarios genes
associados com a formacdo de elementos de
traquetide tém sido isolados e caracterizados
usando este sistema (Fukuda, 1997; Milioni et al.
2001). In vitro, os sistemas de inducéo de
elementos de traquedides presente em Zinnia tém
sido umaexcelente fonte paraisolamento de genes
essenciais para o conhecimento de aspectos
desconhecidos sobre diferenciacéo de elementos
traguedidais, incluindo, especificacdes dacélula,
espessamento da parede secundéaria e morte
programadadacélula(Ye, 2002). Umaferramenta
também aplicadaéautilizacdo de fragmentos PCR-
ampliado de longos polimorfismos e o isolamento
de genes envolvidos na diferenciacéo de
elementos traquedidais de Zinnia (Milioni et al.
2001). A complexidade organi zacional dostecidos
vascul ares e mecani smos mol ecularesimplicados
nadiferenciacdo vascular favorece aformacéo de
padrbes. Ao mesmo tempo, os tecidos vasculares
representam model os que podem dar informagdes
sobre questdes biol 6gicas fundamentaisrel ativas
as especificacdes das células tais como:
alongamento, formacdo da parede celular, entre
outras (Fukuda, 2000; Ye, 2002). Paraestudar os
diferentes aspectos do desenvolvimento vascular,
o ideal é escolher sistemas simples ou
geneticamente facilmente manipulados, e, para
isso, 0 Coleus € um dos mais recentes sistemas,
no qual os caules servem para estudos sobre os
papéis daauxinae citocininanainducdo de xilema
e formacdo de floema (Aloni, 1987, 1993). A
vantagem da utilizacdo do Populus esta no
tamanho do caule que facilitaaexcisdo detecidos
vasculares e subseqiientes analises dos efeitos
dos fatores externos sobre a diferenciacao
vascular (Aloni, 1987). No entanto, € um sistema
limitado para estudosfisiol 6gicos (Aloni, 1993).

Visualizacédo de Tecidos Vasculares

A presencade elementos de traquedides com
parede secundéria espessa e com alta deposicdo
de lignina sdo as principais caracteristicas dos
tecidos vasculares; dessa forma podem ser
visualizados facilmente por col oracdo histol gica
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com azul detoluidinae HCI-floroglucinol (O’ Brien,
1981). Segundo Turner & Somerville (1997) essa
coloracao histologica € bem eficiente em cortes
transversais do caule de Arabidopsis, resultando
em imagens anatdmicas satisfatorias. Candela et
al. (1999) afirmam que para a observacdo do
padrado de nervacdo, afolhapode ser clareadacom
hipoclorito e entdo observadas no microscépio.
Segundo Dharmawardhana et al. (1992) e Cano-
Delgado (2000), o microscopio confocal (quetem
0s mesmos focos) tem sido aplicado para gerar
imagens de alta qualidade. Segundo os mesmos
autores, depois de colorir com fucsina, os
elementos de traquedide de folhas lignificadas e
raizes podem ser vistos prontamente sob um
microscopio confocal. ParaBaimaet al. (1995) e
Allona (1998), os marcadores moleculares podem
ser usados para visualizar a diferenciacdo de
tecidos vasculares, aexemplo, dos promotoresde
genes que sao expressos em células procambiais.
Eles podem ser usados como marcadoresiniciais
de diferenciacéo vascular. Igarashi et al. (1998),
afirma que um promotor de um gene é
especificamente expressado em células de xilema
e pode ser usado como um marcador daxilogénese.

Lignificacdo

Consideraveis variacdes existem na
composi¢do dalignina, entre varios taxons; tipos
de células, desenvolvimento e condicdes
ambientais (Raes et al. 2003). Durante a década
passada, houve um extraordinario esforco em
clonagem de novos genes envolvidos no caminho
bi ossintético dos monoligndis, procurando assim
atingir a cinética enzimatica de proteinas
correspondentes, e seus papéis no controle da
guantidade e composicdo de lignina a ser
depositada na parede da célula (Anterola et al.
2002; Humphreys & Chapple, 2002; Boerjan et al.
2003). Como conseqiéncia, o caminho
biossintético do monolignol tem sido reescrito,
embora a rota exata dos monolignadis, seja ainda
matériade debate (Raes et al. 2003; Whetten et al.
1998). Ainda segundo os mesmos autores, embora
0S ensaios enziméticos e plantas transgénicas
tenham contribuido extensivamente para o
entendimento dos papéis in vivo das enzimas, 0
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papel individual de genes tem sido mais dificil
alcancar, sendo esta uma limitac8o que pode ser
somente superada em espécies de plantas como o
Arabidopsis.

Desde a percepcdo dos processos evolutivos
pelos quais as plantas vasculares passaram, a
importanciadalignina— o segundo maior polimero
dos vegetais — é relatada. A lignina apresenta
caracteristicasintrinsecas, por ser umasubstancia
estavel, hidrof 6bi ca, fundamental mente aromatica
e de alto peso molecular, que se integra as
necessidades das plantas pelo sistema de
vascularizacdo. A lignificag8o é um processo que
ocorre predominantemente em células do tecido
vascular, encontrada em quase todos os 6rgaos,
mai s abundantemente em caul es e raizes (Raes et
al. 2003). Uma forte expressdo de genes na
biossintese de monolignodis em caules e
possivelmente os cDNAs da lignificag8o séo
relativamente representados em compartimentos
daraiz por causa daausénciade outros processos,
como fotossintese, ou, como poderiaser concluido
de andlise de AtC4H::GUS (mutante) (Nair et al.
2002). A lignificag8o € um dos processos que
caracteriza a diferenciacéo vascular nas plantas
(Ye, 2002 e Donaldson, 2001). Sarkanem & Ludwig
(1971) relata, com grandeimporténcia, quealignina
além de ter adaptado as plantas a vida terrestre
no processo evolutivo, também impermeabilizou
aparede celular e habilitou o transporte de dgua e
solucdes pelo sistema vascular. A biossintese de
lignina é, em parte, um campo ativo de pesquisa
devido a sua importéncia econbmica para a
industria do setor florestal (Boerjan et al. 2003).
Na maturidade, os elementos de traquedides
perdem seu nucleo, e o contetdo citoplasmatico
desaparece deixando no interior da célula uma
espécie de tubo oco (Lume). As enzimas
proteoliticas atuam nas organelas, sendo partes
aderidas a parede interna, formando a camada
verrucosa (Buchanan et al. 2000). Estas células
podem ser identificadas pel as suas caracteristicas
morfoldgicas, in vitro e também pela presencade
muitos marcadores bioquimicos. Isto é de grande
valia para os estudos de diferenciagdo celular
(Fukuda & Komamine, 1982). Além disso, 0
advento de microformas do amplo genomatornara
possivel estudar as diferencastranscricionais, que
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sd0 a conseqiiéncia de perturbacBes genéticas
simples. Freglientemente, o fendtipo pleiotrépico
demutantes pode ser explicado em nivel molecular
(Anterolaet al. 2002). Como primeiro passo para
estudar o papel de componentes familiares
individuais, a abordagem de bioinformatica foi
aplicada para identificar, em Arabidopsis, todos
0S genes componentes da linhagem dos genes
gue regulam a biossintese de monoligndis
conhecidos atualmente (Raes et al. 2003). Em
muitos casos, s6 um subconjunto de uma
determinada linhagem de gene, obtido
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principal mente por isolamento, foi caracterizado
no passado (Hu et al. 1998). Métodos
computacionais sensiveis estdo sendo usados
para delinear, em Arabidopsis, todos os
componentes das familias de genes conhecidos e
envolvidos nabiossintese de monolignéis (Urban
et al. 1997). A integracdo de seguimentos de
promotor dos componentes familiaresindividuais
com analise filogenética da familia permitiu
selecionar 12 genes como provaveis candidatos
envolvidos na lignificacdo em tecido vascular
(Raeset al. 2003).

Tabela 1. Mutantes que afetam a diferenciagdo vascular em Arabidopsis (Y E, 2002).
Table 1. Mutants, which affect the vascular differentiation in Arabidopsis (YE, 2002).

MUTANTES FENOTIPO VASCULAR GENES PRODUZIDOS
wol Bloqueio de divisdo de célula procambial Receptor de citocinina
mp Eementos de vasos desalinhado Fator de resposta a auxina
pinl Aumento do tamanho dos feixes vasculares nos caules Portador de efluxo de auxina
ifl1 Reducéo da diferenciagéo do xilema secundario nos Predominio de proteinaleucinaem
caules filadupla
irxt
i Reducdo daformacdo daparede secundarianas células de | Subunidade catalitica de Celulose
i3 xilema sintase
elil Faixa de xilema descontinua Desconhecido
apx Fenda do xlema Microtibulos com proteinas do tipo
catanina
fra2 Tempo de vida das células vasculares reduzido Microtubulos com proteinas do tipo
catanina

CONSIDERACOESFINAIS

E preciso investigar mais sobre asferramentas
disponiveisapartir de plantas modelos, devido a
sua grande eficacia no estudo do
desenvolvimento cambial. Muitos estudos
precisam ser realizados para um maior
conhecimento da diferenciacdo das células
floematicas, j& que as atengOes sdo maiores para
as células xilematicas. Com adisponibilidade de
ferramentas mol ecul ares serapossivel avangar nos
conhecimentos dos mecanismos que controlam os
comandos que direcionam e posicionam as vérias
organizacgdes de tecidos vasculares. Neste
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sentido, o género Arabidopsis tem sido
considerado uma poderosa ferramenta em
comparagéo com a Zinnia, Coleus e Populus no
gue tange a caracterizacéo dos genes envolvidos
na organizacao dos tecidos vasculares. O
conhecimento sobre os mecanismos fisiol 6gicos
e genéticos, que controlam os varios aspectos
das diferentes fases de desenvolvimento das
plantas, torna-se cada vez mais necessario, ndo
sO para a compreensdo da diferenciacdo das
células vegetais, mas também como base de
conhecimento para a atuacdo da engenharia
genética intencionando agregar maior qualidade
possivel as plantas para um melhor
aproveitamento como produto final.
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