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Jma Xicara de Cha*

Nan—in, um mestre japonfés, recebeu um
professor de universidade que veio indagar
a respeito do Zen.

Nan—in serviu cha. Encheu a xicara do
visitante, e continuou derramando.

0 professor observou a enchente ate
que n3o poOde mais se conter. “Ela esta
cheia. N3o cabe mais nadal”

"Como esta wicara”, disse Nan—in,
"yoce esta cheio - ~de opinides e
ecspeculagdes. Como possa lhe mostrar o Zen

sem antes voceé eswvaziar a sua Ricara?'.

% Retirado de N3o apresse g vig fele corpe
csozinhol). Barry Stevens (1970).
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Resump

Xerophyta plicata Spreng.(Uellpziaceae) & uma Andiosperma

brasileira tolerante a desseca¢ios gue ocorve em afloramentos
graniticos do RJ ao RN. Embora ndo perca as folhas nos periodos
secoas elas ficam amarelas, encolhidas, dobradas e teorcidas.
Quanda a agua wvolta, as folhac se distendem e voltam a ficar
verdes. As células do mesofilo sobrevivem aos ciclos de saida e
entrada de agua por meio de alteragdes ultra-estruturais
responsavelis pela manutengao da viabilidade celular. Essas
alterag¢tes parecem processos degradativos limitadoss que mantem
remanescentes das estruturas wvitais. A utilizac3do de solugio
fiwadara n3o aguosa previne a ocorvréncia de artefatos de tecnica
nas folhas secass gque s3o muito reativas a agua. 0 acompanhamento
Passo a passo dos nove dias de desseracios por meio de
Microscopia Eletvdnica de Transmissio, revelou a permanéncia do
nicleo de maneira intacta e de remanescentes identificdaveis de
cloroplastos, mesmo em folhas com conteddo relativo de agua (CRa)
igual a @%. As demals organelas desaparecem ou deixam de ser
idéntii‘icéveis nas células secaas. Células dessecadas apresentam
uma macesa citoplasmatica central e compactas quase sem ligacido
com as paredes celularess muito dobradas. Durante a re—-hidratagio
alteragbes fFisicas de volume e forma (estudadas por meio de
Microscopia FEletrdnica de Varredura-5EM) ocorrem paralelamente 2
alteractes morfo—metabdlicas de reorganizagdo ultra-estrutural. O
acrompanhamento detalhado dos dois primeiros dias de re~hidratagao
por Microscopia Eletv®nica de Transmissdo (TEM), com o uso de
fixadores aquoso € hao aquosos revelaram uma sequéncia de eventos
celulares: dilatag3o das oraanelas, formag3aoc de wvesiculas que
resultam na ocupagao homogénea de todo o espago interno da
células deslocamento do citoplasma para a porgdo parietal da
célula e reorganizacg3o da estrutura interna das células. Essa
sequéncia mostrou-se semelhantes porém invertida, a sequéncia de
alteracBes celulares que ocorrem durante a desseca¢io dessa mesma

ecpécie.



Summary

Xerophyta plicakta Spreng.{(Velloziaceae) 15 a Bra=zilian

desiccation tolerant Angiosperm that occurs in granitic rock
autcrops fram Rip de Janeirp State to Ripo Grande do Norte State.
Although leaves do not fall during the drought periodss they
become Yellows shrinkeds folded and twisted. When water is
avaitable again, leaves distend and retake the o9green colour.
Mesophyll cells survive the water inlet and outlet cycles by
Comeans of ultrastructural changes that are vesponsable for
maintaining their wviability. These changes are similar to limited
degradati&e processes in which remnants of the vital cstructures
are preserved., The use of a non—agueous fiwxative solution for dry
tissues prevent the occurrency of Ffiwxation artefacts in these
tiggues Lthat are very reactive to water. A step by step 9P-day
study of the desiccation process by Transmission Electron
Microscopy (TEM) showed few cHanges in the nucleus and
recognizable modified-chloroplasts even in totally dry leaves
(relative water content (RWC) of ©%). Other organelles disappear
DF- are not recognizable. Desiccated cells show =a compact and
central cutoaplasm that maintains contact with the cell walls by a
few thread—-like projections. Cell walls are very folded. During
yehydration, changes in shape and volume (studied by Scanning
Electron Microscop4ds SEM) occur along with morphological and
metabolical changes, in order to reorganize the cell
yltrastructure. A step by step study on the first 2 days of
rehydration was carried out by TEM with agueous and non-aqueous
fixatives. Resurrection occures through a sequence of cellular
events! Swelling of the organellesy vacuplation of the cytoplasm,
motion of the cytoplasm to the peripheral portion of the cell and
renrganization of the internal structuvre of the cells. This
sequence 1is similars but inverted, in relation to that followed

during desiccation of the same X. plicata.



Intredugfo

Plantas que crescem em ambientes aridos normalmente
sobrevivem a seca por retardar seus efeitos, armazenando agua em
ceus tecidos de modo a manter seu metabolismo ativo (plantas
suculentas) ou diminuindo a transpiragio (xerofitas). Se2 o
periodo de seca for muito longo essas plantas nio conseguem
suportar a seca e morrem. OQutras espécies prosperam em ambientes
idridos por evitar a seca. Elas tém ciclos de vida rapidos, onde a
germinacio ou brotamentos o crescimento e a maturac8o reprodutiva
ocorrem dentro do periode em que a agua esta disponivel no
amhiente. No periodo de seca as plantas evitadoras estéEe
presentes no ambiente como formas de resisténciag‘ coma por
exemplo sementes (LEVITT, 19803 BEWLEY & KROCHKO, 19823 SCHWAB =t
al.s 1989)., OQOutro mecanismo de sobrevivéncia 4 ' seca, mais
conhecido para algas, liguens e musgos, Mas que também ocorre em
algumas plantas superiores, & a capacidade de tolerar perdas
drasticas de &gua nos tecidos sem perder a viabilidade. Essas
plantas s30 chamadas de pecileidricas ("poikilohydric’ ),
tolerantes a dessecagao ou s popularmente, revivescentes
("recsurvrection plants”)(GAFF & HALLAM, 1974, apud SCHWAB et al,
19895 WALTER, 1955, apud SCHWAB et al., 198%; BEWLEY & KROCHKO,
{9823 LEVITT. 1980). As plantas revivescentes permanecem em
estado de anabiocse, com seu metabolismo interrompidos durante o
perindo em que estZo secas (CROWE & COOPERs 1971, apud SCHUAB et
al.s 1989). AQuando a agua volta a estar disponivel, as plantas
re—hidratam ¢ seu funcionamento fisioldgico & reativado.

No mecanismo de tolerincia & dessecagdo a planta perde @
maior parte de seu conteldo hidrico sem que haja abscislo ¥foliar
(LEVITT, 1980; BEWLEY & KROCHKD, 19825 HSIAO, 19735 MEGURD et al.
s 1977). 0O limite de sobrevivéncia a seca em algumas plantas
revivescentes & extremo. Algumas espécies podem resistir 3
valores de conteiddo relative de agua (BARRS, 1968, apud HALLAM &
LUFE, 198@) que variam entre 20% e 0% (equilibrio com acido
sulfirico concentrado) em relac3o ao seu conteddo de agua no

estado turgido (GAFF & HALLAM, 1974, apud HaLLAM, 1976).



&4 organizacao celular e o'func1onamento bioguimico de um
organismoy como um todoy dependem da presenca de agua. A nivel
molecular, a agua determina o rendimento de todas as rea¢bes e &
termodindmica de todos os processos biologicos (RUPLEY et al..
1983). Dessa formas e claro que a perda da aguas, em qualquer
tecido wvivo, 1mplicara na ocorréncia de alteragdes a nivel
celular. Nas plantas tolerantes & dessecagcdo estas alteracdes nao
s3p apenas consequéncias fisicas da perda de agua pelos tecidos,
mas sao promovidas  por uma intensa atividade metabdlica que
ocorre durante a dessecatdo, em resposta a ela (LEVITT, 1980).
Neste PYrOCEesSSD pcorrem modificagOes ultra-estruturais e
metabolicas reversiveis, que wviabilizam a permanéncia dessas
celulas em estado inativo durante o periodo de seca, bem como sua
rapida reorganizacac mor fo-metabolica k30 logo haja
disponibilidade de agua para a planta (GAFF et al., 19763 HALLAM
& GAFF, 19783 SCHWAB et al.s 1%8%9).

As alteragdes celulares que ocorrem durante o processo de

dessecagan em plantas revivescentes abranjem a desorganizagio
dos polissomos e reticulo endoplasmaticos fragmentag3o do vacuolo
em varios menores e alteracgfes morfo-metabolicas tardias nas
mitocGndrias e nos cloroplastos (HALLAM & LUFF, 1980, HALLAM &
GAFF, 1978, BEWLEY, 1%7%).

No processo de dessecaciao de Xerophyta villosa Th.Dur. &
Shinz. (Velloziaceae)(HALLAM & LUFF, 198¢) e de Borvya npitidas
{abill.{(Liliaceae) (GAFF et al., 1976)s <que s3o plantas

revivescentes, ac alteracdes morfoldgicas nas células do mesofilo
comecam pela reducdan do volume celular. Ao longo do processo de
dessecaciaos as organelas v3o se modificando. Quando dessecadas,
apenas o0& cloroplastos e as mitocBndrias mantém-se identificaveis
no citoplasma dessas especies (GAFF et al., 1974635 HALLAM & LUFF,
1980). _

Fmbora plantas tolerantes a desseca¢ao de varias familias
possam apresentar processos celulares de resposta a dessecagdo
com uma sequencia de eventos bastante semelhantes ndo e possivel
falar em uma sequeéncia padrio de alteragbes celulares responsavel

pela tolerdncia & dessecac3o, uma vez que existem espécies de



plantas revivescentes que apresentam respostas celulares
diferentes a perda da zgua. £ssas respostass no entanto levam ao
mesmo estado de anabiose viavel ne estade seco, passivel de
reorganizacao e vre-ativagio metabdlica com a re-hidratac¢io.
WELLBURN & WELLBURN (1976) encontraram um exemplo disse em
Muyrothamnus flabellifolia Welw. (Hamamelideae), que mantem a
organiza¢3o ultra-estrutural de mitocbndrias e plastidios do
mesofilos mesmo no estado dessecado. Essas organelas ficam
separadas do resto do citoplasma por bainhas ou membranas. ApOS 2
re-hidratac30s essas bainhas parecem ser perfuradass permitindo
gQue orcorra uma reorganizagio celular e uma reativacio metabolics
que & considerada a mais rapida entre as plantas revivescentes ja
estudadas (WELLBURN & WELLBURNs 192746).

Algumas plantas tolerantes & desseca¢ido mantem a clorofila
das folhas no estadeo dessecados apresentando—-se sempre wverdes
(homeoclorofilas). Outras, peciloclorodfilass perdem a elorofila
durante a dessecagdo e a sintetizam de nove durante 2
reorganiza¢80 dos cloroplastas. Estas dltimas mostram folhas de
cor marvom—-pardo quando secass 4que retomam a cor verde no
processo de re—hidrataglo (MEGURO et al., 19773 MEIRELLES, 19%9).
Como ewxemplos de plantas revivescentes peciloclordfilas temos
Xerophyta villosa Th.Dur. & Schinz. (Velloziaceae) (HALLAM &
LUFF, 1980),. Xerophyta plicata Spreng (Velloziaceze) (MEGURD et

al.s 1977) s Vellozia nivea € Vellozia compacta Hart.
(Velloziaceae) (CASTRO, F.3 CASTRO, M.M.8. & ROSSETTO, E.S.s nao
publicadol. Eomo exemplos de espécies revivescentes
twomeoclordfilas temos Talbotia slegans Balf. (Velloziaceae) (GAFF
& HAELﬁM, 1974, apud HALLAM, 197&), Craterostigma plantaaineum
Hochst . {Scrophulariaceael, Ramonds mykoni Reichb.

(Gesneriaceae)sCeterach officinarum Lam. et DC. (Aspleniuceae)
(SCHWAB et al., 198%93.

Com relagao Y catalise das clorofilas en plantas

pecitociorofilas; BORTLIK e colaboradores (1987) afirmam que 3
porcentagem de elementos quimicos realocados nesse processo @ tao
pequenas em comparagao com o rendimento da realocacio de produtos

do catabolismo de proteinas p.e.s que chega a ser indiferente, em



termos de economia de recursosy o fato da planta ser
tomeoclorofila ou peciloclorafila.

As reservas enevgeticas de cavboidratos das folhas de
plantas revivescentes também cofrem modifica¢bes durante o
processo de dessecagion. Estudos feitos por meio da Microscopis
Eletrénica de Transmissdo mostraram que as recervas de amido das
folhas diminuem ap longo desse processo (HETHERINGTON et al.,
1982). Estudos bioquimicos mostram que o amido é quebrada em
agdcares soliveis menorea, que teriamy, ao menos. treés supostas
fun¢bes: a manutenc3o da integridade das membranas celulares
(plasmatica, das mitocdndriasy dos cloroplastos, do ndcleo e dos
vacuolos)y o fornecimento de cambustivel facilmente wutilizavel
para a producio de energia pela respivagio, quando da
reorganizagio celular ao fim do periodo de seca (HALLAM & LUFF,
19805 SCHWAB & GAFF, 198435 HETHERINGTON et al., 192825 HALLAM &
GAFF, 19783 SCHWAB et al., 1989}, ¢ o0 aumento da pressio
osmoticas permitindo a reteng8o de agua pelos tecidoss que torns
mais lenta a perda de agua (LEVITT, 198@).

Mas espfcies sensiveis 4 desseca¢dos as folhas comportam-se
frente ao défict hidrico senescendo. 0 processo de senescéncia e
bastante complexo e, como o processo de toler3ncia a2 dessecacio,
caracteriza-se por alteragdes celulares a nivel ultra-estrutural
2 metabolico. Na senescéncias, essas alteracdes levam a
inviabiliza¢30o celular e geralmente culminam na abscisio foliar.
é chamada “sindrome de senescéncia’” (BORTLIK et al., 19873 OLAND,
1943, STODART & THOMAS, 19823 TAMM, 1951), detectavel a olho nu
pelo amarelecimento das folhas antes da. abscisaos envolve o
catabolismo das proteinas e das clorofilas e a realocagdo do
nitrogénios magnésioy fosforo e potassio resultantes para outras
partes da plantas possivelmente menos (ou mais tardiamente)
lesadas 2o longo do periodo de estresse. Também Dcérre_durante ®
cenescéncia uma desorganizagao das organelas celularess iniciada
pelos polissomes e pelo reticulo endoplasmaticeo (liso e rugoso) e
finalizada pela desorganiza¢3o de cloroplastos, mitocdndrias e do
nicleo (BISWAL & BISWAL, 198835 WOOLHOUSE, 1982).
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A toleradncia & dessecagao pode ser comparada & formag3o e
germinagio de sementes, no sentido em que um tecido originalmente
hidratado passa por um processo de dessecagio e depois €& re-
hidratado e reassume um nivel normal de atividade metabolica. No
caso das plantas revivescentes, no entantos tratam-se de tecidos
compostos por células totalmente diferenciadas que desorganizam
e ye~organizam sua ultra—-eatrutura e seu funcionament o
fisiologicos, ©O que & um processo bastante mais complexo que em
células nio diferenciadas do embri3o de sementes (HALLAM & GAFF,
19785 HALLAM, 1976).

0 estado de inatividade metabolica em gque a planta permanece
durante o periodo de maxima dessecagio recebe varias
denominaghes® dorméncia exodgena (KEILIN, 19595 apud COTTIGNIES,
1986~873, repouso imposto (HILL & CAMPBELL, 19493 apud
COTTIGNIES, 1986~B7), dorméncia obrigatdria ou dorméncia aparente
(COME, 19703 apud COTTIGNIES, 1986-87), entre outros. No presente
krabatho adotaremos o termo gquiesc&ncias proposto por MEYER &
ANDERSON (1952, apud COTTIGNIES,; 1986-87) que significa um tipo
especial de dorm&ncia, onde o periodo de interrupcao reversivel
do desenvolvimento femotipico de um organismo € provocado por um
fator externo n3o sazonal,s de natureza quimica ou fisica ques uwma
ver suspensos implica na volta do crescimento normal do individuo
ou org3p. No caso deste trabalho o fator determinante ds
quiescéncia €& a seca. A presenca da dgua implica no inicie
imediato do processb de revivescéncia. A quigscéncia difere da
dorméncia propriamente dita; que & um periodo de interrupcio
reversivel do deéenvolvimento fenotipico provocadoe por um fator
externo sazonal e controlada por um fator inibidor de crescimento
(horm8nio} localizado no proprio orgio. A dorméncia & um estado
enddgeno e peviodico de incapacidade de crescimentos gque pode ser
provocado artificialmente pela aplicaglo local deste inibidor de
crescimento - enddgenos independendo das condicBes ambientais
(COTTIGNIES, 1986~87). Durante o estado de dorméncia, mesmo se @
planta for colocada em suas condigbes ideais de crescimento, n3o

retomara seu crescimento (BONICEL & RAPOS0, 1990).



As modificagdes morfo-metabolicas celulares gque ocorrem
durante o processo de dessecagaos antes da planta entrar no
ecstado de gquiescBncia em que permanece durante 0 periodo Seco,
viabilizam o© rapido retorno a atividade metabdlica normal quando
a planta e re-hidratada. Este retorno se processa num periodo de
tempo varidvel apds o inicio da re-hidratagdos conforme a especie
vegetal (GAFF et al., 19276}

Com a disponibilidade de &guay o complexo enzimatico
respiratdrieo €& o primeiro a ser reativado, poucas horas apds o
inicio da re-hidratag3os gerando energia para a reorganizacdo do
sictema fotossintéticos bem como das estruturas morfoldgicas e
dos complexos metabdlicos que regem o funcionamento celular como
um todo (GAFF et al., 1974).

£ possivel que as modificagBes morfo-metabdlicas que ocorvem
durante a dessecagao nio estejam preparando a planta apenas para
o periodo de secas quando permanecem quiescentes, mas
principalmente para a rapida ativacio metabdlica e reestvuturacio
celulars assim que haja disponibilidade de agda no ambiente. A
urgéneia na utilizag3o da dgua vem da irrvegularidade deste
recureso no ambiente rupestres cujo aproveitamento precisa ser
maximizado.

A tolerancia a dessecacio significa, em dltima analises um
mecanismo de conservagio de recursossy pfincipalmente nitrogénio e
cadeias carbdnicas, investidos na estrutura foliar (JOLY,s C.A.»
1988 com. pess.). Tal conservagao permite que a agua incorporads
pela planta seja utilizada na rapida ativag¢io das vias
metahdlicas de obtengloc de energia (GAFF et al., 1976), que e
investida no crescimente do individuos com producio de novas
folhas e nas estruturas reprodutivas. Isto representa wuma
vantagem adaptativa e competitiva para as plantas tolerantes a
dessecagios 4que usualmente <30 pioneiras na colonizagan de
ambientes rupestres, como afloramentos rochososs onde nzo ha
retencg3o de agua (BAFFs 1977).

Existe wma clara diferenga entre os processos de dessecagao
em plantas sensiveis e tolerantes. Enquanto nas plantas sensiveis

o processo € independente da velocidade com que ocarre a perda de



dgua, irreversivel e letal (FELLOWS & BOYERs 1778, HS5IaD, 1973),
nas especies tolerantes ele e reversivel, dependendo da
velocidade de perda de dgua. Um processo rapido de desseca¢3o &
letal para algumas especies tolerantess por impossibilitar a
ocorréncia de todo o processo de vrearranjo metabolico e
estrutural que manteém a viabilidade da folha (HETHERINGTON et al.
s 1982y FELLOWS & BOYER 1978, BEWLEY, 19279, MEIRELLES, 19%0).

Para outras espéciess como Mdarothamnus flabellifolia, que

sobrevive & exposic2o0 a nitrogénio liguido por 1@ minutos e a
B8OC por 2 horass a dessecagio pode ser muito rapida ou mwuito
prolongadas sem prejudicar sua capacidade de revivescer (WELLBURN
8 WELLBURN,s 1276).

Com relaglo 3s diferengas morfo-metabdlicas entre espécies
tolerantes e sensiveis a desseca¢3o, de uma mesma familia de
angiospermass n3o existem dados comparativos publicados ate o
momento. 0Os poucos estudos ultra—estruturais e metabdlicos com
especies da familia Velloziaceae, por exemplos foram feitos com o
objetivo de compreender melhor o mecanismo de tolerancia &
dessecacioc (HALLAM & GAFF, 19783 MEGURD et al.s 1977), sem haver
comparagio com espécies sensiveis.

A utilizac3o de técnicas de Microscopia Eletrdnica para o
estudo de espécies tolerantes & dessecaglo vem sendo feita ha
bastante tempos sempre trazendo novas informagdes sobre esta
estratéegia e sSempre apresentando noveos desatfios ac
desenvolvimento de metodologias que alterem o minimo possivel a
ultra—estrutura celular durante a preparacaoc do material. O
acumpahhamentn das alteragioes de estruturas sub-celulares; como
as membranas (plasmitica e das organelas)s o nucleos 0%
claroplastoss as mitocdndriass os ribossomos & a parede celular,
vem sendo feito por varios autores (anteriormente citados). ODs
diferentes enfoques desses trabalhos contribuem pPara o
entendimento das complexas alteragbes morfo-metabodlicas que
permitem =& essas plantas tolerar perdas em ate 160% de seu
contelddo hidrico sem perder a viabilidade celular.

& familia Velloziaceae (Angiocspermae, Monocotyledoneae) @

caracteristica de ambientes rupestres, onde o fator limitante



para o estabelecimento de vegetais & a ocorréncia de frequentes
periodos niap sazonais de extrema falta de dgua (JDOLY, 1970 .
Muitas das espeéecies dessa familia apresentam tolerancis &
decsecagi3o asesociada ao amarelecimento das folhas durante a
dessecagao e reaquisiclo da cor verds na re-hidratagio
(peciloclorofilia) (GAFF, 19873 MEGURO et al., 19773 MHEIRELES,
1990). A proporcio entre as espécies tolerantes e ndo tolerantes
3 dessecacio, nessa familias ainda n8o foi determinada, devido a
pequena quantidade de trabalhos desenvolvidos com esse objetivo
(GAFF, 19873 MEBURD et al., 19773 MEIRELLESs 199@). Estudos
recentes com espécies da familia Velloziaceae realizados no
Ectado do Rio de Janeiro e na Cadeia do Espinhacos no Estado de
Minas Gerais, indicam que a maior parte das espécies dessa
Familia apresentam tolerancia a dessecagao (MEIRELLESs S.T.»
1992, comunica¢do pessoal).

No Brasil a familia Velloziaceae € representada por um
arande numero de espécies (GIULIETTI et al., 1977), mas a maiov
parte delas ainda esta sendo testada quanto a tolerancia &
dessecacio (MEIRELLES, 1990 e comunicacdoc pessoal, 1998). #As
Yelloziaceae brasileiras &30 encontradas em ambientes rupestras
no litoral e no interior do pais (JOLY, 1970). Das espécies
brasileiras de Velloziaceaes somente Xerophyta plicata foi citada
na revis3o sobre tolerdncia a dessecagio feita por BEWLEY &
KROCHKO (1982), a partir de dados de MEGURO et al. (1977). Cinco
anps depoiss a revisfo de GAFF (1987) sobre plantas sul-
americanas tolerantes h dessecacl3o lista 2@ espécies da familia
Vellpziaceae, além de umas poucas espécies das familias Poaceae e
Cuperaceag e poucas espécies de pteridafitas. Isso reflete a
poucas porem crescentes quantidade de informag80 a cerca das
egpéries brasileiras tolerantes a dessecacg3o. _

Acredita—se que a vegetagio associada aos ambientes
rupestres tenha sido selecionada principalmente pela irregular
disponibilidade de aguas com periodos de intenso deficit hidricos
que ocorrem devido & incapacidade de reteng3o de agua pelo
substrate rochoso. A limitacl3o e a irrvegularidade do recurso

hidrico restringem a instalagao de espécies vegetais,



condicianando a formag3o de wumz vegetacRo caracteristicas
composta por plantas que possuem adaptagOes para evitar, retardar
ou tolerar os efeitos da seca (LEVITT, 19803 MEIRELLES, 1998).

A Velloziaceae brasileira Xerophyta plicata Spreng. € uma

Angiosperma tolerante & dessecagio que ocorve em afloramentos
rochosos graniticos 1litorineos. Aspectos de seu comportamento
fisioldgico frente ao déficit hidrico foram estudados por MEGURO
e colaboradores (1977). £stes autores mostraram que a espéecie
apresenta petiloclorofilia, facilmente detectavel pela coloragio
marrom-parda das folhas no estado dessecados que retomam a cor

verde guande re—~hidratadas.

0 presente trabalho tem o objetivo de acrescentar
informagdes sobre 0% processos celﬁlares de dessecagio e
revivescéncia de uma Angiosperma brasileira tolerante a
dessecagao. Para ‘tantos acompanhamos as alteragles ultra-

estruturais que otorrem no mesofilo de Xercophyta plicata Spreng.

(Velloziaceae) ao longo dos protessos de dessecacio e

revivesceéncia.



Material e Metodos

Caracterizac3o da ares de Eolekws

Xerophdyta plicata Spfeng. {(Velloziaceaes Monocetynedoneae,
Angipspermae) €& uma especie brasileira; tipica de afloramentos
rochosos graniticos litoranens, encontrada desde o Estado de Rio
de Janeiro ate o Estado do Rio Grande do Norte.

A populagao estudada esta localizada nas proximidades da
Estagdo Bioldgica de Araras f{(Araras - RJ, 22025°51 " '5;
4321441’ 'W)y a cerca de 830 metros acima do mar.

D clima dessa area n3o apresenta estagdo seca definida, mas
periodos irreagulares de auséncia de chuvas, ao longo do ano. Dada
a incapacidade de reteng3dc de agua pelo substratos nesses
periodos a vegetag3o & submetida a intensos deéeficits hidricos. A
media de temperatura anual fica em torno de 22°C, com minima de
40C g maxima de 3469C (MEIRELLES, 179@).

0 substrato rochoso € do tipop metamorficos cem predominio de
gnaisses e granitos (MEIRELLES, 199@).

Xergphyta plicata ¢ encontrada em paredies de rocha expostas

em =acumulose de selo rasos que muitas vezes consiste de um
particulado grosso desprendido da propria superficie rochosay
cobre fendas e desniveis ou diretamente sobre @ vocha nua. A ares
apresenta inclinagBes de cerca de 509, que facilitam o rapido
escoamento da Agua das chuvas, aque n3oc se acumula. Os individuos,
de até 1,6@m de alturas s80 encontrados em "ilbhas” de vegetag¢Zo

associados a individuos de outras espécies vegetais (Foto 1).



Foto 1 "Ilhas” de Xerophyta plicata sobre rocha granitica.

Note a i1nclinag3o da rocha, facilitando o escpamento

da agua. Araras - RJ



Material Vegetal

Sementes de Xerophuta plicata coletadas em dezembro de 1788

em Araras-RJsy por MEIRELLES, S.T., foram mantidas em frasco de
vidros dentro de recipiente <com dessecador (silica gel com
indicador .de umidade). As plantulas germinadas dessas sementes
foram usadas nos experimentos de tolerdncia a desseca¢io e para
microscopia eletrdnica de transmissao e de varvedura.

Plantas adultas e plantulas de Xerophyta plicata foram por

nés coletadass em maio de 1991s em Araras—-RJ. Elas foram usadas

para microscopia eletronica de varredura.

Procedimento de Esterilizacao de Sementes

(MEIRELLES, S.7. 19B8, comunicac¢ao pessoal).

1.l.avagem em detergente Triton X-1@0 a 1% até as sementes
afundarem.
2.Lavagem em solucio de HC1O0p (Zgua sanitaria) a 9,.5% por 30

segundos.

3.Lavagens sucessivas com agua destiladas ate as sementes
perderem o cheiro caracteristico do HC10p.

A seguir as sementes foram postas para germinar em placas de
Petri seobre gase de pano ou &m placas de xaxim, esterilizadas do

mesmo modo.

Cultiveo das Plantas

Apos a esterilizagdoy as sementes foram postas para germinar
sobre placas de xaxiﬁ dentro de cubas de vidro e mantidas &
temperatura (25 a 27°C) e luminosidade ambiente.

As plantulas foram regadas com solugdo nutritiva contendo
macro e miero nutrientes (HOAGLAND & ARNON, 1938) diluida 10
vezes em agua destilada e contendo @,1 ml/1 do fungicida

Micostatin (Nistatina) Squibb (anti-micdtico de uso medico)



1060000 UI/em3  ou com aguas de modo gue o substrato permaneceu
constantemente uUmido durante o periodo de germinacdo e até o

aparecimento da 3% folha (+ 3 m=ses apds & germinagiol.

Experimentos de Tolerancia a Dessecagao

Devido a0 crescimento lento das plﬁntulas, 0s experimentos
foram efetuados com plantas entre 5 e 12 meses apds a germinagao,
quando estas apresentavam no minimo tr8s folhas.

& dessecagio foi provocada pela suspensio das regas,
ocorrendo de forma gradual e ndo abrupta.

0 conteddo relativo de agua (CRA) das plantulas em processo
de desseca¢lo e revivescéncia foi calculado segundo BARRS (1948
apud HaLLAM & LUFFs 1982). Para cada medida foi wutilizada uma
plantula inteiray e n3o apenas uma folha. Isso foi feito porque =
folha & muito pequena (cevca de 1cm % @s4cm) es consequentemente,
leve. Mesmo wutilizando toda a plantulay a diferenca entre peso
fresco (PF), peso turgido (PT) e peso seco (PS) era obtida na

" terceira ou quarta ctasa decimal da balanga anzlitica.

Microscopia Eletrdonica de Transmissio (MET)Y

Fixador agquoso
(moditficado de GLAUERT, 1979)

Glutaraldeido 3% + paraformaldeido 1,5% em tampio fosfato de
sgdio ©siM pH 6358, com 3,5% de sacarose e gotas de CaClp
(tratos). Fixador preparado & partir de solu¢glo de glutaraldeido
25¥%.



Fixador n3o aquoso
(modificado de Hali.aM (1974) e Hallam, N.D.s 1990,

comunica¢cio pessoal.)

Glutaraldeido 3% + paraformaldeido 1.5% em OMS0
(Dimetilsul foxido? com 3,5% de sacarose e gotas de CaClp
(tracos). Fixador preparado a partir de soluc¢io de glutaraldeido

70%.

Dois lotes de plAntulas de tamanhos homogéneonss distribuidas
em duas placas de xaxim, foram usados no acompanhamento das
etapas de dessecagin e re-hidratagio. Um lote foi mantido
hidratadoe por cerca de 15 dias e saturado de agua nos Ltrés dias
anteriores ap experimento e © oultro permaneceu seco por 10 a 20
dias.

Cada fixa¢3o corresponde a uma folha de uma planta
diferente, que foi retirada do lote e utilizada para B
determinagio do conteddo relativo de agua (CRA), como descrito
acima.

0 acompanhamento do processo de dessecacio foi feito durante
9 diass a partir de plantas no estadeo tdrgido ate plantas
dessecadas.

As-plantas aparentam estar cecas a partir do terceiro dia de
suspensio das regas, mas, para garantir a seca maximay foram
fixadas plantas nos & dias seguintes. HNo primeiro dia de
dessecacions foram feitas 7 fixacOes, uma a cada 2 horas ate 17
horas de dessecacao (hD). Foi feita uma fixa¢ao com 24 horas de
dessecacio e em seguida a cada 24 horas até o nono dia.

As plantas de © hora a 2 dias de dessecagae (dD) Fforam
processadas com fixador aquoso e as plantas de 3 dias a ? dias de
dessecagio foram processadas com fixador n8o aquosoc. A escolha do
tipo de fixador a ser usado baseou~se em caracteres externos da
folha (coloragios rigidez e enrolamento do limbol)s uma vez que o
CRA (conteddo relativo de agua) so & obtido 3 a 4 dias =apos @

Ffixagio das folhas.



0 processo de revivesceéncia fol acompanhade de maneirs
cemelhante ao de dessecaghos partindo de plidntulas secas ha cerca
de 15~2@¢ dias.

Apds a fixaglo de folhas correspondentes a @ hora de vre-
hidratagio (hR), o wawxim foi colocado em um recipiente contendo
dguas de modo a ficar saturado durante tado o experimento. As
plantas foram acompanhadas até o segundo dia de reidratagzo,
quando se mostravam com as folhas desenroladas, distendidas e de
cor verde.

As plantas de @ hora a & horas de re-hidratagcloc foram
processadas com fixador nao aquoso e as plantas de 8 horas a @2
dias de re~hidrata¢io (dR) fovam praocessadas com fixador aquoso.
Assim como no caso das plantas em processo de dessecaglios o
critério utilizado aqui para a escolha do fixador foi baseado nas
caracteristicas externas da folha

Cada folha fixada teve seu conteddo relativo de Agua
estimado a partir dos valores de peso frescos peso turgido e peso
secn do resto da plantula (vide Experimentos de Tolerancia a
dessecagan, acima)l. Em cada etapa, as caracteristicas
morfoldgicas externas das folhas foram observadas.

Em uma placa de Petri revestida com céra, cada folha (com
cerca de dcm x ©.4cm) foi mergulhada em uma gota do fixador,
cortada em pedagos pequenos (cerca de @y2cm X @,4cm) e
transferidas para saquinhos (semelhantes a sagquinhos de cha,
medindo em torno de 143cm % 1.3cm x @,3cm) de tela de fios de ageo
inoxidavel. Ds saquinhos foram mergulhados em recipientes
contendo fixador em quantidade bastante superior & necessaria
para cobri-los (10 a 1Sml). A fixac3o foi feita em temperatura
ambiente (x 222C), por B horas.

Em seguidas as folhas processadas em meio aquoso foram
lavadas com o tampio veiculo do fixador por 1 horas com 2 trocas;
pos-fixadas com tetroxido de osmia (0s04) 24 em tampao fosfato de
eddio ©,1M; pH 6,8, lavadas em agua destiladas desidratadas em
série de concentragles crescentes de alcoois e lavadas em acetona
(GLAUERT, 1975). A embebicio em resina epoxi ERL-4206 (SPURR,

12469) foi feita em uma solucso 1:1 de resina em acetonas que



1

ficou em Frasco destampado por cerca de 2@ horas. Em seguida o
material foi incluido para ctortes tranversais.

Folhas processadas em meio n3o aquoso foram lavadas em DMSO
por 30 minutos, em solugSo 1:i de DMSO e clorofdrmic por 10
minutoss em clorofdrmio puro por 1@ minutosy em solucdo 1:1 de
cloroformio e &lcoal etilico 100% por 1@ minutos e em alcool
etilico 100% por 1@ minutos. As folhas foram re-hidratadas em
cérie decrescente de alcoois até agua destilada, pds-fixadas em
tetroxido de demio 2% em agua e processadas como descrito acima,
para folhas fixadas em meio aquoso.

Cortes semi-finos (0.5 pm) foram obtidos com navalhas de
vidros em ultramicrétomo LKB Ultratome III, montados em laminas
histoldgicas de wvidro e corados com Azul de Toluidina 1% em
NapCO3 a ©.5% para observac8o ao microscipio de luz.

Cortes ultra-finoss dourado-claros (cerca de 300 R) foram
efetuados ho mesmo aparélha, coletados em telinhas de cobre e
corados com acetato de uranila a 2% em agua destilada por 30
minutos e citvrato de chumbo 2.2% em solugBo 1IN de NaOH por S
minutos (VENABLE & COGGESHALL, 19465). As observagles foram

realizadas em Microscdpio Eletrdnico de Transmics3o Zeiss 5-09.
Reacin de Imidazol (SOARES. 198%9)

Essa técnica permite confirmar a natureza lipidica de
estruturas observadas ad microscopio eletrfnico de transmissao,
por aumenktar a gquantidade de sitios para a reag3o com o tetroxido
de demios que confere a elétron-densidade an material ao se
precipitar na forma de didxido de dsmio (KIERNAM, 1781).

Folhas hidratadas <(CRA = 83%) e secas (CRA = %%) foram
Fixadas com glutaraldeido 2s5% em tamplo fosfato de sodio ©,1M pH
6492 contendo 3,3% de sacarose, por 2 horas 3 temperatura
ambiente. Foram lavadas uma vez ho mesmo tampac por 10 minutos e
uma vez em tampio imidazol 0,1M pH 7,5 por 10 minutos. As folhas
foram colocadas em frascos de vidro encapados cow papel de
aluminio f(de mpdo a ficarem no escuro)s contendo 1 ml de tampao

imidazol. Sob agitagSo, foi gotejado 1 ml de solucio de tetroxido



de osmio a 4% em Agua. 0s frascos de vidro ficavam a temperaturo
ambiente por 3@ minutos. As folhas centrole ficaram em frascos de
vidro com tetrdxido de dsmio em tamp3o Ffosfato @51iM pH &,4 por 30
minutos. As folhas foram lavadas em tamp3o 1imidazol em dois
banhos de 1@ minutossy desidratadas em série ctrescente de alcoois,
lavadas em acetona e incluidas em resina epoxry ERL-4204. 0Os
cortes ultra-finos (dourado-claros) obtidos com navalhas de vidre
em ultramicrotomo LKB Ultratome III +foram obserwvados ao
Microscopio Eletronico de Transmiss3o Zeiss S-9°9 sem

contrastag¢io.
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

Com o objetivo de comparar as caracteristicas da superficie
das folhas de X. plicata nos estados hidratado e desceczdos
serctes de folhas de plantas adultas hidratadas fixadas e de
folhas de plantas adultas secass fixadas e nio FTixadas, foram
observadas ao Microscdpio Eletronico de Varredura.

Secy¢bes com cerca 9s3 cm de comprimento de folhas hidratadas
e secas foram fixadas em glutaraldeido 4%s paraformaldeido 941% e
drido picrico ©.81% em tampl3op fosfato de sodio @,1M pH 4.8
(HALLAM & LUFF, 1980), por i1 hora no vacuo. Estas folhas foram
desidratadas em série crescente de alcoois.

Todas as secgles de folhas (fixadas ou n3n) foram embebidas
em acetato de amila e secas em COp liquido em aparelho de ponto
critico.

As  folhas secas pelo aparelho de ponto critico foram
cobertas com curo evaporados que & o responsavel pela emiss3o de
elétrons nas areas atingidas ﬁela teixe de eletrons, formando a
imagem. A cobertura de ouro tambem evita danos ao espécime,
devidos ap =aquecimento excessivo pelo feixe de elétrons e
aberracOes na imagem obtida, devidas ao acudmulo de cargas nha
superficie do mesmo.

Esse material foi observado em Microscdpio Eletrdnico de
Varredura Jeol JSM-T30@0.



Resultados

Viabilidade das sementes

Embora n3o tenha sido feito nenhum estudo especifico sobre
este assuntos observamos que sementes recém coletadas e sementes
estocadas em recipiente com dessecador, apresentam germina¢io de
100%. A partir de um ano e meio de estoque a porcentagem de
germina¢io vai diminuindo ate que em sementes estocadas ha dois

anos a germinac¢3o & praticamente nula.

Conteddo Relativo de dgua

0 grafice 1 mostra o conteddo relativo de agua (ERA) nas
folhas de X, plicata durante os processos de dessecagao e re-
hidratacido.

0 processo de dessetagio e descontinuo. Nele ocorre uma
redugdo abrupta no tonteddo relativo de agua (de 4@% para 15%)
entre 24 e 48 horas.

A re-hidratagl3o apresenta-se mais continua e gradual que a

dessecagio.

Microscopia Eletré&nica de Transmissao

Dessecagao

PhDD - CRA = 99,2P% - Fixag3o aquosa —- (Pranchas 1 e &)

Folhas de pléantulas hidratadas de Xerophuta plicate

apresentam—-se distendidass com a tamina foliar planas sem dobras

ou enrolamento e de cor verde.
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Grafico 1 - Conteudo relativo de 3agua em plantulas de
Xerophuta plicata durante o0s processos de

dessecagao e re-~hidratac3o. .
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Cartes semi~finos (Fig. 1A) mostram que folhas de plantulas

de Xerophyta plicata no estado hidratado apresentam superficie

planay sem dobras. As células do mesofilo apresentam espacos
variaveis entre si e apresentam as paredes distendidas.(s
cloropiastos <io evidentesy mesmo em microscopia fotdnica (Fig.
14). s céelulas da epiderme apresentam paredes celulares
espessadas em alguns trechos, onde também ocorrem {ibraé sub -
epidérmicas. Na maioria das vezes estas estruturas de reforgo sio
coincidentes nas faces adaxial e abaxial da lamina foliar e
coincidem com a presenca de feiwes vasculares. As areas de
epiderme espessada s3o s3o mais extensas na face adaxial que n@
da face abaxial. Essa espécie caracteriza-~se por apresentar
cstOmateos nas duas faces da folha.

Ao microscopio eletrfnico de trancsmiss3o podem-se observar
as paredes celulares distendidas, com poucas ondulagtes (Fig. 1A,
1B, iC e 2A). Notam-se plasmodesmas entre celulas adjacentes
(Fig. 1C). |

0 citoplasma das células do mesofilo €& parietal e muito
ectreito, de onde se destacam os cloroplastos ¢ o nucleo (Fig.
iBy.

Os cloroplastos sZo bastante evidentes dentro das células do
mesofilo. Quando observados ao microscdpio eletrdnico de
transmiss3o (MET), observam-se varios gr3os de amido (até 4 por
organela vista em cortes Fig. 1B, seta). Grioe de amido em grande
quantidade e de tamanho grande s3o encontrados em cloroplastos de
forma irregular (Figs. 1By 1D e 2A), a0 passo que pequenos graos
de amido s3o0 observados em clovoplastos lentiformes (Figs. 1B e
2AY. ©Os griocs de amido maiores apresentam manchas alongadas,
verticaiss horizontais ou entrecruzadass gquando observados ao MET
(Fig. 1C}).

Os grana sio de dificil observacgido nesses cloroplastos (Fig.

1D) e poucos plastogldbulos s3o vistos (Figs 1C e 2AF as
micrografias 1D & 2B mostram imagens negativas dos plastogladbulos
devido a terem sido extraidos durante a preparagdo do material,
provavelmente por serem células superficiais no fragmento de

folha).



Ag mitocdndrias sao alongadas e dispbe-se sobre ‘ os
ctlaroplastos (Fig. 1D). Em alguns cortes elas sio observadas com
0o contorno circulars ao lade dos cloroplastos (Figs. 1C e 2A). As
invaginag¢oes da membrana interna das mitocfndrias s3o chamadas de
cristas. Nessa espécie elas s3o tubulares dilatadas. Em cortes
elas s3o f{requentemente observadas come pequenas vesiculas
dispostas irregularmente no espa¢o interno da organela (Figs. 1D
e 2A).

0 nidcleo dessas ceéelulas bem hidratadas apresenta-se
delimitado por duas membranas (envoltorioc nuclear) e a cromatina
estad descondensadas com pequenas regides de maior compactacio na
periferia (Figs. 2A e 2B).

Alguns gldbulos bastante elétron—-densos, de tamanho
variavel, mas sempre menores que os clorpplastoss apavecem no
citoplasma (Figs. 1B, 1C e iD).

No citoplasma podem ser vistes muitos ribossomos, associados
an rveticulo endoplaswmatico, formando o reticulo endopliasmaticeo
rugoso (RER), associados a membrana externa do ndicleo ou livres
no citoplasma (Figs. 1D e 2B). 0s ribossomos, livres ou
associados ao veticulo aparecem tanto na porgioc mais parietal do
citoplasma (Fig. 1C), gquanto na por¢ao mais internay proximos ao
vacuoloy rodeando os cloroplastos e principalmente o nucleo
(Figs. 1D e 2B).

Raramente s3o0 vistos dictiossomos (Figs. €A e 2B), indicando
que seJjam em pequenc numero nas células do mesofile dessa
espécie. Eles aparecem na pdrcﬁo parietal do citoplasmas abaixe
do cloroplasto ou do nicleo # s3o0 muito pequenosy formados por 3
ou 4 saculos.

Varias celulas apresentam vesiculas delimitadas por
membranas (Fig. 2B). Essas vesiculas n8oc parecem ter velagio com
os plasmodesmass podenda estar perto deles ou niao.

0 wvacdolo, dnicoy central e grandey apresenta-se quase sem
inclusdes particuladas (Figs. 4B e 1D) ou contendo grande
gquantidade delas (Fig. 2A). Células com vacuolos dos dois tipos

acima descritos podem aparecer lado a lado (Fige. 1B e 2A).



PhD - CRA = 81,39% - Fixacao Agquosa - (Prancha 3)

Folhas hessa etapa da desseca¢lo nao diferem de fFfolhas
totalmente hidratadas, na morfologia externa.

Cortes semi-finos transversails mostram c2lulas distendidas,
mas com uma pequena redugio dos espageas intercelulares devideo =
algumas ondulagdes das paredes celulares (Fig. 3A). Células
buliformes sio ohservadas na face abaxial da folha (Fig. 34).

0 citoplasma ¢ parietaly mas Jja se pode perceber uma pequena
retrac3o em relagio & parede celular (Figs. 3B e 3C), onde s3o
ohservadas pegquenas vesiculas (Figs. 3B e 3E) sem aparente
conteddo.

Oc cloroplastos apresentam um maior ndmero de plastogliobulos
(Fig. 3D) em rela¢3o aos cloroplastos das folhas mais hidratadas.
Os tilacoides est3ae melhor definidos nessa fase (Fia. 3E) e os
grana podem ser distinguidos em alguns cloroplastos (Fig. 3E}.

0 nucleo. com forma irregulary apresenta cromat ina
descondensada, mas sua porgio periférica apresenta-se mais densa
que =a central (Figs. 3B e 3D). Junte ao ndcleo observa-se uma
estrutura de forma arrvedondada e de gletron-densidade bastante
homogéneas que n3o pdde ser identificada (N1).

No citoplasma s80 vistos poucos ribossomos & tdbulos do

reticulo endoplasmatico.
1phD - CRA = 81.,86% - Fixag¢ao Agquosa - (Prancha 4)

& observagso da morfologia externa dessas folhas indice
pouca alteragl3o em relagdo a folhas totalmente hidratadas. Nessa
fase a lamina foliar & plana, mas o verde das ¥folhas esta
ligeivramente palido.

As ceélulas do mesofilo apresentam-<e mais proximas umas das
ocutras gque as de células com 2hD. Varios espagos intercelulares
est30 bem reduzidoss mas a folha n3o apresenta dobrass quando
observada em cortes transversais (Fig. 4A).

0 citoplasma & parietal, mas apresenta retragbOes em relagao

4 parede celular (Figs. 4B e 4D); onde se encontram vesiculas e
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corpos multivesiculares (Fig. 4D), nido sendo "obhservada uma
relagao entre eles e os plasmodesmas presentes.

No intevior do citoplasma também s3o vistas vesiculas (Figs.
4B e 4D) partindo para o vacuolos, onde ja sao wvistas wvarias
vesiculas pequenas (Fig. 4B)y sem aparente conteuddo.

O0s cloroplastos estio bem heterogéneons, mesmo dentro de uma
mesma célula (Fig. 4D). Dois tipos morfologicos de cloroplastos
530 descritos nessa fase, para efeito de evidenciar o processo de
trancsformacio ulktra-estrutural dessa organela durante a perda de
daua. Atente que eles sao cloroplastos em diferentes etapas de
transformacio em resposta & seca e nic "tipos” diferentes de
cloroplastos. Alguns cloroplastos (Ci) conservam a aparéncia
descrita para c2lulas bem hidratadass Ssao alongados ou
lentiformess com Igrana poucro visiveisy poucos plastoglobulos e
graos de amido de tamanho e quantidade wvariaveis. QOutros
cloroplastos (C2) s80 redondos como se estivessem 1inchados,
apresentam gdgraos de amido de tamanho variavel, em geral pequenos
e com poucas manchas e seus grana s3o mais visiveis, na forma de
manchas elétron-~densas no estroma (Fig. 4e).

Mitocdndrias podem ser vistas proximas aos cloroplastos
(Figs. 4C e 4E). As mitocOndrias sdo redondas ou alongadas e
justapostas aos cloroplastos (Fig. 4By, elas tem estrutura
interna frouxa, com as invaginagdes da membrana interna na forma
de tubulos dilatadoss parecendo pequenas vesiculas alongadass
quando viatas em cortes. Ao lado dos <cloroplastos observam-se
organelas de contorno circular com elétron-densidade homogénea,
que provavelmente s30 peroxissomos (Figs. 4C e 4E).

Nesse nucleo as membranas do envoltodrio invaginaram-se no
ponto adjacente ao nucléolo (Fig. 4B). A cromatina esta um pouco
densa (Fig. 4B).

Os globulos elétroﬁ—densns s30 pouco observados no
citoplasma (Figs. 4B e 4C).

Dictiouwsomoss azinda que raross podem ser observados (Figs.
4B e 4B "inset”). Os ribossomos s3o observados em quantidade bem
menor que nas células mais hidratadass associados ao reticulo

endoplasmaticos formando o reticulo endoplaswmatico rugoso (RER)



(Figs. AC e 4D)>.
0 vacuolo apresenta conteldo bastante homogéneos com pouco
material particulado (Figs. 4B e 4E), além das vesticulas acimz

citadas.
24hD - CRA = 40,3% ~ Fixagdo Aquosa (Prancha 3)

A l13mina foliar nio esta completamente distendida nesss
fases ela apresenta faixas estreitas longitudinais que est@o um
pouco retaidas. A coloragao dessas folhas ¢é verde-amarelada,
estando amarelas na ponta.

Folhas dessa fase apresentam paredes celulares mais
quebradigas. .

C mesofilo apresenta espagos intercelulares diminuidoss,

delimitados por paredes celulares onduladas (Figs. 3A e OB).
0 citoplasma e parietal (Fig. SA), mas apresenta proajecdes para o
interior da célula (Fig. SD). O citoplasmas na maior parte, e
mais estreito que a parede celulars mas nele se destacam os
cloroplastos (Figs. 5B e 3D).

Ne citoplasma (Fig. 3C) e no vacuolo (Figs. 5B e 5E)
aparecem poucos e grandes gldbulos elétron~densoss que chegam =&
ter o tamanho do cloroplasto (Fig. SB).

A estrutura em destaque nesta fase & o cloroplasto. Ele ¢
redondo (Figs. 5B e 5D), com pequenas reservas de amido e wmais
plastogldbulos «que nas fases anteriores (Figs. 5Cs 5D & 3E). Os
grana n3o sBo visiveis e 0% tilacdides aparecem um pouco frouxos,
afastados uns dos butros, chegando a formar espag0s entre grupos
de tilacdides (Figs. 5C e SD). |

Na figura SE observa-se um cloroplasto com estrutura
bastante diferente das ji descritas. Esse cloroplasto tem forma
alongadas mas n8o lentiforme. Os tilacdides estdo dispostos
aleatoriamente, em todas as dire¢Bes; formando peguenas vesiculas
aparentemente sem conteddo. Esse cloreplasto parietal apresenta
grande quantidade de plastoglobulos, na maioria agrupados.

Na figura &5F temos um detalhe de um cloroplasto redondo,

mostrando um espaco formado pelo afastamento dos tilacdides,; que
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contém uma estrutura membranosa cﬁncéntrica, Chamada de figura
mielinica (f).

As poucas mitocdondrias detectaveis <830 pequenas e redondas,
com cristas pouco visiveis (Fig. BC e SD).

A por¢éo parietal do citoplasma contém reticulo
endoplasmatico rvugoso (Fig. SD). Muito poucos ribossomos livres
s3o vistos.

Uma estrutura wvesiculada n3o identificada (N2, Fig. SE)
vista na periferia do citoplasma, para dentro do vacuolo aparenta
ter derivado de um grande g9lobulo elétron—denso que se vesiculouy
ou ser um gldbulo eleétron-denso formando vesiculas. Esta
estrutura & bastante elétron-densa e contém pequenas wvesiculas
com material particulado semelhante ao do vacuolo (Fig. SE).

Corpos multivesiculares sfo formados na periferia do
citoplasmas em direg3o ap vacdolo (Figs. SB, SC e SD). Também
para dentro do vacrdolo s3ao formadas vesiculas simples ou contendo
apenas uma ou duas outras vesiculas em seu interior (Fig. SB e
50y .

0 wvacuolos ocupando quase todo o espago intracelular,
apresenta um conteudo heterogeéneo: muito material particulado
{Fig. SD), corpos multivesiculares {(Fig. SC), vesiculas simples
(Fig. 9SB)y vesiculas com conteudo semelhante ao do vacuolo (Fig.
3B, vesiculas irregulares contende material elétron~denso

homogeneo (Fig. 5B) e grandes gldbulos eletron-densos (Fig. SB).
2dD - CRA = 15,5%% - Fixa¢io Aquosa (Prancha 6)

Folhas de plantulas observadas nessa fase apresentam cor
amarela-esverdeada. A lamina foliar apresenta-se retraida em
larguras com faixas longitudinais de retracdo mais evidentes que
em 24hD.

Corte transversal de uma folhas observado ao microscopio
fotdnicos mostra <que a retra¢ao da lamina foliar ocorre em
regifies onde as celulas da epiderme nioc tém paredes espessadas e
onde ni3o ha Ffibras sub-epidérmicas (Fig. &A). As células do

mesofilo estao bem prdoximas umas das outrass, Com espagos



intercelulares bastante reduzidos e paredes celulares muito
deformadas nas regides entre epidermes n3c espessadas. HNas
regides do mesofilo cujas epidermes adaxial e abaxial tém paredes
espessadas e apresentam fibras sub-epidérmicass as paredes
celulares das células do mesofilo est3o um pouce onduladas e os
espagos intercelulares ainda s3o vistoss mas s3o0 menores que nas
folhas hidratadas (Fig. 6A). 0 inkterior das células do mesofilo
estad totalmente ocupado por por¢gdes globulares de citoplasma e
vesicuulas (Fig. &A).

Observadas ao MET,; as celulas do mesofilo estio com as
paredes celulares onduladas e com dobras {(Figs. 6B e &C). O
citoplasma encontra-se deslacado em direc3o aoc centro da céelula,
afastado da parede celulars mas preso a ela em alguns pontos.
Nesses 1locais de ligagdo n3o foi possivel observar nenhuma
relagiao entre citoplasma e plasmodesmas ou com o ciktoplasma das
células vizinhas; n3o havendo indicag2o que os locais onde
porcbes ou Fios de citoplasma permaneceram ligados & parede
celular sejam pré-estabelecidos ou mesmo fixos (Fig. 6B).

Em certos lacais onde as paredes estio dobradas, & possivel
encontrar porgdes do citoplasma confinadas em espagos muito
pequUenos (Fig. 6C)s onde o citoplasma apresenta. pequenas
vesiculas e pequenos globulos elétron~densos.

0 aspecto globular e vacuolado do citoplasma observado ao
microscopio fotdnico ¢ confirmado por observagbes ao MET. Esse
aspecto & devido a muitos pequennos vacuoclosy sem aparente
conteddo, pequenas vesiculas contendo um material constituido de
particulas finas e pequenas e a mitocOndrias e cloroplastoss que
ja apresentam morfologia bastante modificada em relacao ao estado
hidratadoy mas ainda identificaveis (Fig. 60).

Os c¢loroplastos s3o0 grandes e redondoss tém um estroma
finamente particulados n3o apresentam tilacoides, apresentam
muitbs plastoglobulos e pequenas vesiculasy contendo material
particulado fino, menos denso gque o do estroma (Figs. &DY. @
membrana delimitante externa do cloroplasto mantem-se
praticamente inktactas, mas a membrana interna apresenta-se

descontinua.



Algumas tlas wvesiculas <que aparecem no citoplasma sao
mitocdndrias em processo de desorganizagio de suas cristas, elas
tém forma redonda e apresentam poucas cristas curtas (Fig. 6D).

No citoplasma aparecem globulos elétron-densos de wvarios
tamanhos, reforgando o aspecteo multi-vesiculado- -da célula (Figs.
4B, 6C e 6D). Esses globulos eleéetron-densos tém tamanhos
variados, mas gevalmente ndo ultrapassam 1,4pm, que corresponde a
menos da metade do tamanhoe dos cloroplastos, 340 a 4,qu (Fig.
&l .

OQutras organelas n3o foram identificadas no citoplasma e o

nucleo nao foi ohservado nesses cortes.
24D - CRA = 7,9% - Fiwxaclo Nio Aquosa (Prancha 7)

Folhas dessa fase de dessecagBoc apresentam cor amarela
escura ¢ a lamina bem retraida na largura.

0 aspecto de folha ja bem retraida pode ser notado no corte
semi~fino transversal <(Fig. 7A). Nessa fase a folha apresenta
retragoes em determinadas vegidea, onde a epiderme nio &
espessada e ndo ha fibras sub-epidérmicas e mantém—-se distendida
nas faiwas longitudinais onde ha o espessamento de parvedes das
células epidérmicas e as fibras sub-epidérmicas. As regibes
reforgcadas geralmente <3p mais extensas na face adaxial que na
face abaxials direcionando o enrolamento da folhas que ocorre de
forma a deixar exposta a face adaxial. Nas areas menos deformadas
encontram~se os feixes wvasculares.

A0 nivel de resolugio do microscopio fotdnico e possivel
observar uma alterac3o na estrutura do citoplasma dessa fase de
dessecagio. Ele aparece compacto e distanciado da parede celular
(Fig. 78); em contraste com a imagem obtida para 2dDs onde o
citoplasma ocupava quase todo o espago intracelular disponivel.
Em 3dD ele passa a ocupar a por¢ao central da celula, mas mantém-—
se ligado a parede celular por meio de por¢des estreitas ou fios
citoplasmaticos (Fig. 7B).

fcs paredes das células que est8o nas regifies de retragaoc da

folha Ficam sinuosas ¢ dobradas (Figs. 7B e 7D). Apesar de
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dobradass as paredes de celulas adjacentes mantem~se justapostas
e nao se rompem (Fig. 7D), elas 50 se afastam nos locais onde
haviam espa¢os inter—-celulares quando a célula estava hidratads
(Fig. 7D). O0Os poucos espagos intercelulares que ainda aparecenm
nessa fase s3o bem reduzidos e delimitados por paredes onduladas
ou dobradas (Fig. 7D).

0 espago formado entre o citoplasma e a parede apresenta
granulagdbes finas em maior ou menor gquantidade (Figs. 7By 7C e
7D).

Nas reuyifies da folha onde o mesofilo sofreu menor alteragao
mecanicay as paredes dessas células apresentam-se cnduladas, mas
com bem poucas dobras. 0Os éspacas intercelulares estio reduzidos
{Fig. 7a).

Alguns plasmodesmas podem ser observados nas paredes
celulares, mas nao Ffoi deteckada a presencga de material
citoplasmatico em tvr3nsito atraves deles (Fig. 7C).

0 citoplasma esta muito retraido em relagio a paredes tanto
nas células das regibes de dobramentos das folhas, quanto nas
celulas das regibes em que a folha esta menos deformada. Ao MET
observa-se o citoplasma compacto na area central e mais frouxo na
periferia, por onde se prende a parede em certos pontos (Fig.
7BY. Essa compactacdo do material citoplasmatico (Figs. 7C e 7D)
contrasta com a wvesiculag2o observada em 2dD (Figs. &C e 86D).

Por¢des estreitas do citoplasma projetam-se da porgio
centraly mais compactas para a parede celular,; como fios (Fig.
&6b) oau come parcﬁes.vesiculadas (Fig. 7B). D ponto de ligag3o do
citoplasma a parede celular corresponde é uma justaposiclo dessas
duas porgoes, sem estruturas especiaiss como invaginagfes ou
dobras que identifiquem o local de contato como especifico ou
fixp {(Figs. 7€ & 7D).

Somente a porgao periférica do citoplasma apresenta
vesiculas. Elas contém uma granulag3o extremamente +ina ou ni3o
apresentam conteldo detectiavel pelas técnicas rotineiras de
contrastagio para o MET. A delimitag3o dessas vesiculas
periféricas niao é feita por membranas tipicas, mas por uma

espessa camada de citoplasmas delimitada internamente por umas
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camada mais densa (comparar a figura 7B dessa fase com a Ffigura
6B, de 2dDs: onde se observa membrana tipica).

A parte mais condensada do citoplasma aparenkta, a
microscopia fotdnica e em baixos aumentos da MET, aspecto de uma
massa desorganizada e composta por  material com densidade
heterocgénea nas diferentes regifies (Figs. 74 e 7B). As membranas
plasmaticas dessas célulasy n3p sio detectadas como estruturas
eléetron-densass mesmo quando observadas em aumentos maiores (Fig,
70) . |

Dada a maior compactagdoc do citoplasma nessa fasey; a
identificacao das organelas é dificit. As estruturas
remanescentes das organelas aparecem como massas arredondadas de
material citoplasmatico, itndividualizadas pela diferenga de
densidade e por estreitos espacos elétron-ldcidoss n3oc continuos
em toda a wvolta dos remanescentes de organelas. Essac
delimitactes elétron-luicidas podem ser membranas contrastadas
negativamente ou serem 0 resultado da retragio das organelas no
processo de dessecagdo (Figs. 7C e 7D). Deve-se notar gque o
desaparecimento das membranas como estruturas elétron-negativas
coincidiu com a mudanga do tipo de fixader utilizados do aquoso
para O nAao aquEso.

05 cloroplastos (Fig. 7C) dessa fase apresentam wmorfologia
poucn alterada em relagdo aos de 2dD, mas apresentam—se em imagem
negativa (i.e.s as estruturas que apareciam em pretos até entio,
agora aparecem em branco) quando comparados aos cloroplastos ds
face de 2dD (Fig. &D).

Pode-se sugerir a presenca do nucleos como uma estrutura
mais homogénea e coesa entre as oultras estruturas do citoplasma,
delimitado por uma estreita faiwxa elétron-licida n3o continua. Em
sed interiory o nucleéolio aparece como uma mancha mais elétron-
densa (Fig. 70C).

Gléobulos elétron-densos nipo foram observados em células do
mesofilo dessa fase de dessecagdo. Na periferia do citoplaswms
aparecem pequenas granulagoes elétron-densas (Figs. 7C e 7D).

Com excegdo dessa granulaglo periférica, o contraste do

citoplasma, como um todoy @ baixo nesta fase, a elétron-densidade
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¢ mais homogénea gque nas fasee anteriores.

4dD  (CRA = 644%)s 5dD (CRA = 4,9%) e 4dD (CRA = @%) -

Fixagaoc Nio Aquosa (Prancha 8)

Plantulas com 4, & e 4dD apresentam morfologia externa
semelhante. Est3o muitoc retraidas na largura e enroladas no
sentido do eixo maior da folha. A cor dessas folhas & marrom-
pardo-azulado.

A nivel de wicroscopia fotdnicas nfo se notam diferengasg
entre folhas com 4, S ¢ & dias de dessecagdo (Figs. 84, 8C e 8D,
respectivamente). Elasg est 3o deformadas, mantendo mais
distendidas as por¢Oes correspondentes a células epidérmicas com
paredes espessadas e com fibras sub-epidermicass enquanto as
porg¢des correspondentes a cdlulas epidérmicas com paredes n3o
espessadas est3o bastante retraidas (Figs. 8A. 8C e 8D).

Células do mesofilo de X. plicata com 4, 5 e & dias de
dessecacdo nd3o apresentam diferencas, quando observadas ao MET.

As paredes destas células estdo deformadas e dobradas e é
possivel observar material citoplasmadtice nos pequenns espagos
entre as dobras (Fig. 8B, que corresponde a 4dD).

D citoplasma estd afastado da parede celular, retraido para
o interior da célula e possui uma vegilio centra! mais compacta e
uma regiao periférica menos densas por onde se mantém ligado &
parede (Figs. BA, 8C e B8D). Ele ¢é& composto por material
heterogéneo, com por¢Bes mais e menos elétron-densas. Na
periferias s3o observadas vesiculas pequenas, delimitadas por um
material mais elétron-densos que nio pdde ser identificado sem

duvidas como sendo membrana tipica e continua (Fig. 8B).

7dD (CRA = 12,1%), BdD (CRA = 3,7%) e 9dD (CRA = @4} -~

Fixag3o N3o Agquosa (Prancha &)

£m termos de morfologia externas, essas folhas nao diferem
‘das folhas com 4 5 & AdD.



0 aspecto das células deo mesofilo com 7, B'e 9 dias de
dessecagio (Figs. 94, 9C e PE, respectivamente); observadas ao
microscopio fotdnico & semelhante zo de células com 4, 5 e 6dD,

Ao MET, observa-se que aos 7dD o citoplasma e formado por
porgoes de material gue se mantém coesas, mas distintas umas das
outrass formando estruturas de contorno arredondados com eléetron-
densidades semelhantes (Fig. 2BY. Essas estruturas SAo
remanescentes das organelass que estdo separadas por faixas
elétron-lucidas descontinuas, que podem ter se originado de
retractbes entre as oryanelas ou serem membranas vistas em imagem
negativa (Fig. %?B).

No espago entre o citoplasma retraido e a parede celular, em
8dD (Fig. 9D), observam-se vesiculas, aparentemente vazias, que
$30 delimitadas por membranas elétron-densas. So nestas
estruturas puderam ser vistas membranas eletron-densass no resto
do citoplasma as estruturas individualizam-se por faixas eletraon-
lucidas descontinuas (Fig. 9D).

Nessa célula de 7dD sZo observades espagos elipticos e
elétron~ldcidos dentro de porcdes citoplasmaticas de contorne
circular (Fig. 9B), essa morfologia sugere gue sejam os locais
onde haviam gor3os de amido. As regifes citoplasmaticas de
contorno circular, onde s3p vistos os graos de amidoy 550
remanescehtes de cloroplastosy numa fase avanc¢ada do processo de
alteracao ultra-estrutural desca organela em resposta a
dessecacio (acompanhe o processo pela seguinte sequéncia de
eletromicrografias: Figs. 1D, 4D, %D, 4D, 9B, 90 e 9F). Em 8dD os
remanescentes de cloroplastos si3o semelhantes aos encontrados em
7dDy mas apfesentam plastogldbuleos (Fig. ?D).

Noe remanescentes de cloroplastos de 9dD n3o s3o observadas
estruturas com a forma de graos de amidos mas sim pequenas
vesiculas elétron—-ldcidas (Fig. 9F) que se assemelham as
observadas em 2dD (fig. &M,

Em 8dD foi observado um nicleos mas n3c foi possivel
observar suas membranas delimitantes (Fig. ?D). Ele esta com s

cromatina homogeneamente descondensada.
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Nas c#lulas com 8dD (Fig. 9D) sdo vistos globulos eletron-
densoss nio observados em celulas de 7dD e 9dD (Figs. 9B e 9F,
respectivamente). Os globulos elétron-densos tém tamanho variado,
mas Sao pequenns em rela¢ao aos observados em 24hD (Fig. 5SD) e
2dD (Fig. éD)s naoc ultrapassande cerca e 0,82um; o que
corresponde a cerca de 1/3 do tamanho dos remanescentes dos
cloroplastos, que tém aproximadamente 2482um (Fig. ?D).

0 citoplasma de células do mesofilo com 9dD (Fig. ©F)
apresenta—-se ainda mais desorganizado. Como em 7dDs n3oc s3oc
observados globulos elétron-densos. Remanescentes de cloroplastas
sio estruturas grandess de contovrno circular (Fig. 9F). Ewm 9d0D
nio sap observadas membranas em ctontraste positives nem na
periferia do citoplasma (Fig. 9F)s como puderam ser observadas emn
8dD (fFig. 20).

Revivescénctia
AhR - CRA = 1.,7% - Fixag3o NEZo Agquosa (Pranchas 18 e 11)

Folhas wviaveis de Xerophyta plicatas dessecadas ha cerca de

15 dias, apresentam-se estreitass enroladas no sentido
longitudinal e de cor marvom azulada.

Em cortes semi-finos notam-se regites onde as celulas
epidérmicas tem paredes espessadas e fibras sub-epidérmicas.
Entre elas observam—se porgoes do mesefilo onde as células tém
paredes celulares deformadas ou dobradas e espagcos intercelulares
reduzidos em relagdo a folhas hidratadas (Fig. 18A). Regides
intercaladas com as acima citadas, apresentam epiderme nic
espessada e correspondem as porgdes mais retraidas da folha, onde
as células do mesofilo tém paredes celulares muito deformadas e
dobradas e sio vistos poucos e pequennos eSpagos intercelulares
(Fig. 10A).

As paredes celulares est3o bastante deformadas ¢ dobradas
(Figs. 10B e 10D). Elas estd3o quebradi¢as, rompendo-se facilmente

quande o material ¢ seccionado para a observacio ao MET. Nelas
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podem ser vistos plasmodesmass inclusive com material denso ao
longo da estrutura (Fig. 11B).

0 citoplasma das células do mesofilo (em toda a estensio ﬁa
folha) apresenta-se retraido da parede celular e condensado ne=
porcao central da células mantendo-se ligado 3 parede por porgoes
menos condensadas de citoplasma (Figs. 10A e 10B).

0 espago ocupado pelo citoplasma dentvro dos limites da
célula é pequeno. Ele se compde de uma parte mais condensads
central e projecies perifericas estreitas, como fioss ou mais
largas, frouxas e vesiculadas, que mantém o citoplasma em contato
com a parede celular (Fig. 19B, 10C, 100 e 11i4).

Na por¢do central do citoplasmay mais condensada, aparecem
estruturas elétron~densas pequenasy semelhantes a plastogldbulos,
que se distribuem em estruturas citoplasmaticas redondas,
individualizadas por faiwxas elétron—-densas nio continuass que sio
provavelmente os remanescentes dos cloroplastos (Fig. 1eD). Em
alguns dos remanescentes de cloroplastos. puderam sey observadas
estruturas elétron~-ldcidas com a forma de graos de amido wmuito
pequencs (Fig. 10D). A esse nivel de dessecagios as estruturas
citoplasmaticas estio muito pouco definidas.

Nessas télulas aparecem faixas elétron-lucidas estreitas
separando porgoes do citoplasma (Fig. 10D). & delimitac3o0 & ainda
menos nhitida «que nas células de 3dDs; onde a fixag3o também Foi
nao aquosa (Fig. 7D). _

Mitocdndrias e outras eastruturas sub-celulares nao
mencionadas n3o puderam ser identificadas nessa fases onde o
citoplasma esta ainda mais condensado e menos diferenciado que em
FdD.

0 nicleo pode ser identificado como uma estrutura
arredondada, de conltorno bastante irregular e de elétron-
densidade mais homogénea que o resto do citoplasma (Figs. 10C e
10D)., Ele ¢ identificade como uma regilo mais homogénea no
citoplasmas onde se destaca apenas o nucléolo, por ter elétron-
densidade um pouco maior que a do citoplasmas porem mais frarca
que a dos globulos elétron-densos (Fig. 18C). A delimitagio do

hiicleo é dada por uma faixa elétron-ldcida bastante descontinua e
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pela ausdéncia de plastogldbulos; presentes nas outras partes do
citoplasma (Fig. 10C e 10D).

Na periferia do citoplasma sao observados globulos elétron-
densosy de contorne arredondado ou alongado, que tém a porgao
central mais elétron-densa que a periférica (Figs 10D e 41C).

Como em 3dD, em ®hR a por¢do periferica do citoplasma que @
vesiculada ndo apresenta membranas tipicas delimitando a9
vesiculass mas faixas de material citoplasmatico gue os circundam
(Figs. 10C e 11C). Essas faiwxas citoplasmaticas podem ser pouco
densas e pouce diferenciadas do resto de citoplasma ou mais
densas que o resto do citoplasma (Fig. 11C).

1) interior das vesiculas apresenta pPOUCO material
particuladoas ques visto em aumento um poucCo mAaliors aparece Como
vesiculas menores (Fig. 11C) que s3o0 formadas nas margens

internas das vesiculas que as contem.
ihR — CRA = 12,7% - Fixagao Nao Aquosa (Prancha 12)

0 aspecto morfologico externo dessas folhas & semelhante ao
de #olhas com @hR, descritos acima.

Corkes transversais das folhass observados ap microscdpio
fotbOnico tém aspecto bastante semelhante ao de folhas totalmente
descecadas (comparar Figs. 12A e 10A). As regides do mesofilo
correspondentes a epidermes n3o espessadas estio bastante
retraidass e as celulas t8wm paredes bem deformadas € dobradas. 0Os
espagos inter—celulares (Fig. 12A) s3o menores que os do mesofilo
de plantulas hidratadas. Nas regifes onde a epiderme €& espessadas
o mesofilo se apresenta menos deformado.

4s parvedes celulares apresentam—se pouco rompidass continuas
¢ onduladas ou dobradas (Fig. 12Dy como em @hR (Figs. 10A e
1{0B). No espacp formado entre a parede celular e o citoplasma
pode haver material particulade (Fig. i2C) ou n3e (Fig. 12D).

Em todas as celulas observadas o citoplasma aparece bem
retraido da parede celular e condensados permanecendo ligado a
parede celular por meio de projegdes estreitas ou largas (Fig.

124, 12B e 12D).



Nessa fases o citoplasma € visto como um conjuntn‘de por¢coes
citoplasmaticas de diferentes densidades eletronicas (Fig. 12D),
havendo um maior contraste entre suas diferentes porgctes, em
relacio ao que se observava em OhR.

Além de porgbes perifericas do citoplasmay que ja vinham se
apresentando wvesiculadasy a porcio central do citoplasma passa a
apresentar vesiculas de diferentes tamanhos (Fig. 12B).

Nio s30 encontradas membranas elétron-positivas delimitando
acs organelas no citoplaswas gque continua sendo dividido em
porgdes por estreitas faixas eletron-lucidas (Figs. 12Bs, 12C e
i2D}.

Sugere—~se a presengca do ndcleo (Fig. 12D), como uma Area
mais homogénea que o restante do citoplasma, apresentando um
nucléolo.

Gldbulos elétron-densos, maiores que as estruturas

]

encontradas dentro dos vacuolos, sdo observados no citoplasma
(Fig. i2B e 12D).

Uma caracteristica que faz esta fase diferir da anterior &
que as vesiculas passam a apresentar membranas elétron-densas
{(Figs. i2B e 120}, As membranas das wvesiculas n3o estio
propriamente as delimitando, mas sim contidas dentro delass as
vezes as atravessandos como se formassem vesiculas menores em seu
interior (Fig. 12B, seta). Além de membranas, algumas vesiculas
contem material particulado (Fig. 12B). Peguenas wvesiculas da
pPOYgao central do citoplasma contem estruturas globulares

elétron—-densas (Fig. 12C).
ZhR - CRA = {1,1¥% - Fixac3o N3o Aquosa (Prancha 13)

Ainda n3o se detecta nenhuma alterag¢ao na morfoleogia externa
dessas folhass em relagiao as folhas mais dessecadas.

A& lamina foliar de plantulas com 2hR apresenta deformactes
longitudinais, correspondentes as faixas onde as células
epidérmicas nio tém paredes espessadas. Onde ocorrem celulas
epidérmicas com paredes espessadas & fibras sub-epidérmicas a

lamina foliar estda menos deformada (Fig. 13A).
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Ne mesofilo dessas plantass as células continuam bastante
deformadas e as paredes bastante onduladas e dobradass com
espagos intercelulares pequenos (Figes. 13A e 13B), principalmente
nas areas correspondentes a epidermes n3o espessadas (Fig. 13A).
Nas regioes com epiderme espessada, o mesofilo apresenta células
com paredes mais distendidas.s pouco onduladas e com poucas
dobras. Os espa¢os intercelulares, porems permanecem bastante
reduzidos (Fig. 13A).

Nas regifies de maior deformagac das células do mesocfilo,
podem ser observadas grandes dobras nas paredes celulares (Fig.
13B).

0 citoplasma esta afastado da parede celulars retraido na
porgao central da celula (Figs. 13A 2 13B). Nessa fases células
adjacentes podem apresentar citoplasmas com diferentes graus de
compactacdo. Células com citoplasma pouco compacto podem aparecer
ao lado de células com citopiasma ainda compacto (Fig. 13C).

Ainda s3o observados grandes espatos de retracio enkvre o
citoplasma e as paredes celulares (13B, 13C e 13E). O ritoplasma
mantém-se ligadoe a parede celular mais por porcdes largas e
vacunlizadas que por porcoes estreitas de citoplasma (Figs. 13B e
13C). Em algumas células o citoplasma passa a ocupar uma posig3o
mais perifeérica na célula (Fig. 13C).

Nas varias telulas onde o citoplasma ja estd menos compacto,
é possivel identificar algumas organelas com maior facilidades em
relagio as celulas de plantulas mais dessecadas.

Estruturas elétron-densas pequenas podem ser vistas em
grande 4quantidade no titoplasma (Figs. 138, 13D e 13E). Essas
estruturas 80 provavelmente plastogldbulos, observados dentro de
estruturas de contorno circular, remanescentes de cloroplastos,
agora iniciando o processo de reorganizagao (Fig. 13D). Pequenos
gr3os de amido sao observados em algumas células (Figs. 13C e
130), dentreo dus remanescentes de cloroplastos.

0 nidcleo pode ser visto com a cromatina frouxa e o nucléole
bem compacto (Fig. 13D).

Nas celulas dessa fase de re-hidratag8o poucas membranas

elétron—-densas podem ser vistas. Elas aparecem na periferia do



citoplasmas na peri?eria de algumas vesiculas (Fig. 130) ou como
pequenas vesiculas no interior das vesiculas anteriormente
citadas (Fig. 13E). Ndo sio observadas mais as estreitas faiwxas
elétron-lucidas que delimitavam porgoes do citoplasma. E
interessante notar que ao redor das porgBes citoplasmiticass onde
as faixas elétron-ldcidas evam observadass agora s3o0 vistas
vesiculas de diferentes tamanhos (Fig. 13D). O citoplasma estd
menos compactado.

Dentro de pequenos wvacdolos &30 observadas estruturas
elétron-densas que se assemelham a varios pequenos gldbulos

anactomosados (Fig. 13C, seta).
4hR - CRA = P1,4% - Fiwxagdo Ni3o Aquosa (Pranchas 14 e 15)

Folhas dessa etapa da re-hidratagcio continuam enroladas e de
cor marrom-~azulada.

Cortes semi-~finos transversais mostvram que ae folhas ainda
estdo bem deformadas nas regifes onde a epiderme n3o & espessads
e menos deformadas onde as paredes das células epidérmicas s3o
espessadas (Fig. 144).

As paredes celulares estdo onduladas e as wvezes dobradas
(Figse. 14B e 14C).

A& nivel fotdnico, o citoplasma continua retraido em relagio
a parede celular, apresentando uma porgao central bem condencadsa
e uma por¢ao periferica mais frouxa (Fig. 14A).

0 espac¢o de retracido, formado entre a parede celular e o
titoplasmas aparenta estar vazios quando observado ao microscdpio
fotbnico (Fig. 14A). Ao MET, no entanto, notam-se nesse esSpPaco
vesiculas delimitadas por uma ou duas membranas, de diversos
tamanhos e de forma arredondada ou alongadas além de material
finamente particulado, gque aparece dentreo e fora dessas vesiculas
(Figs. 14B e 14C). Em alguns pontos é possivel observar que as
membranas delimitantes dessas vesiculas s3o formadas no
citoplasma e projetadas para esse espaco (Fig. 14B).

Apesar da ocupagdo do espago de retraglioc por vesiculass

dando a 1impressao de descompactagio ao citoplasma, estes na
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verdades aparece mais compacto nessas celulas de 4hR (Fig. 148>
que o0 citoplasma de 2hR (fig. 138).

0 citoplasma de algumas celulas apresenta vesiculas, meswo
na <sua porcao centrals; mais condensada (Fig. 14B e 14C). Escas
vesiculas tém limites nitidos e estreitos (Figs. 14C, 14D e 14E),
que geralmente nio sio dados por membranas tipicas. Em alguns
vacuolos periferices as membranés podem ser responsaveis pela
delimitagdo da estrutura (Fig. 14B)s mas em muitos vacdolos do
interior do citoplasma nao foram vistas membranas (Figs. 14D e
14E).

No restante do c¢itoplasma nao ocovrvem membrapas. £le @
constituido por material que se dispde em Pporgées CoOesas,
individualizadas pelos diferentes niveis de compactagio e
elétron—-densidade (Figs. 14C,; 14D e 14E) e pelas estreitas faixas
eiétron-iﬁcidas cue voltam a ser observadas nessa fase (Figs. 14D
e 14E).

O cloroplastos redondos tornam a ser delimitados povr faixas
elétron-lucidas (Figs. 14C e 140)) como em OhR (Fig. 10C).

Nip foi possivel observar ou distinguir nucleo nas células
degta fase de revivescéncia.

0 ndmero de gldbulos elétron-densos presentes no citoplasma
aumentou bastante nessa fase (Figs. 14By 14E e 13A). Alguns sao
observados ho citoplasma, sem aparente relagaec com outras
estruturas e outros estdo no meio ou na porcao periférica de
vesiculas da porgio central do citoplasma (Figs. 14E e 154) e
emitem finas projegdes.

Externamente a algumas vesiculas aparecem pontos eletron-
densos, acompanhando seu contorno. Eles sio provave lmente
ribossomoss que voltam a ser observados (Fig. 14E).

Em uma das ceélulas €& possivel observar uma grande wvesiculs
com dois globulos elétron-densos internos e periféricos (Fig.
154, que emitem para o interior da vesicula uma quantidade muiko
grande de membranasy de forma enovelada {(Figs. 15A & 153B). Essa
vesicula ¢ bastante grande, ocupando grande parte do citoplasmas
desde <eua por¢do central até a periferia da célula. 0 limite

dessa wvesicula 2 uma estreibta faixz de citoplasma e membrana



delimitante (Fig. 15As cabeg¢a de seta). Ewm aumento mairorsy notam-
se pontos elétron-densos sobre as membranas gue est3o junto ao

gldbulo elétron-denso (Fig. 15B).
10hR -~ CRA = 25% - Fixag3o0 Aquosa {(Prancha 1é&)

As +olhas comegcaram a se desenrolar com 8hR. Com 10hR ja
estao desenroladas,; mas ainda retraidas na largura. Sua cor ainda
e marrom-azulada.

A folha observada em corte transversal apresenta-se retraida
nas Aareas onde a epiderme nio é espessada (Fig. 16A). As paredes
celulares ainda est3o onduladas ou deformadas, mas apresentam
poucas dobras (Fig. 16B).

A malor diferen¢ca entre esta fase e as fases que a antecedem
na vrevivescénciay € o citoplasma ocupar todo o volume da célula
(Figs. 16A e 16B). 0 citoplasma nao se apresenta mais dividido em
uma porgao cenktral wmais compacta e uma porgieo perifeéerica
vesiculada. Ele agora esta totalmente ocupado por estruturas
glabulares e vesipulas grandes (Figs. 148, 16B,e 16C). Novamente
chama-se ateng3ao para o fato de que a wvolta da densidade
eletrdnica positiva das wembranas coincide com a troca do tipo de
fixador utilizados do n3o0 aquoso para o aquoso.

No citoplasma Jja <30 identificadas quatro organelas!?
cloroplastos (Figs. 14B, 16Cy 16D e 16E), mitocOndrias (Figs. 160D
g 16E)y nucleo (Figs. 146C e 146D) & ribossomos livres {(Figs. 14D e
16E) .

0 cloroplasto € a segunda maior organela observavel nessa
fage de revivescéncias apos o nucleo. Nessa fase ele e redondo,
delimitado poy duas membranas (Figs. 16D e 146E, cabe¢a de seta) e
contém wmuitas pequenas vesiculas, te conteudo eléetron-lucido ou
de densidade eletronica igual a do citoplasma, além de alguns
plastogldbulos (Figs. 16D e 16E). As vesiculas si3o distribuidas
aleatoriamente dentro dos cloroplastos e delimitadas POr
membranas eletron—-positivas (Figs. 16D e 16E). Os cloroplastos de
19hR tém bem menos plastoglobulos (Fig. 16D) que os de PhR (Fig.

i3D) & neles ainda n30 sao observados tilacoides.
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as mikocdndrias sap facilmente identificadas, sendo
pequenass redondas e delimitadas por duas membranas (Fig. 160,
cabeca de seta). Em algumas mitoccondrias, a membrana interna ja
forma uma ou duas pequenas cristas (Fig. 16D, seta).

0 nicleo tem elétron-densidade maior ou igual & dos
cloroplastops e maior que a das outras organelas (Figs. 16C e 16D)
sendo caracterizado por seu envoltorio nuclears composto por duas
membranas delimitantes (Fig. 16D, cabeca de seta). FEle tem
cromatina descondensada. Nao foi observado nucléolo nesses
cortes.

Poucos globulos elétron-densos (Figs. 16B, 16D e 14E),
menores que as mitocondrias e com difmetro maior em torno de ium
(Figs. 16D e 14E) sip vistos nessa fase. A maioria aparece na
periferia externa de vacuiolos (Fig. 14B), mas outros est3o no

citoplasmas ndo diretamente ligados a vacdolos (Fig. i6D e 16E).
12hR - CRA = 23,4% - Fixacao Agquosa (Pranchas 17 e 18)

Nessa etapa da re-hidratagao as Ffolhas estio guase
totalmente distendidas e sua cors desde cerca de 11hR comegcou =
clarear e agora & amarelada.

0 aspecto de cortes transvercais de folhas de X. plicata com
12hR (Fig. 17B) e semelhante ao de folhas hidratadas (Fig. 1Aa),
sem dobrass retragfes ou deformagbess apresentando células
distendidas. As paredes celulares tém poucas ondulacBes e nenhums
dobra. Espa¢os intercelulares grandes (Fig. i17B) s3o0 observados
por todo o mesofilo, correspandente a epiderme espessada ou n3o
gspessada. Note um o traqueide de transfusBo na figura 17B.

Na camada epidérmica, o aspecto do ciktoplasma ainda &
semelhante ao encontrado ne mesofilo durante  as fases
intermediadrias da re-hidratacS8o, com o citoplasma bem vesiculado
(Fig. 17A). Nessa mesma fase, a maior parte das celulas do
mesofilo ja apresenta citoplasma parietal (Figs. 174, 17B e 17C).

Plasmodesmas podem ser vistos nas paredes celulares (Fig.
1i8A). De ambos os lados dos plasmodesmas podem ser vistos tudbulos

do reticulo endoplasmatico com ribossomos associados (Fig. 18a).
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0 citoplasma da maioria das celulas €& parietal (Figs. 17B e
17C)s wmas n3o & t3o estreito quanto o de celulas totalmente
hidratadas (comparar com Fig. 1iB).

Os cloroplastos s@o parietais e lentiformes (Figs. 17Cs 17D,
17E e 17E). Eles apresentam poucos tilacdidess nenhum granum e
nenhums um ou dois pequenos grios de amido. Ainda sio observadas
pequenas vecsiculas no estroma do cloroplasto (Fig. 18B). 0Os
tilacdides observados em claoroplastos de 12hR est30 em processo
de reorganizacao. Eles parecem ter origem na unilio de vesiculas
achatadass como se formassem um colar de tdbulos unidos ponta~a-
ponta (Fig. 18B). O0Os plastogldbulos s3o vistos em gquantidade
variavel nos cloroplastos (Figs. 17D, 17E & 18B).

Em uma mesma celula podem ocorrer cloroplastos mais
organizados, lentiformes e com tilacoides em processo de
reorganizagdo e cloroplastos ainda desorganizadoss redondoss
contendo pequenas wvesiculas (Fig. 17D).

Mitocdndyrias de contorno alongado ou redondo aparecem junto
20s cloroplastos (Figs. #7D0 e 1BB)., Elas apresentam as
invaginagOes da membrana interna dilatadas (Fig. 18B).

0 niclep. de +{orma arredondadas mais regular, ocupa uma
posi¢an periféricas mas projeta-se para a porc3o central da
celula, em dire¢gio ao vacdolo. A cromatina estd descondensada
(Figs. 17Cy, 1iBA e 18B) e o nucléolo & grande (cerca de pm  de
didametro}) e compacto (Figs. 17c e o mesmo em maior aumento na
18B).

Gldbulos elétron-densos de tamanhos variados, até @.8um de
diametro, menores que s cloroplastos (Figs. 17C e 17E), sio
vistos pela citopliasma. N3o se ohserva assanciagc3o0 entre eles e
qualquer organela ou sistema membranoso da célula (Figs. 17C e
17E).

Na faixa de citoplasma periférica ao niucleo podem ser vistos
muitos tubulos do reticulo endoplasmdtico rugeosoc (Figs. 184 e
i8B) e também pequenos grupos de ribossomas livres (Fig. 18B).

Na porg3o vparietal do citoplasma também se observa grande

quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 18A}).



A parte cenfral da célula & ocupada por um ou mais de um
vacuolo (Fig. 17C)s de tamanho grande, separados por membranas e
estreitas faixas de citoplaswma (Figs. 17C e 17E). Os wvacuolos,
agora em pequenoc nudmero e de tamanho grande, ocupam grande parte
do volume da celula. Eles apresentam conteddos com diferentes
densidades de material particulado (Fig. 17Cs comparar a celula
da direita com as ceélulas de esquerda, Fig.17D, com contelddo

muiteo particulado?}.
24hR -~ CRA = 33.5% - Fixacao Aquosa (Prancha 19)

Folhas Jja totalmente distendidas, com a lamina foliar plans
passam a apresentér colorac3o amarela-esverdeada.

Em corté transversal, as folhas estao totalmente
distendidas, sem regibes deformadas e sem enrolamento (Fig. 1948).
0 mesofilo esta homogéneo, com células expandidas nas partes
correspondentes a epiderme com paredes espessadas ou nSoc. Ha
espagos intercelulares entre as células (Fig. 12A). O citoplasma
resume-se a uma faixa parietal muito estreita, onde se evidenciam
0s cloroplastoss alguns gldbulos elétron-densos maiores e o
ndcleo (Figs. 19As 19B e {9%C).

6s paredes celulares praticamente ndo apresentam ondulacdes
{(Fig. 19B)Y. Nelas podem ser vistos plasmodesmas {(Fig. 1%B).

0s cloroplastos sho lentiformes e parietais (Figs. 19B, 19C,
i9D e 19E) n3o mais apresentando vesiculas arredondadas em seu
interior. Os tilacoides aparecem em maior quantidade (Figs. 19D e
19E)s mas ainda estao em formagao, #ela fusdo ponta-a-ponta de
pequenas vesiculas achatadas (Fig. 19E). Essas vesiculas &30
provavelmente as mesmas que aparecerams alnda com contorno
circular, em 10hR (Prancha 1é).

Um ou dois graos de amido lentiformes, com 1,146 a 1s7pm de
diadmetro maior, sao observados nos cloroplastos, occupando até =
metado do volume da organela. Esses graos de amido sio maiores
que os observados em 12hR; com ate ©;67um  de didmetro maior
(Figs. 15c,y 15e & 15%).
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Em varios cloroplastos apa%ecem muitos plastoglobulos,
organizados espacialumente em curtas fileiras dispostas lado a
lado, entre tilacdides em desenvolvimento (Figs. i19B, setas e
1?Cs em 1magem negativa, pois foram extraidos na prepara¢io do
matevrial para a MET)

As mitocondrias t&m contorno alongado (Fig. 19D) ou circular
(Figs. 19C e 19D) e estdao justapostas aos clovoplastos. Elas tém
uma organizagldo interna onde as cristas s&o frouxas, um Ppouco
dilatadas,; parecendo pequenas vesiculas que ocupam grande parte
da matriz (Fig. 19D).

No nucleo de celulas do mesofilo com &24hR distingue-se
claramente a delimitagB80 pelas duas membranas do envaoltdrio
nuclear (Fig. 192C). A membrana externa do envoltdrio nuclear
apresenta continuidade com um tdbulo do reticulo endoplasmatico
rugoso (Fig. 19Cs cabega de seta). A cromatina esta descondensada
e bastante homogénea (Fig. 19C).

Globulos elétron-densos de tamanhos bastante variados s8o
observados zo longo do citoplasma (Figs. 19B, 19D e 19E). Nao foi
observada relagiao direta entre eles e onutros componentes das
células. _

0 reticulo endoplasmatico rugoso distribui~se por todo o
citoplasmas Junto 23 parede celular ou enktre as organelas e o
vacuolo (Figs. 1i9C e i19D). Vesiculas de difmetro semelhante ao
dos tudbulos do reticulo endoplasmatico sio observadas entre o
cloroplasto e a parede celular (Fig. 19E).

Cada celula apresenta agora apenas um vacdolo central, que
ocupa a maior parte do volume da célula, comprimindo o citoplasma
para a periferia e conferindo turgor a celula. 0O vacdole de
algumas celulas apresenta conteudo muito fino, gquase homogéneo
(Figs. 19B, 19D e 19E) e em outras células tem conteddo wmuito
particulado (Fig. i9C). Algumas vesiculas podem ser observadas no

citoplasma, proximas ao vacuolo (Fig. 19€).
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2dR - CRA = 46,3% - Fixag3o Aquosa (Prancha 20)

As folhas dessa fase de re~hidratag¢lo n3o diferem, pela
morfologia externa, de folhas totalmente hidratadas. Elas <30
verdes e apresentam l3amina foliar distendida e plana.

Paredes celulares bem distendidas, sem ondulagdes ou dobras
e o citoplasma parietal, com um grande wvacdoloe central s3o
caracteristicas de células hidratadas, apresentadas pelo mesofilo
de X. plicata aos dois dias de revivescéncia (Fig. 20A).

Voltam a ser obserwvados no mesofilo espagos intercelulares
arandesy delimitados por paredes celulares distendidas (Figs. C@B
e 20C). As paredes apresentam plasmodesmas. '

Em algumas celulas o citoplasma nao esta completamente
parietal, projetando-se em diregao & porgao central da célulay
onde esta o vacdolo (Fig. 20C). Também s3o observadas vesiculas
entre o citoplasma e o vacidolo (Figs. 20B e 20D).

No citoplasmas parietaly notam~se globulos elétron-densos de
tamanhas variando entre @,4 e ingm de diametro maior (Figs. 208,
20C e 20FE semelhantes ou maiores gque os encontrados nas células
do mesofilo de 12kR (Fig. 17C, com @.72 a @yPpm) ou 24hR (Fig.
i9By com @43 a ®séum). Cortes tangenciais de ceélulas do mesofilo
dessa fase favorecem a observag3o dos gldbulos elétron-densos e
de organelass uma vez que nessa fase o citoplasma ¢ parietal
(Figs. 20C e 20E).

' Nos cloroplastos,; lentiformess s8o observados agora wvarios
tilacdides e alguns grana (Fig. 2@F). Alguns cloroplastos
apresentam 4 ou S5 gr3os de amido (Figs. POC e 2OE), outros
apresentam poucos gr3oss que ocupam um espago grande dentro do
cloroplastos em relag8o ao que vinha sendo observado nas fases
anteriores da re-hidratacdo (Figs. 20B e 20D). Grios de amido com
manchas alongadas (Fig. 20OE), como os de células mais hidratadas,
sio observados em algumas ceéelulas dessa fase. Os plastoglobulos
aparecem €m quant idade variavel (Figs. 20D, POE e 2PoF), de forma
isolada ou em grupos de até 5, desorganizados espacialmente.

As mitocondrias tém muitas cristas e podem aparecer

alongadas (Fig. 20F) e justapostas ans cloroplastos ou redondas



1

(Fig. 20D), ao lado deles.

a nicleo tem contorno de forma definiday tendendo a
elipticos sua posi¢lo & parietal, a cromatina & descondensada e o
nicléolo e bastante visivel nessa fase (Fig. 28@E). O reticulo
endoplasmatice rugoso (Fig. 20E) pode ser observado entre o
nicleo e a parede celular.

Em varias células podem ser observadas vesiculas (Fig. 26B),
corpos multivesiculares (Fig. 2QC) e figuras mielinicas (Fig.
PGF). Estas estruturas aparecem proximas a parede celular (Fig.
20E) ou ao vacudolo (Fig. 2eL),

0 vacuolo apresenta conteddo particulado Tinos caom
diferentes densidades (Figs. 20B e 20F). Algumas células ainda
apresentam mais de um vacdolos separados por membranas (Fig.
e2ecy.

Reacao de Imidazeol (Prancha 21)

Fragmentos da folha hidratada (CRA = B83%) usada como
controle da reaglo tiveram pouca precipitag3o de didxido de dsmio
(resultante do tetroxido de dsmio) no citoplasmas mas houve boa
precipitag@oc nos globulos elétron-densos # nos plastogldbulos
(Fig. 2P1A8). Ainda assim nio foi dificil a observacao do material
nos cortess que ficou bem menos contrastado que o material das
pranchas anteriores (Pranchas 1 a 20).

A folha hidratada usada como tontrole apresenta o citoplasma
muito paouco elétron—-densos mas ainda permitindo a identificacio
de c¢loroplastos e mitocdndrias por sua forma e tamanho (Fig.
21A). Nessas organelas os tilacdides e as cristas,
respectivamentes sB80 vistos com pouco contraste. Tambem s3o
observados com baixo contraste alguns tidbulos do reticulo
endoplasmatico. Globulos elétron-densos e plastogldbulos estio
bem evidentes no citoplasma, podendo ser facilmente identificados
(Fig. 21iA).

A reacao de imidazol na folha hidratada (CRA = B3%) acentuou

o contraste do material, por aumentar a precipitag¢lo do didxido
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de osmio (resultante do tetrodxido de dsmio) nos gldbulos elétron-—
densoss que aparecem muito escuros (Fig. P1B).

Ainda na folha hidratadas, a reaglo de imidazol fez com que
houvesse uma acentuada e preferencial precipitaclo do didxido de
6smio nas cristas mitocondriais e principalmente nos tilacdides,
que agora podem ser vistos com grande densidade eletronica e
grande contraste (Fig. 21B). A eletron-densidade das membranas
internas . de cloroplastos e mitocdndrias ¢ muito maior que a das
outras membranas celulares e que a das praoprias membranas
externas dessas organelass cuja delimitac3o0 n3a e evidenciada
(Fig. 21B).

Na folha dessecada (CRA = 9%) wusada como controles a
precipitacdo do didxide de demio foi baixa (Fig. 21iC). O
contraste do material € mais baixo que nas folhas secas mostradas
nas prahchas anteriores, onde o mzterial cortado tambeém foi
contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo. HMesmo
assimy e possivel observar as estruturas e identificar
cloroplastoss mitocOndriass globulos elétron-densas e membranas
dentro das celulas (Fig. 2iC).

Na folha dessecada pos-fixada com tetrdxido de demio em
tamp8o imidazol (CRA = 9%) foram bastante evidenciados os
gldbulos eléetron-densos (Fig. 21D). Nessa #folha podem ser
identificados o0s cloroplastoss com conterno civrcular (como em 2dD
e 10hRy ver pranchas 6 e 16, respectivamente). Os plastogldbulos
foram evidenciados pela precipitacio amplificada do didxido de
csmio. _

A parede celular aparece quase totalmente elétraon-ldcida
(branca}) nas folhas hidratadas e dessecadas controle (Figs. 2ia e
21C, respectivamente) e nas folhas hidratadas e dessecadas onde o
tampao imidazol foi utilizado (Figs. 21B e 21D, respectivamente).

MitocBndrias também 30 identificadas na folha seca onde o
tampio imidazol foi utilizado, por sua formwa e tamanho, mais do
que pela evidenciagdo de sua delimitaclSo (Fig. 21D).

Vacdoloss; cloroplastos e mitocdndrias cbservados em folhas
secas controle da reagdo de imidazol (Fig. 21C)y té&m wuma

delimitagio nitida, mas a presenca de membrana tipica n3o pode



ser afirmada, apenas sugerida em alguns locais. Nas fnlhas secas
pés-fixadas com tetrodxido de dsmio em tamp3o imidazols essas
organelas aparecem com uma delimitag3o mais espessa (Fig. 2iD).

Muitos vacuolos aparecem rompidos ai (Fig. 21D).

Micvroscopia EletrOnica de Varredura (Pranchas 22 e 23)

As plintulas hidratadas apresentam superficie foliar
expandida (Fig. 22A), com.faixas rugosas e faixas mais lisas. As
faixas rugosas correspondem a porgdes nao espessadas da epiderme
(Fig. @&3C), que ficam deformadas ¢ retraidas quando a folha seca
(Figs. @23B e 23D). As faixas mais lisas da superficie de falhas
hidratadas (Fig. 22A) correspondem as areas onde as paredes das
celulas gpidérmicas s30 espessadas e onde ha fibras sub-
epidévrmicas (Fig. 23A). Quando seca, a folha deforma menos nestas
faixas (Figs. 22Bs 23B e 23D).

0s gspessamentos das paredes de células epidermicas
juntamente com as fibras sub-epidérmicas estio dispostos de modo
a direcionar o enrolamento da folha durante a perda da agua.
Assimsy na folha enrolada, a face abaxial da folha fica wvoltada
para dentros mais protegida e a face adaxial da iamina foliar
permanece exposta (Fig. 22D).

O0s ecpessamentos das paredes de celulas da epiderme ficam
mais evidentes nas folhas secas (Fig. 2BE). Quando as folhas s@o
observadas em maior aumente ao MEV, eles s3oc observados come
cordoes longitudinais na superFicie.da folha (Figs. B22E). As
ceélulas epidermicas espessadas (Fig. 23B, wvistas em corte
transversal) localizam-ce sobre feixes vasculares (Fig. 234).

Nota-se uma maior quantidade de estOmatos sobre as faixas
n3%0 espessadas da epiderme {(rugosas) em velag3o as Ffaixas
espessadas (lisasy nas folhas hidratadas) (Fig. 22A).

Cortes transverceais de folhas hidratadas mostram os espagos
intercelulares no wmesofilo e a forma esferica e tdrgida das
células desse tecido (Fig. 23A e 23C). Nas folhas secass o0s

espagos intercelulares s3o bastante reduzidos e as celulas do



mesofilo s3o0 wmuito deformadas (Figs. 23B e 23D,

Una comparagao mais detalhada entre a superficie de uma
folha hidratada e a de uma folha seca pode ser feita com =&
observacao das figuras 22C e ZBEs respectivamente. Na regiao onde
a epiderme n3o e espessadas em uma folha hidratada (Fig. 22C),
podem ser observados estdmatos e marcas das paredes anticlinais

das celulas epidérmicass delimitando seu contorno.



Discussio

Fixagio

& grande dificuldade sncontrada para a obten¢do de uma hoa

firagao para as folhas de Xerophuyta plicata em diferentes

condigcBes de hidrataclo deve-s# basicamente a dois fatores. Um
deles e a propria dificuldade de fixag30 de tecidos vegetais,
onde as paredes celulares atuam como uma barreira que torna lenta
a entraday e portanto a atuagdo, do fixador. Acreditamos que a
uytilizagdo do wvacuo como forma de aumentar a velocidade de
influxo do fixador poderia causar artefatos nas celulas
dessecadas e em processo de dessecagdos que tém estrutura
intracelular aparentemente fragil, devido 2 retragao do
citoplasma em relag8c a parede celular, por exemplo. 0s
artefatoss se houvessem, dificilmente seriam diferenciados da
verdadeira alterac@o do citoplasma em resposta & desseca¢gao. Para
evitar esse problema, criamos uma outra metodologia de +iwxagio,
em que os fragmentos de folhasys cortados dentro de uma gota do
fixadors s¥o colocados dentro de saquinhos feitos com tela de ago
inoxidavel e mergulhados em solugdo fixadora. Ao final de um
periodo de 2 horas de fixag3oy os fragmentos s3o retirados do
saquinho e colocados para lavar em tamp8oc fosfato ou em DMSO,
comforme o protocolo de fixagdo seja com veiculo aquoso ou nao
aquospn. Acreditamos que o fato dos fragmentos ficarem submersos
no fixador ja impde uma grandé pressao no sentido do ar sair de
dentro das ceélulass deixando o fixador penetrar nelas. 0 fato dos
fragmentos afundarem na _solucﬁo ao serem tirados do saquinho
feito de tela de acgo inoxidavel indica que houve a saida da agua
e a fixa¢3o do material. Tentamos fazer fixa¢Oes mantendo os
fragmentos de folhas imersos por algod3o, mas muitas vezes eles
contornavam o algodi3o e ficavaw boiando e outras wvezes eles
entravam dentro da malha de algod3o e era muito dificil recupera-

los, devido ao seu pequera tamanho.
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Outra dificuldade encontrada foi com relag3o & adaptagio e
modificagdo de receitas e técnicas de fixadores n3o aquosos, para
0 nosso material vegetal e para as drogas digsponivels em nosso
laboratdrio. Isso foi necessario para a realizac8o do estudo
ultra~estrutural do mesofilo no estado dessecado, uma vez que
gestas ceélulas sdo extremamente reativas a minima quantidade de
agua disponivel, © que poderia ocasionar alteragBes ultra-
estruturais nas ¢eélulas dessecadas, no caso de ser utilizado
fixador em veiculo aquoso.

A reatividade dos tecidos foliares a disponibilidade de agua
pode ser observada por uma compara¢io entre ®hR, 1hR e 2hR, onde
ncrorre uma entrada de 11,1% de adgua, causando alteracdes no
aspecto morfologico dessas plantas. Até 2 horas de re-hidratac3o,
quando usado fixador n3oc aquoscs foram wverificadas alteragOes
celulares consideradas apenas consequéncias fisicas da entrada da
agua. Se o fixador usado fosse aquosos essas alteracles poderiam
ter sido somadas as respostas metabdlicas fazendo com que essas
fases fossem retratadas com caratteristicas de folhas com mais
tempo de re-hidratagfo. A utilizaglo de métodos convencionais de
tixag3os onde as solugdes fixadoras s@o veiculadas em tampOes
aquosnsy para folhas secass causaria a hidrataglo do tecido
durante o processo de fixagl3o, distorcendo a imagem da verdadeira
estrutura celular no ecstado dessecado (HALLAM, 19763 HALLAM &
GAFFs 19785 HALLAM & LUFFy 1980).

A busca de um fixador n3o aquoso fundamenta-se, portantos na
comprovada rapidez com que as celulas dessecadas de plantas
revivescentes absaorvem e respondem fisica e metabolicamente a
agua disponivel, distendendo-ses reorganizando-se e reativando-se
(vide Pranchas 1¢ a2 14, aque retratam alteragbes celulares
ocorridas em um periodo de 4 horas de re-hidratagio).

YO0 (127@), estudando as alteragtes celulares durante o
Processo de embebigac de sementes de Pisum sativum L.
{(Leguminosae), Jja havia apontado o problema da utilizagao de
fixadores aqguosos no estudo de tecidos secos. PERNER (1945, apud
YO0, 197@¢) wutilizou a expesigan ao vapor de tetrdxido de Osmio

por wvarins meses <como forma de fixar radiculas. dormentes de



ervilha. & ultra-estrutura das organelas Fiwxadas dessa maneira
foi diferente da ofiservada em organelas fixadas com soluglo
aquosa.

N6s consideramos o método de fiwxag3o por vapor de dsmio
pertinente apenas para tecidos secos, pois € muito lento. Nas
celulas dessecadas o metabolismo celularsy pricipalmente o
proteoliticoy, esta paradoy, nio alterando a célula durante 3
fixagg2o. No caso do estudo de plantas em processos de dessecagio
e revivescéncias onde as diferengas em hidratac%o € em tempo
decorrido no processo podem ter efeite ultra-estrutural, as
células t&m que ser inativadas e fixadas rapidamente.

A metodologia de fixagldo ndo aquosa proposta  por HALLAM
(19746) baseia-se no uso de veiculos como o glicerol anidro e o
ODMSO. O autor considerou o udltimeo como mais eficiente e atribuiu
o sucesso desse tipo de fixagdo & n3o-reatividade das estruturas
celulares a solugdoes outras que naoc a agua. Dessa fFforma. a
estrutura da c¢élula seca n3o se alteraria ao longo do tempo da
fixagio nAo agquosas onde estaria em contato com o DMS80s no caso
de fixadores naoc aquosos.

HALLAM (19784) fez uma comparacao entre fixagio de folhas
dessecadas de uma mesma especie com fixadores n3o aquoso e
aquoso. As folhas dessecadas fixadas com solugao aquosa mostraram
paredes celulares distendidas; ao passo que folhas fixadas em
solugdo ndo aquosa mantiveram as paredes celulares onduladas.

A importancia do uso de fixadores n3oc aquosos em tecidos
secoss como sementes e polen, foi enfatisada também por outros
autores (PLATT-ALOIA et al., 19843 TIWARI et al.s 199@; O0OPIK,
1985 apud TIWARI et al, 1990).

As observacbes de TIWARI e colaboradores (1990) sobre os
efeitos da incubagl3eo de pdlen dessecado de Pyrus communis L.
(Rosaceae) por 2 minutos em meio de cultura aquoso, confirmaram a
importancia de métodos n3o aquosos de fiwxacio. 0 polen incubade
~dessa maneira mostrou alteragBes em relag3o as caracteristicas
citoplasmaticas do polen dessecado (corpos densamente
nsmiofilicoss membranas multilameladas e invaginagides da parede

celular desapareciam).
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A metodologia de fiwxacdo ndo équosa proposta por HALLAM
(1976) Foi adaptada as condigoes de disponibilidade de material
em nosso laboratdrio. Seguindo sugestdo do propric Prof. N.D.
HALLAM (comunicac8o pessoal, 1990)y tentamos retirar a agua da
solucio de glutaraldeido 25%y por meio de Filtrag3o de uma
micstura da solucap com cloreto de calcio anidros mas os
resultados n3o foram considerados satisfabtdrios. Além dissos o
rendimento desse processo & baixo € o custo e alto.

Passamps a utilizar glutaraldeido na porcentagem final de 3%
a partir de uma solugio de glutaraldeido 7@% em aguas para as
fixagOes, utilizando o DMSO como veiculo. N3o tentamos retirar a
agua do glutaraldeidd 70% por razdes econcmicas. A porcentagem
final de @dgua nesse fixador ficou em 2,1%,; sendo considerada
aceitavel, no sentido de nio provocar alteracdes significativas
nas celulas tessecadas do mesofilo (em 1hR o CRA & de 10,74 e nio
s30 observadas alteracbes nessas células em relagao a celulas de
¢hRy com ERA de 147%).

Segundo SZMANT (1%975), capacidade do DMS50 em penetrar nos
tecidos vivos sem causar danos significativos @ explicada por sua
natureza relativamente polar, sua capatidade de formar pontes de
khidrogénio e sua estrutura relativamente pequena e compacta.
Estas caracteristicas,; muito semelhantes 3s da agua, d3o ao DMSO
a habilidade de se associar com a Agua, propriamente, com
proteinass carboidratoss acidos nucléicos, substancias idnicas e
putros constituintes dos sistemas vivos. Talvez a mais importante
caracteristica do DMSO seja sua capacidade de substituir parte
das - moléculas de agua associadas a constituintes celulares. Por
cseu pequeno tamanho de molécula e sua natureza relativamente
polars trata-se de um veiculo de rapida penetragao (SZMANT,
1973). _

A comparacio entre resultados obtidos na fixaglo de uma
mesma folha seca com fixador n3o aquoso e aquoso n3o pode ser
feita com plantas tolerantes & dessecagBos pelo proprio fato de
que o fixador aquoso provoca alteragdes na ultra-estrutura da
células na medida em gue a re-hidrata. Issc Ffoi por nos

confirmade para Xerophyta plicatay pelos diferentes aspectos




ltra-estyruturaics encontrados em folhas secass com CRﬁé ProXimos s
fixadas com tamplo0 imidazeol (aquoso)s Tiguras 21C e 21D (CRA =
%) e o de folhas secas fixadas com veiculo n3o agquoso (DMS0) em

3dD0., figuras 7C e 7D (CRA = 7,9%4) e em L1hRs figuras Ii°fC e 120
{CRA 10.7%) .

A interpretac3o das imagens obtidas por meio de fixa¢3do nao
aqunsa apresenta dificuldades (HALLAM, 19765 HaLLAM & LUFF,
198¢})y no sentido em.que aparecem estruturas (principalaente
membranas) em contraste negativo. N3o €& ficil determinar se esse
tipo de contraste & devido a a¢ao do fixador (veiculado em DMSQ)
ou & consequéncia real da dessecaglo.

HALLAM  (1976) também descreve os resultados da fixagio n3o

aquosa de folhas secss de JTalbotia glegans e Craterosktigms

plantagineum (o autor n3o fornece os valores de CRA),; apontando

para o fato de que os uUnicos sistemas membranosos evidenciados
pela precipitagio do didxido de Osmio sac os dos cloroplastos,
que sao ohservados como agrupamentos de tilacéides. As demails
membranas <30 observadas em contraste negativb.

HALLAM & GAFF (1978) observaram que folhas dessecadas de

Xerophuta w~illosa (CRA = 12,5%), fixadas em veiculo n8o aquoso

(DMS0)y apresentam o ndicleo envoltoe por dupla membrana e pro-
plastidios ou iniciais de plastidios (remanescentes de
cloropliastos) contendo vesiculas com membranas delimitantes em

contraste positivo. As outras membranas s30 observadas em
contraste negativeo. (HalLlLAM & GAFF, 1978).

Fssa etapa retratada por HaLLAM & GAFF (1978) como sendo o

estado seco de Xernphyta villosa pode ser comparadas em termos de

contedde de aguas a 2hR de Xerophwta plicata (CRA = 11,1%), que

também foi fixada com veiculo n3c aquoso e ondes ap conkrario de
Xerophyta villeosas sdo vistas apenas umas poucas membranas em
contraste positivo dentro de vacudolos periféricos do citoplasma.

Todas as outras membranas, internas ou delimitantes de organelas,

nio saoc observadas nessa fase.

Em wvarias rceélulas de Xerophdta plicata fixadas em solucio

nio aquosa (celulas dessecadasy em processo de dessecagao ou de

revivescéncials encontramos membranas contrastadas positiva e
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negatiQamente dentro da wmesma célula. Apesar das membranas
delimitantes das arganelas serem observadas em contraste
negakivo, cutras membranasy localizadas na periferia do
citoplasma da mesma céelula teém contraste positivo. Essas dltimas
estao voltadas para o espago de retracio entre o citoplasma e a
parede celular (em 4dDs 8dD e 4hR})s ous em um caso especial ja
discutidos dentro de um vacdolo, saindo de um gldbulo elétron-
densa. As membranas delimitantes das obrganelas apavecem em
contraste negativoy como se bivessem sido extraidas da celula ou
como se as organelas estivessem retraidas, um pouco afastadas
umas das outras. Dbserve i1sso na prancha 94 correspondente a 7dD
{(CRA = 12:1%)s BdD (CRA = 3s7%) e 9dD (CRA = B%) e na prancha
10, correspondente a OhR (CRA = 1,7%).

i contraste positivo das membranas celulares & dado pela
pds—fixagao com tetroxido de oswmios que se liga a duas duplas
ligagoes paralelas dos lipidios das membranas (HAYAT, 19703
GLAUERT, 1973), precirpitando como didxido de dsmio (KIERNAN,
1981}, que e eleéetron-denso.

Virios autores descrevem alteragdes na organizagio molecular
das bicamadas lipidicas «quando submetidas a baixo conteddo
hidrico.

Estudos com bicamadas feitas com fosfolipidios extraidos de
cérebro mostraram que, quando o conteddo hidrico é menor que 20%,
as bicamadas invertem a polaridade & assumem uma nova orientagao,
chamada de hexagonals onde as cabegas polares dos fosfolipidios
voltam~se para o interior da bicamada, ficando em contato com a
aguas, que fica confinada nesse espaco. As cadeias apolares dos
fosfolipidios wvoltam-se para fora da bicamada (LUZZATI & HUSSON,
1?2425 SIMON, 1%74)

FLLEMAN & DICKINSON (1984), usando fixador n30 aquosos
mostraram <que a protoplasma de pdlen dessecado de Brassicy
oleracea L. (Cruciferae) & circundado por um mosaico de vesiculas
e nio pela membrana plasmatica intactas a qual voltava a aparecer
apos 15 minutos de re-hidratagio. Por outro lado, estudos com
criofratura (”freeze~fracture”), realizados por outros autores,

revelaram a mewmbrana plasmatica bem estruturada em polen



dessecado da propria Bréssica e em outras especies (DUMAS et al.,
1984 apud KERHOAS et al.s 19B7). KERHDAS et al., (i98B7) acreditam

que a técnica de criofratura ("freeze-fracture”) seja mais

adequada para o estudo de membranas de palens e atribuem a
presenca de vesiculas nas micrografias eletrdnicas de ELLEMAN &
DICKINSON (i?8B46 apud KERHOAS et al.s 192B7) a artefatos de
técnica.

THOMSON & PLATT-ALOIA (1982),y tambem utilizando a tecnica de
criofratura ("freeze-fracture”), observaram gque a estrutura das

membranas de sementes de Vigna unguiculata (L.)Walp.

(Leguminosae) estava intacta, embora bastante sinuosa. Esses
autores acreditam <que possa haver uma diminuigdo da ordem
molecular dentro da bicamada, mas que nio ocorra re-estruturagao
ou reorganizagio dos componentes da membrana, quando esta passa
para o estado dessecado.

A4 nao rvrepetitividade dos resultados obtidos por mein de
métodos n3o aquosos de fixagl8c para microscopia eletrdnica de
tranemiss3o e os resultados de "freeze-fracture”,; associada a
inexisténcia de estudoe biocguimicos e biomecinicos em membranas
dentro de células deixa dividas quanto aa comportamento das
membranas celulares em relagio a um baixo tonteddo hidrico. Essa
divida dificulta ainda mais a interpretagac dos resultados
obtidos por meio da fixacio n3o aquosa, onde parte das membranas
s80 elétron-licidas e outra parte eletron—-densas.

Considerando que as membranas respondam a dessecacao com a
alteracBo espontanea de sua organizagao molecular, baseada nas
forgas de hidrofobicidade de seus lipidios, ela tomaria
espontaneamente o arranjo hexagonal (LUZZATI & HUSSON, 19623
SIMONs 1974), com a salda da Agua.

0 arranjo hexagonal dos lipidios de membranas. possivelmente
encontrade gquando a célula estd seca,; nio ofereceria sitios para
a ligaci3o do tetroxido de dsmio e seria retratado pela imagem
elétron-negativa ao microscdpio eletrdnico de transmissio.

Segundo HalLLAM & GAFF (1978), o fixador ndoc aquose nao
altera o arranjo hexagonal que os lipidios de membrana assumem no

estado secos portanto n8o provoca a formac3o de sitios de ligagio
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para o tetrdxido de dsmic. Quando células dessecadas sio fixadas
em solugles agquosasy a presenga da agua condiciona uma alteragao
rapida e espontinea da conformacao dos lipidios das wembranas,
baseada em seu carater anfipaticos e a volta dos sitios de
liga¢do para o tetrdxido de dsmio.

HabLblaM & OAFF (1978) sugerem que o0 conktraste negativo de
membranas de celulas dessecadas indigquey portanto, que a fixagae
n30 aquosas com DOMSD como velculos € realmente muito eficiente.

0 problema que resta é explicar a observagio de algumas
membranas em contraste positivo e cutras em contraste negativo na
mesma celula dessecada, fixada em veiculo n3o aquoso.

Nossa hipdtese tedrica pava explicar a co-~ocorréncia de
membvranas elétron-positivas e elétron-negativas na mesma células
quando fixadas com veiculo n3o aquoso € a seguintel 1. A
dessecagcio e a re~hidratag3oc ndo ocorrem e maneira unilforme em
todas as partes do citoplasma. A& agua sai do interior do
citoplasma passando pela periferias, por i1sso permanece mais tewmpo
na regiao periférica. Na re-hidratag3os a agua também tem acesso
primeiro & parte periférica do citoplasma e dai passa para o
interior. 2. A bicamada lipidica das membranas celulares responde
4 salda da agua invertendo espontaneanente a posi¢lio de suas
cabegas polaress que passam para 0 interior da estrutura da
hicamada, onde deve haver um resto de Aagua e as cadeias apolares
se vqltam para foras  onde agora e menos hidratado. Essa
contformagio invertida da membrana n3c oferece sitios de ligagao
para o tetroxido de dsmio. 3. 0 fixador n3o aquosos veiculado com
DMSO, nao altera as relacBes de hidrofobicidade dentro da celula,
mantendo as estruturas moleculares da maneira como est8o. Assim,
as membranas totalmente dessecadass no interior do citoplasma,
ndo oferecem sitios de ligag¢3o para o tetroxido de dsmio,
portanto s3o observadas como faixas elétron-lucidas. Na mesma
celulas as membranas periféricasy <gue ainda (ou Jja) estido
hidratadass aparecem elétron—-densas por oferecerem sitios para o
tetréxido de osmio.

Uma maneira de confirmar se a aparéncia elétron-ldcida das

membranas ¢ devida somente & estvutura invertida dos lipidios na
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bicamadas quando no estado dessecado, e nao ano fiwadory seria
proceder uma fixa¢80 nAo aquosa em uma folha hidratada. Os
lipidios dessas membranas em estado hidratado est8os certamente,
com as cabegas polares voltadas para fora e as cadeias apolares
para dentvo da bicamadas oferecende sitios de ligagae para o
tetroxido de odsmio. Assim, se o fixador ndo aquosas veiculado com
DMS0Oy mantiver a estrutura molerular das membranasy elas deverao

aparecer eletron—-positivas.

Dessecagao

Durante a perda de aguay Tolhas de plantas adultas de

Xerophyta plicata Spreng. (Velloziaceae) passam por alteracOes

Macroscopicas que envolvem a perda da cor verde, 0
amarelecimentos a vredugdo na largura, o dobramento da lamina
foliars que & plissadas em zigue-zague # 0 enrolamento helicoidal
da felha. Em folhas de plantulas as alteragbes sao as mesmasy SO
nac ocorrende o dobramento da limina foliay, que ¢ plana, em
rzigue—~zague. 0 enrolamento da folha ocorre de modo a manter
exposta a superficie adaxial ¢ proteger a superficie abaxial da
folhas como pode ser observado por microscopia eletronica de

varredura. Nas folhas de plantulas de Xerophyta plicatas existem

faixas longitudinais de ceélulas epidérmicas espessadas e fibras
sub-epidermicas em profundidade de cerca de c células,
intercaladas por faixas ni3o reforcadas, como pode ser visto nas

fotos de microscopia de varrvedura & nos cortes semi—-finos.

No processo de dessecacdo de plantulas de Xerophyta plicata
nao ocorreu o murchamento das folhas. Folhas distendidas

inicialmente apresentaram retracdOes em faixas longitudinais da
1amina foliar ate reduzirem bastante sua largura e depois
enrolaram-se, no sentido do eixo maior da folha, mas em nenhuma
etapa desse processo houve murchamento da folha.

GAFF e colaboradores (19767 mostraram que em Borygs hitids

Labill.s outra espécie tolerante a desseca¢io, a rvedugio do

volume das folhas ocorre mais em espessura que em larguras devido
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a espessa camada sub-epidérmica de esc]erénduima (com 4 ¢élulas
de espessura) que segue toda a extensao da folha.

LEBKUECHER & EICKMEIER (1991) sugerem que o enrolamento das
folhas esta brovave]mente relacionadeo com a evitagc3o das efeitos
deletérios da foto-oxidac80 sobre os componentes celularessy que
poderia ocorrer pela incidéncia forte de luz nas células com
baixo conteddo de Agua. Estudos em laboratdrio mostraram gues em

Selaginella lepidophyglla (Hook & Grev.) Spring, 0o enrolamento

ajuda a limitar os danos induzidos pela luz, quando a planta tem
pouca agua (fotoinibigao do FS II e foto-oxidagldo da clerofila)d.
0 enrolamento também limitaria a ocorréncia de daneos durante »
re-hidrata¢3o sob luz forte, quando a capacidade fotossintética
da folha ainda & baixa (LEBKUECHER & EICKMEIER, 1991).
Selaginella lepidophylila € wuma pteriddfita tolerante 3

dessecagio que ocorre em ambientes deserticos e gque se enrola en
torno de seu eixo menor, do apice para a base, durante a
dessecagao. (LEBKUECHER & EICKMEIER, 19%1).

Acreditamos que o enrolamento confira as folhas certa
resisténcia contra quebras causadas pelo ventos, por exemplos
sendo uma protegdo mecanicas uma maneira de aumentar a rigidez da
estrutura da folha, uma vez que as paredes celulares tornam—se
gquebradigas quando secas.

0 grafico 1 mostra que nas primeiras 1@ horas de dessecaglo

em Xerophyta plicata ocorre uma rapida e irregular perda de &guas,

que varia de 20 a 30% em relacido ao conteddo de dgua de folhas
totalmente hidratadas. A nivel de microscopia fotdnica, alguma
alteracio morfoldgica pode ser notada em 10hD. O citoplasma da
folha com 1@hD apresenta cloroplastos um pouco maiores que em @hD
e 2hD.

A folha com 1@hD (CRA = B148%) apresentou praticamente o
mesmo conteddo de agua que 3 de 2hD (CRA = 81,4%), no entanto a
folha de 2hD n3o apresentou alteracdo celular, em comparacio com
a folha hidratada (CRA = 99,22%), enquanto na folha de 10hD podem
ser notadas altera¢gfes. Isso sugere a importidncia do tempo de
desseca;ﬁn na resposta celular e indica que as modificagbes nas

estruturas celulares nap estlo direta e exclusivamente ligadas ao
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conteddo hidrico da folha.

Varipos autores sugerem a necessidade de algum tipo de
inducdao (talvez hormonal) para que a planta seja capaz de
sobreviver a dessecacao extrema (GAFF & LOVEYS, 1984 apud SCHWAB
et al.y 1989).

GAFF e tolaboradores (1976) sugerem que em Borya nitida. a
indug8o da tolerancia a desseca¢io deve estar relacionada com o
aumento no ndmero de mitocdndrias e com a hidrodlise do amidos gque
levam a producfo de um suprimento de ATP respiratdrio para dar
syporte a reconstrugio do sistema metabdlico durante a re-

hidratac3o. Em Xerophyta plicata nao detectamos o aumento do

nimero de mitocdndriass mas sim a redugdo das reservas de amido.

No periodo entre 24hD (CRA = 40,3%) e 2dD (CRA = 15,5%) a
perda de agua foi mais 1enta.e linear e o processo de dessecagio
foi companhado de alteragdes morfoldgicas nas folhas. Grandes
alteragbes morfoldgicas ogorreram no mesofilo nesse periodo. As
paredes celulares ficam onduladas e dobradas, cadsando uma
retragiao nas cé&lulas, que ficam mais proximas umas das outracs,
com reduzidos espagos intercelulares, como pode ser observado
também pela microscopia eletr@nica de varredura.

No estado hidratado (CRA = 99.28%) o0s cloroplastos tew forma
irregulars provavelmente conferida pelos graos de amido (grandes
e em nimero de 1 a 4) que ocupam seu interior. Esses
cloroplastos,s poderiam ser confundidos com amiloplastos., devido
ao grande tamanho e niumero de graos de amido que cohtéms mas,
diferentemente dos amiloplastosy estes cloroplastos apresentam
clorofilay tilacdides e grana. A worfologia diferenke da forma
biconvexa usualmente observada em cloroplastos ¢ provavelmente
devida aos grios de amidos uma vez que clorocplasktos de 2hD e
24hRs com grios. de amido bem menores, sao lentiformes. A grande
guantidade e o0 grande tamanho dos grﬁoé de amido em clovroplastos

de plantulas de Xerophyta plicata podem estar relacionados com o

fato deste ser um tecido em crescimentos que precisa de mailis
energia que tecidos ja formados e com o0 armazenamento de reservas
energéticas para os pProcessos de dessecagho e/oud de

revivescéncia.
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0 nitmero de plastogldbulos aumenta visivelmente nos

cloroplastos de Xerophdyta plicata em processo de dessecag3o,

principalmente de 16hD a 2dD. A partir de 3dD. coincidindo com =
fixagio nao aquosas eles sao dificilmente observados.
0z plastoglobulos s3o as estruturas mais resistentes de

plastidios de Borya nibtida 9quando secos. Os plast {dios

degenerados apresentam plastogliobulos que contém caroctendides
(LICHTENTHALER, 194B apud GAFF et al., 1976). A formagldo de
grupons ("clusters”) de plastogldbulos @ a provavel razio da
difus3o de areas amareladas em télulas dessecadas viavelis vistas
ao microscdpio fotonico (GAFF et al.y 1976).

A degradagi8o do amide durante a dessecagano pode ser
incompleta. Isso e sugerido pela observagio esporadica de
pequenos graos de amido em etapas mais avangadas da dessecagio e
ate em 9dD (CRA = 0%).

A auseéncia de grios de amido em folhas secas de Borya nitida

¢ atribuida a sua hidrolise durante a dessecac3p (GAFF 2t al.,
19274) . Isso parece ser importante para garantir substrato
respivatorio imediatamente disponivel para o processo metabdlice
de revivesceéncias permitindo que as mitocondrias gue resistiram a
seca rapidamente voltem a produzir ATP para a rveconstrucao ds
ultra—estrutura e do wmetabolismo das células. Além disso, os
agdcares solildveis resultantes da hidrdlise do amido estariam
protegendo as membranas celulares e, em especialy as dos
tilacoides, contra a inakivagao irreversivel durante os processos
de perda e de volta da dgua (HEBER & SANTARIUS, 1964 apud SCHWAB
et al., 1989). |

0 desaparecimento dos ar3os de amido durante a perda de agua
& um efeito comum 2 plantas tolerantes e sensiveis a dessecagaoc
(LEVITT, 1972 apud BGAFF et al., 1974). Quando folhas dos dois
tipos de planta s3o destacadas da planta e deixadas secar ao ar,
o conteude de aglucares soluveis de ambas aumentas devido a
hidrolise do amido (SCHWAB & GAFF, 19B&4). A diferenca entre
pilantas tolerantes e sensiveis € ques nag primeirass tanto o
nhivel inicial de acgucaress quanto a quantidade de agucares

soldveis produzidos na dessecagiao s3c maiores que em plantas



sensiveis (SCHWAB & GAFF, 19864).
Em sementes de amendoim e em folhas de algodaoy espécies nao
tolerantess © estresse de falta de agua leva a uma diminuig3o na

quantidade de amido e a um aumento na guantidade de agldcares
soluveis (MUSINGD et al., 19893 MECKEL et al.s 1984 apud MUSINGO

et al.s 198%9).

Em Xerophsta plicata, como em outras plantas tolerantes a

decssecagans a hidrdlise do amido em agucares soliveis pode estar
vrelacionada com uma série de eventoss como a proteglo das
membranas contra solutos caotrdpiceos e radicais livresy que
aparecem em maior quantidade durante a dessecagio e
desestabilizam a ordem molecular das membranas. A hidrdlise do
amido tambem deve estar relacionada a conversao das reservas de
agurcar insoldvely de utilizagl3o mais lenta e sem atividade
osmoticas em um estoque de agucares soldveis, de facil e rapido
acesso como fonte energetica, com distribui¢3o0 por todeo o
citoplasma e osmoticamente ativos. Esses agucares soluveis devem
atuar no aumento da press3o osmotica das células e issco
possivelmente confere alguma resistencia a saida da agua da
celula.

Logo aue os grios de amido comegcam a diminuir em tamanho os
cloroplastos passam a ser observados com forma biconvexa (2hD),
mass a partir de 19hD eles comegam a se tornar arredondados.
Entre 24hD e 2dD o volume dos claroplastos aumenta e eles Fficam
redondoss passando a ocupar um voluine méior na celulas como pode
ser visto mesmo por microscopia fotonica. Com 24hD comega a
ocorrer um processo de modificaglo da estruturﬁ interna dos
cloroplastos. S3ao observados espagos entre grupos de tilacodidess
dando a idéia de uma estrutura mais frouxa. Cloroplastos com
diferentes morfologias podem ser observados numa mesma célula,
indicandn as alteragdes metabdlicas comecam a ocorfer de maneira
n3o homogénea nas celulas. Em 2dD (CRA = 19,9%) ni3o se observam
tilacdides. Em seu lugar aparecem pegUenas vesiculas,
distribuidas aleatoriamente pela organela. 4 partir de 3dD,
coincidindoe com a mudan¢a para fixador nio aquosos h3o s3o mais

observadas as membranas delimitantes das organelasc. Os
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cloroplastos passam a ser identificados pela forma redondas pelo
tamanho grande, pela presenga de pequenos graos de amido e por
estruturas eletron-lucidas pequenas e redondas, que saon
provavelmente remanescentes de plastooglobulos. Nos cloroplastos,
também n3o0 s8o mais observadas membranas internas.

HaLLAM & LUFF @ (198@b) observaram que os cloroplastos de

Xevophyta wvillosa Th.Dur.& Schinz, uma Velloziaceae revivescente

do sul da Africas perdem as tilacdides durante a desseca¢lo. No
estado dessecatdo estes cloroplastos si3o observados como
estruturas delimitadas por- membranas {(fixa¢io em veiculo ndo
aquosos DMSD), contendo plastoglobulos e pequenas vesiculas
(HALLAM & LUFF, 1980b). Durante a dessecagao estes autores
observaram que cada tilacdide do granuh aparece mais largamente

separadeo dos outross como também abservamos em Xevophyta plicata

entre 16hD e 24hD. Em Xeprophyta villosas nho entantos os

plastogliobulos passam a se apresentar eletron-luicidos, o que nio

ocorre em Xerophyta plicata.

HETHERINGHTON e calaboradores (1982) observaram um aumento
no empilbamento dos tilacaides durénte as primeiras 14 horas de
dessecagao em Borya nitida. 0s autores relacionam esse fato ao
aumento da concentragdo de sais dentro dos cloroplastos pela
perda da agua. Apos 18 horas de dessecacao os cloroplastos dessa
espécie aparecem inchados e 0s tilacodides parcialmente
desempilhados. FEssas caracteristicas persistem até que em 37
horas de dessecagio (o autor n3ag fornece o valor do CRA) as
folhas apresentam cloroplastos com pouca organizacioc interna
(HETHERINGTON et al., 1982).

0 processo de dessecacao de Xerophyta plicata assemelha-se

ao de Borya nitida (HETHERINGHTON et al, 1982), mas com fases nao

t30 separadas, pois em Xerophuta plicata com 18hD (CRA = B81,8&%),
os tilacdides parecem mals empilhados que nas celulas hidratadas,
com ©0S grana mais visiveiss mas ja nessa fase os cloroplastos
comegam a se apresentar dilatados. Em 24hD (CRA = &0,3%) os
cloroplastos apresentam~se dilatados e com os tilacdides dos
grana afastados uns dos outres. Em 2dD (CRA = 15,5%) os

ctloroplastos <s3p  estruturas civcundadas por membranas contendo



plasfogldbulos e wvesiculas em seu interior, como os de Borya
nitida (GAFF et al., 19765 HETHERINGHTON et al., 1982) e
xerophyta villosa (HALLAM & LUFF, 1980b35 HALLAM & GAFF, 1978).

Mitocondrias de células hidratadas de Xerophyta plicata s3o

alongadas ou redondas e tém muitas cristas dilatadas. A forma das
mitocﬁndriaﬁ € sua posi¢g2c no citoplasma nio se altera muito até
10hD. inclusive. Em 2dD as mitocdondrias aparecem dispostas
aleatoriamente pelo citoplasmay que ocupa totalmente o espago
intra~celulars apresentando forma redondas com poucas cristas,
bem curtas e n3o dilatadas. _

SCHWAB e colaboradores (198%9) observaram que a respiragio é
geralmente menos afetada pela dessecag3o que a fotossinteses em
espécies tolerantes e sensiveis a dessecagio. FEstes autores

compararam as especies revivescentes Craterostigma plantagineum

Hochst. {(Scrophulariacear)y Ramonda mykone Reichh. (Gesneriaceae)

e Ceterach pfficinarum Lam. et D.C. (Aspleniaceae - Pterydophyta)

com a especie sensivel a dessecagio Spinacea oleracea L.

{Chenopodiaceae). Esse estudo mostrou que a respiragaoc € menos
sensivel 4 perda de agua nas espécies tolerantes, mas a
sensibilidade da fotossintese a dessecac8o @ igual em plantas
revivescentes e sensiveis. Além dissos em plantas tolerantes &
dessecagaoc as trocas gasosas mitocondriais sio reativadas mais
rapidamente que as reagdes fotossintéticass quando ocorre a re-
hidratagio (SCHWAB et al., 1989). Em Xerophyta plicakta,
observamos aue as alteragdes na ultra~estrutura das mitocdndrias
sd comegam a ocorrer apds 24hD,; enquanto em cloroplastos cowmegam
com. 12hD. O significado metabdlico da maior resisténcia das
mitocBndrias em relag30 =zos cloroplastos poderia ser a
necessidade de produgio de ATP para gavantir a ocorréncia das
modificacoes celulares caracteristicas da dessecag80 de plantas
tolerantes. Também pode ocorrer armazenamento de energia na forma
de ATPy visando garantir um suprimento dessa molécula energetica
para a revivescencia.

Varias especies de plantas tolerantes 3 dessecagBoc foram
estudadas por GAFF & ZIEGLER (198%9). Dentre elas, wvarias da

familia Velloziaceae: Falbotia elegans Bal four, Xerophyta villosa
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Th.Dur. & Schinz e Xerophyla wviscosa Baker. Uarias espécies

conservaram alguma quantidade de ATP nas células em estado seca,
mas a quantidade de ATP conservado nSo foi a mesma para todas as

espécies. Xerophyta villosa chegou a apresentar mais ATP na folha

seca que ha folha hidratada. Apesar desses resultados, niao fai
possivel determinar experimentalmente se a conservagio de ATP é
necessaria para a reorgahizac¢lo da estrutura celular com a re-
hidratagao (GAFF & ZIEGLER, 198%9).

A n3o ocorréncia de formagio de ATP durante o estade seco é
consistente com a degradag8o da estrutura das wmembranas de
mitocbndrias (NIR et al.s 1949). 0O ATP presente em “Folhas
dessecadas estudadas por GAFF & ZIEGLER (i98%) e, portanto,
devido & conservagio do ATP produzido no estado hidratado e nas
primeiras horas de dessecaglo.

Em cortes de folha ctom 4hD sio observadas pequenas vesiculas
na face externa da membrana plasmatica. Elas aparecem antes de
qualquer outro sinal de alteraglo ultra-estrutural na célula e
indicam uma alteragiao na 3area de superficie da membyrana
plasmatica. Isso é considerado por TIWARI et al. (199@) comoc um
mecanismo de armazenamento do excedente de membranas.

TIWARI e colaboradores (1990) descrevem dobramentos na
parede celular, vesiculas associadas & superficie citoplasmatica
e extra-citoplasmatica da membrana plasmatica e membranas
multilameladas neo citoplasma cowmo as principals caracteristicas
de polen wmaduros dessecados de Pyrus communis L.{(Rosaceae).
Vesiculas associadas com ambas as superficies da membrana
plasmatica tambem foram reportadas para outras células
dessecadasy incluindo outros gr3os de polen (ELLEMAN & DICKINSON,
198463 CHABOT & LEQOPOLD, 1982). Acredita-se que essas wvesiculas
tenham derivado da membrana plasmatica como um mecaniswmo de
conservagao de membranas durante a desseca¢io. Em Xerophyta
plicata com 18hD, observamos vesiculas para fora da membrana
plasmatica, concomitantemente com o inicio de alteragbes na
ultra-estrutura do citoplasma.

0 wvacuolo também passa por alteracfies durante o processo de

dessecacdo de Xerophyts plicata, com modificagBes morfoldgicas (e
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provavelmente metabolicas). Até 10hD a estrutura do wvacliolo,
unico e centraly, ndo se alteras mas seu conteddo sime. Em  1QhD
passam a ser encontradas pequenas vesiculas, formadas a partir do
tonoplastos sem aparente contetdo. As wvesiculas devem estar
relacionadas com o armazenamenkto de membranas <gque est3oc em
excessn, devido & reduglo do volume vacuolars do mesmo modo como
issp0 ocorre na membrana plasmatica.

HALLAM & LUFF (1i980b) cbservaram que o vacuonle de Xeraphyta
villosa passa a apresentar uma granulag2o oswiofilica., de
natureza provavelmente fenalica, com o aumento do estresse de

falta de agua. Em Xerophyta plicata, com 24hD (CRA = 60,3%), o

vacuolo da maioria das celulas apresenta uma grande quantidade de
material particulado osmiofilico, mas sua natureza quimica h3o
foi investigada. Apos 24hD a granulag¢io diminui.

0 fato de algumas células do mesofilo de Xerophyta plicats

apresentarem vacuolo sem granulaglo ao lado de outras com vacdolo
contendo material granulado sugere que o processo de safda da
agua esteja ocorrendo em diferentes velocidades em celulas do
mesmo tecido. Isso pode ser devido a diferengas na composigdo de
cada vactolo. Segunde KELLER & MATILE (1985) os solutos do
vacldolo (ions inorgdanicos, aminoAcidos, agtcares, deidos
orgdnicos e produtos secundarios do metabolismo) s30 responsaveis
pela manutenc3o da pressio osmotica da célula. O vacdolo, segundo
dois autores, o vacuolo & responsavel nio apenas por isolars mas
tambem por fazer usos de solutos n3o compativeis com o
funcionamento metabolico da celula (LEIGH, 19793 RAVEN, 1987).

' Muitas hidrolases foram encontradas dentro de vaciiolos de
ceélulas vegetais (fosfatase acida, RNases DNase e muitas outras)
(BOLLER, 1982). LEIGHT (1979) discute uma guestdo, ate agora ndo
respondidas se as hidrolases presentes no vacuonlo de células
diferenciadas participam do processo de "turn-over” dos
constituintes celulares e se elas teém alguma participac30 na
degradagio organizada ¢das organelas durante a senescencia
(WOOLHOUSEs 19823 BISWAL & BISWAL., 1988). Em relagioc a 1550,
podemos tambeém propdr uma nova questldao: As enzimas presentes no

vacdolo participam do desaparecimento de algumas organelas
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(ribossomos .y reticulo endoplasmatico e dictiossomo) durante &
dessecacdo de plantas revivescentes?

Varios autores observaram que o vaclolo de diferentes
espeécies revivescentes aparentemente fragmenta-se em varios

menaores durante a dessecagio. Em Xerophyta plicata a céluls

tambem Fica preenchida por vesiculas. No caso de Xerophyta
plicata ndo autilizamns 0os termos vacuolo e vacuolizac3o para nos
referir a essas vesiculass porque nio realizamos nenhum estudo
especifico para determinar se estas vesiculas s3os de fatoy
vacuolos. Esse fato parece ter relagSo com o deslocamento das
organelas em dire¢d3n ao centro da células como sera discutido
mais adiante, Juntamente com o aparecimento de wvesiculas no
citoplasma duvrante a re-hidratacao.

HALLAM (1976) obeervou gque o citoplasma das células

dessecadas de Talbotia glegans e Craterostigma plantagineym &

cheio de wvacdeolos, chamados de “vacdolos de ar” pela aparente
auséncia de conteudo. Nessas espécies eles sio evidentes mesmo em
cortes a mao livre ou em cortes semi-¥finos (HALLAM, 1974). BAFF e

colaboradores (1976 observaram que em Borys nitida o wvactolo

fragmenta~se em varios menoress de tamanhos variadoss ao longo da
dessecagan. Alguns dos vaclolos apresentam massas de material
aranular, eletron-denso que se coram em verde por Azul de
Toluidinas que provavelmente s3oc polifendis (GAFF et al., 1974).
Em &24hD, alem das vesiculas encontradas desde 108hD, =30

observados 1 ou 2 corpos multivesiculares no interior 2 na

periferia interna dos vacuolos de Xerophyta plicata. Os corpos
multivesiculares podem ters como as vesiculés, uma funcio de
armazenamento de membranas. Também sao observadas dentro do
vacuolo, wvesiculas um pouco maiores que em 1QhD, com forma
irregular e conteddo denso, semelhante ao citoplasma.

Segundo SINGH e colaboradores (1984), a perda de &gua pelas
plantas resulta no encolhimento das célulasy, que & critice para a
manutenciao da fluidez dos fosfolipidios das membranas e da
integridade da bicamada lipidica. Nas plantas teoelerantes a
dessecagios gualquer que seja a forma assumida pelas membranas no

estado dessecados a compartimentalizacao da celula precisa ser
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restaurada assim que ocorrer a re~hidrat§c50 (SINGH et al.,
i984). A toleradancia a dessecagdao exige <que as biomembranas
resistam aos estresses quimicos e mMecanicos que acompanham a
retragdo das células durante a perda da agua e sua expansio
durante a re~hidratagdo (HEBER & SANTARIUS, 1964 apud SCHWAB &
HEBER, 198435 SCHWAB & HEBER. 198435 SCHUWAB et al., 1?B?) & esse
ciclp se repete varias vezes com as mesmas celulas. Apesar disco,
SCHWAB e colaboradores (198%9) consideram que, até o momento, a
diferenga entre espécies tolerantes e sensiveis nac pode ser
explicada cConm base em diferengas na sensibilidade das
biomembranas.

GAFF e caelaboradores (19746} vealizaram wm estudo
comparativos, utilizando fixadores em veiculo aquoso, entre Borys
nitida e espeéecies nap tolerantes. Embova os passos da degradagido
celutar durante a dessecacido sejam praticamente os mesmos para

esses dois tipos de plantass Boruya nitida conservou intactas as

membranas do envoltorio nuclear quando dessecadas enquanto as
espécies sensiveis mostraram fragmentacdo do envoltorio nuclear e
agregacio de material eletron-denso em volta do ndcleo (GAFF et

al.s 1976). Os autores mostraram que celulas dessecadas wviaveis

de Borya nitiday fixadas em veicrtulo n3o aquoso (DMSD),
apresentaram membranas delimitantes de tloroplastos e
mitocondrias pouco definidas. Essas organelas puderam ser

identificadas pela diferenga de granulac8o0 entre elas e pela

presenca de plastogldbules nos cloroplastos (GAFF et al.y, 1976).
A ocorréncia de diferentes unidades sub-telulares também e

ohservada em células dessecadas de Xerophuyta plicata. Até RPdD as

membranas nucleares e citoplasmaticas sac mantidas intactas, mas

quande a fixa¢ldo passa a SE€r nao aquosay as membranas n3ao  s30
mais observadas em contraste positivo. Mesmo assim unidades sub-
celulares disktintas s3o observadas, pela diferenca de granulagao
e elétron-densidade entre elas.

Borya nitida nfo apresentou as grandes massas concéntricas

de membranas (figuras mielinicas) apresentadas por espécies

sensiveic, 9quando submetidas 3 dessecagian (GAFF et al.. 19768).

Xerophyta plicata apresentou figuras mielinicas durante a
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dessecacaos mas menores e em menayr quantidade que corpos

multivesiculadoss também presentes nessa especie.

SCHWAB & HEBER (1984} acreditam que a reorganizagcao do
material de membranas na forma de wvesiculas & corpos
multivesiculares (durante a dessecacdo) seja um fato comum e
favoravel entre plantas reviveccentes. Segundo estes autores,
esta seria uma resposta a redugdi do volume celular, para reduzir
a area de superficie da membrana plasmdtica e, ao mesmo tempo,
manter esse matevial disponivel. Se n3o houvesse disponibilidade
desse material durante a re-hidratagc8o, a membrana plasmatica
iria se romper durante a expansao do protoplasma. Embora nio
possamos provar esta hipotese no presente tvrabalho, acreditamos
que SCHWAB & HEBER (1984) estejam corretoss dada a rapidez com
que o citoplasma se expande e se reorganiza na re-hidratagdo e &
diminuicao do nudmero e tamanho de wvesiculas e COorpos
multivesiculares nas ceélulas re-hidratadass sugerinde que tenham
sidn utilizados no processo.

No musgo revivescente JTortula ruralis (Hedw.) Gaertn. Meger

& Scherb.y ocorre a producan de vesiculas no reticulo
endoplasmatico quando no estado hidratados que formam camadas sob
a membrana plasmatica. Ewm alguns casos, foi observada a fusio
entre elass sugerindo que sejam reservatorios de membrana para
acomodar alteragBes de area de superficie durante a dessecagio e
a re-hidratacio (SINGH et -al., 1984).

Em pdlen de Pyrus communiss maduro e dessecados as membranas
plasmaticas de wvesiculas, do vreticulo endoplasmatico e de
organelas delimitadas poy duas membranas empacotam—se de maneira
multilamelada durante o0 processo de dessecacao. Na re-hidratacio
precedente & germinagcao do tubo polinico, as membranas reassumem
o aspetcto unilamelado (TIWARI et al., 199@).

Q= efeitos da escassez de agua nas celulas sao muitos. Em
plantas sensiveis a dessecagao ocorre a perda irreversivel das
funcBes bioquimicas de membranas durante o0 estresse de falta de
agua. Ecsse efeito e atribuido aeo aumento de substancias
potencialmente tdxicas, chamadas de solutos caofropicoss no

citoplasma. Eles desestabilizam as membranas (SANTARIUS, 1973
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apud SCHWAB ‘& GAFFy 199¢5 SCHWAB & HEBER, 1984). No entanto,
quande a perda das funqgOes da membrana e causada artificialmente
por estresse osmdtico em presenga de agucares, essa perda @
reversivel (SCHWAB & HEBER, 1984).

Selutos caotrdpicos sBo constituintes normais das celulasy
quando em baixa concentragac. 0 efeito tdxico desses solutos &
devido a sua alta concentragleo causada pela seca {(S5CHWAB & HEBER,
1984) .

DHINBSA & MATOWE (1981) velacionaram a tolerancia a
dessecagao em duas especies de musgo com a capacidade de
metabolizar enzimaticamente os intermediirios reativos de
oxigénio tdxicos (perodxido de hidrogénioy radicais superoxido e
radicais hidroxila) formados durante a saida da agua. 0 controle
dos niveis desses radicais de oxigenio livfes ficaria a cavgo da
superdxido dismutases da catalase, da peroxidase e de anti-~
oxidantes, como a vitamina € (TRIGOYEN et al.. 19%2).

Segundo SCHWAB & HEBER ﬁ1984)5 a tolerancia ao estresse de
falta de Agua pode ser atribuida em grande parte a componentes
das membranas que aumentam sua estabilidade. 58o os chamados
solutos compativels com membranas (agdcares e aminoacidos,
principalmente prolinals que aparecem em quantidades muito mais
altas em plantas tolerantes que em plantas sensiveis a
dessecacdo. Experiéncias com tilacdides isolados e mantidos em
solucBes com excesso de agucares mostraram que gles permanecem
funcionais mesmo apos liofilizagcio {(SCHWAB & HEBER, 1984).

De acordo com a “hipdtese da reposicd3o da agua” (CLEGG et
al.y 1982) os solutos compativeis vao substituindo as moléculas
de agua que estiao evaporandos conservando estavel a estrutura das
membranas. Eles também substituem a Agua quando a atmosfera de
solvatagio ao redor das macromoléculas soluveis ligadas a
membranas & gradualmente removida (CLEGG et al., 1982; CAFFREY et
als 19885 SCHWAB & GAFF, 1990). Segundo CAFFREY et al (1988) =
estrutura liquido-cristalina das membranas e dependente das
forgas organizadoras da dguay mas agucares como a sacarose podem
alterar as caracteristicas ftisicas das membranas fosfolipidicas,

fazendo com gque elas mantenham as caracteristicas do estado
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hidratados mesmo no estade seco.Baseando-se na atuacio dos
solutos compativeis sobre as macromoléculas soldveis ligadas Aas
membranass SCHWAB & GAFF (19%90) propbe quey em plantes tolerantes
A dessecacaons os solutos compativeis também atuam na protecgao de
enzimas soluveis.

Em plantas revivescentes os agdcares soldveis resultantes da
hifdrolise do amido atuam como protetores de membranase contra os
estresses quimicos (SCHWAB & GAFFs 19843 KAISER et al., 1986).

SCHWAB & HEBER (1984) fizeram uma comparag3o entre Spinaces
sp (especie sensivel 2 dessecagio) e varias especlies
revivescentes, que indicou uma maior resisténcia a falta de dguz
nos tilacdides de especies tolerantes a dessecagao. 0Os autores
sugerem que isso pode sey atribuidos, ao menos em parte, a
composicac dos arredores da membrana. Uma analise de amostras
celulares brutas ("crude cell sap’})y mostrou que plantas
tolerantes tém muito mais solutos compativeis com membranas e
menos solutos caotrdpicos que plantas sensiveis. A agl3o conjunta
de diferentes agentes estabilizadores de membranas parece
prevenir a gquebra irreversivel das estruturas das membranas
durante a dessecagaos em plantas tolerantes (SCHWAB & HEBER,
1984).

Segundo varios autoress =a conservagio de 1lipidios de
membranas por meio de diferentes wmecaniemnss, como a formagio de
vesiculas endocitoticasy protrusoes de membranas,s invaginagOes,
corpos lipidicos etc. é comum em células em que o protoplasma &
experimentalmente dessecado {SINGH, 19793 PEARSE, 19823
STEPONKUS, 1984).

Dentre os meios de conservag8o de lipidios est3o os gldbulos

eletron~densos. No caso de Xerophata plicata, onde a natureza

lipidica dos globulos eletron-densos foi confirmada pela rea¢io
de imidazolsy o aumento do numero e da quantidade deles durante a
desseragio sugere sua funglo de armazenamento de lipidios dos
excedentes de membranas. De fato, os globulos eletron—densos
modificam-se bastante durante a perda da dguas nessa espécie. Nas
células hidratadas eles s30 poucos e pequenos. Seu tamanho e

quantidade aumenta no decorrer do PpProcessoy até c24hD
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{CRA = 69.:3%) e 2dD (CRA = 1549%). A partir de 3dDsy colncidinde
com a mudan¢a de fixador aquoso para nao aquosos €les ni3o foram
mais observados. Somente em BdD (CRA = 3,7%)y e nao em 7dl (CRa =
1251%) nem em 9dl} (CRA = @%)s os globulos elétron-densos voltaram
a ser observadosy em tamanho & quantidade semelhantes a 2dD.

Nao apenas em especies tolerantes a desseca¢3o ocorre esse
mecanismo de armazenamento e protegzZo deo excedente {(mesmo que
temporario) de lipidios. NIR e colaboradores (1969) acompanharam
o estresse hidrice de milho, espécie sensivel a dessecagso e
observaram o aparecimento de gotas de lipidios perto da membrana
plasmatica. QGQuando a intensidade da dessecagc3ao niao era letal,
essas gotas desapareciam durante a re-hidratacio. A formagio de
gldbulos deve ser,s portanto, a forma mais espontanea £ estavel
para o armazenamento de lipidios durante o processo de perda de
AQUA.

Durante a dessecagdo de Xerophyta plicata o citoplasma wvai
se condensando e movendo-ge em direcEO a por¢io central ds
celula, permanecendo ligado as paredes por fios ou faixas de
material citoplasmatico. 0 nucleo € a organela que sofre menos
alteragBes nesse processos durante a perda da dgua, o nidcleo
altera sua formas de alongada para irregular.

A manutencdo do nuclec em estado intacto nas células
revivescentees dessecadas ¢ consistente com a hipotese de GAFF e
colaboradores (1976) que nessas celulas as alteragdes ultra-
egstruturais ocorrem de maneira limitada & orientadas de modo a
conservar as estruturas wvitais e reativar o metabolismo
rapidamente durante a re-hidratagio. Colaborando com a rapida
reativag30 metabolica, o nucléolo é mantido mesmo em células com

CRA muito baixo. Em folhas secas de Borya nitiday espécie

tolerante a dessecagaos o nucleo também permanece intacto durante
0o estado seco (GAFF et al.s 1976).

Em celulas hidratadas do mesofilo de Xerophyta plicata,

muitos ribossomos s3o observados por todo o citoplasmas na forma
livres como parte do reticulo endoplasmatico rugoso (RER) ou
ligados a membrana externa do nucleo. Em 2hD (CRA = B143%9%) os

ribossomos s30 observados em pequena quantidades mas em 1ohD



(CRA = 81.8B6%) eles s3o vistos em quantidade maior,
principalmente na forma de RER, proximos a parede celular. A
partir de 24hD torna-se muito dificil observar ribossomos talvez
porque o citoplasma apresente muita granulagao.

Em folhas secas de Borya nitida tambem nZo s3o observados

polissomos nas etapas mais avancadas da dessecagao (GAFF et al.,
1976) .

0 reticulo endoplasmatico e visto em Xerophyta plicata so

até 24kD. Em 2dD, ainda com fixac3io em meio aquosos ele n3o e
mais observado.

Com relagao a presenca de polissomos e a ocorréncia de
sintese protéica, BEWLEY & LARSEN (198@) estudaram o efeito de
estresse hidrico letal e n3o letal em espécies sensiveis a
dessecagao. Nas plantas sensiveis estudadas, mesmo quando o
estresse foi letalsy n3o permitindo a volta da sintese protéica
com a re—-hidratag8o0s n3o houve perda total dos rvibossomos. O
estresse letal afetou a capacidade dos ribossomos em se combinar
com ©o mMRNA e de conduzir a sintese proteéica in vivg. 0Os
ribossomnos de células submetidas a estresse letal permaneceram na
célula por cerca de duas horas apds a re-hidrataclos, indicando
que os eventos degradativos n3o comegcam logo em seguida.

Uma vez que a parada da sintese proteica durante =
dessecaclos em plantas sensiveis, nio e devida a degradacg30 ou
perda dos ribossomos (BEWLEY & LARSEN, 1980) outros fatores,

como alteragdes na estrutura das membranas celulares (DHINDSA &

CLELAND, 1975) e a reducﬁo da atividade mitocondrialsy levando ao
declinio da quantidade de ATP (BEWLEY & LARSEN, 198@), devem ser
recponsaveis por esse efeito.

Em plantas tolerantes a dessecagao esse quadro e bastante
variadvely a comegar pela diminuigc3o acentuada dos vibossomos e
conservacio da estrutura das mitocOndrias até Dbaixos CRA em

algumas espéciess como em Xerophyta plicatas © ndo em outras,

como em Tortuls ruralis, que conserva o0s ribossomos nas células
dessecadas (BEWLEY, 1972, 1273). Além dissos existem resultados

mostrando a conservagiaoc de ATP em células no estado seco de

algumas espécies tolerantes a dessecac3o (BAFF & ZIEGLER, 1989).
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Uma organela muite dificil de ser ohservada em Xerophytsz
plicatas, em qualaquer etzpa da dessecac3o, & o dictiossomo. Ele
n¥o tém uma posicio preferencial na célula, ndo se dispde em
grupos e & formado por apenas 2 a 4 pequenos saculos.

Num tecido em crescimento como folhas de plantulas, em que ©
dictiossomo deveria estar envolvido com a formagdo da parede
celular era esperada uma quantidade maior dessa organela.

Durante a compactagao do citoplasmas a partivr de 3dB, as
unidades sub-celulares (organelas) ainda s8o0 distinguivels em
Xerophyta plicata, pelas diferengas de eletron-densidade e por
estreitas e descontinuas faixas elétron-ldcidas (brancas). A n3ae
identiticagB8o de membranas delimitantes coincide com a mudanca do
veiculo do fixadors que passa a ser nao agquoso. Nas fases
seguintes a distingao entre os remanescentes de organelas passa a
ser basicamente devida a diferencas na compacta¢3o do material.
Em fases além de 3dD somente o nucleo e as remanescentes de
cloroplastos podem ser identificados. As outras organelas passam
a fazer parte da massa citoplasmaticas nio sendo identificaveis.
Em 7dD pequenos 9gr3ios de amido lentiformes s30 observados,
indicando a localizac¢So dos remanescentes dos cloroplastos.

Em 8dD as caracteristicas das células diferem das
apresentadas por celulas de folhas com 7 e 9dD. Isso pode ser
resultado da variagl8o individual das plantas. Nessa fase, 8dD,
30 observados glodbulos elétron—-densos e plastoglébulds, além de
grios de amido. O aspecto das organelass no entanto, n3o difere
do aspecto das fases adjacentes.

Acs 9dD o amido nSo @ mais observado e os cloroplastos s8o
identificados pela imagem negativa dos plastoglobulos e pela
forma redonda, delimitada por uma faixa elétron-ldcida estreita.
0 aparecimento dessa delimitacao eletron-lucida das organelass em
lugar de membranas tipicas foi discutido anteriormente.

A dearadacao dultra-estrutural de células de plantas
revivescentes durante a pevda da agua ocorre em grande esc§la,
mas n3g atinge indiscriminadamente todas as organelas. E possfvel
perceber a manutenc3o de um nivel basico de organiza¢ao celular

mesmo has celulas dessecadas, incluindo a identificaglo de
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cloroplastos e mitocondrias, embora bastante modificados e @
conservacao do nucleo. praticamente intactos com forma n3o muito
alterada, até no estadeo seco (GAFF et al.y 1974).

GAFF e colabovradores (19768) observaram que celulas

dessecadas viaveis de Borya nitida apresentam degeneragio do
titoplasmas indefinig3o0 das membranas limitantes de cloroplastos
e mitocdHndrias e perda dos grana e dos graos de amidos mas o
niicleos poréms manteéem sua integridade e apresenta um nucléolo.
aparentemente as alteragoes induzidas pelo estresse em plantas
reviveecentes <30 muito semelhantes as que ocorrem em espécies
sensiveis a3 dessecagaos mas vao atée um nivel em que as estruturas
remanescentes sao suficientes para 1iniciar o Processo de
reconstrucio da ultra-estrutura das celulas (GAFF et al., 19763
SCHUWAB et al., 1989).

A dessecacio em celulas do mesofile pode ser comparada com
os processos de senescéncias que levam 2 inviabilidade celular,
com base nas semelhangas entre os prbcessus e fases de dessecagio
g senescéncia foliar.

Segundo GAMALEI (1975 apud VORONIN et al., 1991)s o wolume
relative ocupado pelos plastogidbulos no cloroplasto aumenta com
o passar do tempo, servindo como o Unico marcador de idade para
cloroplastos individuais. A gquantidade de plastogldbulos

aumenta visivelmente nos cloroplastos de Xercophyta plicata em

processo de dessecacio. A partir de 3dD, coincidindo com a
fixagao em velculo n2o aquosos eles passam a ser dificilmente
observados. Esse aumento reversivel da quantidade de
plastoglobulose durante =a dessecacﬁd, pode ser comparado com o que
ocorre no processo de senesceéncia.

0 comeco da senescéncia foliar compromete a habilidade de
Borua nitida, espécie tolerante, em sobreviver a dessecacdo (GAFF
et al.s 1976). Esse € um dado importante para a diferenciagdo
entre os processos de dessecac3o em plantas revivescentes & sua
senesceéncia: 0 processo de senescéncia em plantas tolerantes tem
fases e caracteristicas celulares diferentes da dessecagao nessas
mesmas especies. A senescencia promove a desintegragio das

membranas celulares, rompendo os compartimentos sub-celulares
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fundamentais para o0 desenvolvimento das alteracdes ultra-~
estruturals de preparo para uma situacdo de viabilidade celular
durante 2a seca. O rompimento dos limites sub-celulares impede a
manutengdo ou a re-aquisi¢cdo dos diferentes pHs em cada organela,
responsaveis pelo funcionamento das enzimas caracteristicas de
cada organela e do qual dependem os sistemas metabdlicos
celutares (GUERN et al.s 1991). A desintegracae tas membranas,
associada aos efeitos do estresse hidrico levam a uma
desorganizac3o celular letal (GAFF et al., 1974). Dair sugerimos
que a membrana € uma estrutura fundamental para a manutencdo da
viabilidade celular em baixo conteddo relativo de &agua, CRA,
portanto para a tolerincia a dessecag8o. As membranas celulares
tém que ser protegidas e mantidas intactas durante todo o
processo Du tem que ser as primeiras a serem reorganizadas na re-
hidratac3ps pois da compartimentalizag3o sub~celular dependem

todos os sistemas metabdlicos da celula (GUERN et al., 19%91).

Revivescencia

Sugerimos que os termos re-hidratagac e revivescéncia
referem~se a eventos diferentes. A re—-hidratag3o refere-se 2
entrada de agua na plantas nos tecidos ou nas celulas e apenas as
suas consequéncias fisicass ou seja morfoldgicas. A revivescéncisa
¢ a resposta metabdlica (que implica em alteragdes morfologicas;
também) & entrada de agua na celula. A re-hidratag8o pode
ocorrers ate certo ponto, em uma folha dessecada n3o-viavel,s por
capilaridades por exemplo. Ja a revivescéncia 6 ocorre em
células dessecadas viaveis, ou seja, 5O nas plantas tolerantes a
dessecagao. A revivescéncia e a resposta morfo-metabdlica
responsavel pela reorganizagdo e re-ativaga3o das celulas de
plantas tolerantes a dessecagdao quando ocorre a re-hidratagdo.

0 grafico i, apresentado junto com os resultadoss mostra que
a re-hidratac3o segue o mesmo padr3o da perda de Agua. Nas
primeiras 19 horas ocorre um ganho de agua rapido e irregular, de

cerca de 25%. Apos esse periodo a entrada de agua fica um pouco



inais lenta e mais regular.
Varias espécies de plantas tolerantes 3 dessecac3a foram
acompanhadas por WELLBURN & WELLBURN (19746) quanto a wvelocidade

de re-hidratagi3o e revivescéncia. Entre Myrothamnus flabellifolia

Welw. (Hamamelidae)y Anastatica hierochuntica L. {(Cruciferae) e

Selaginella dregei (C. Presl) Hieron., as taxas de re—hidratac¢3o

foram bastante diferentes e, dentro de uma mesma folha, puderam
ser observadas células com morfologias indicando estarem em
diferentes etapas da revivescéncia num mesmo momento (WELLBURN &
WELLBURN, 192768).

As ceélulas dessecadas de plantas tolerantes & dessecagao
provavelmente contém as organelas essenciais para a reativacio do
metabolismoy com a volta da dguas mas est8o muito condensadas, de
uma maneira que € dificil reconhecé-las em micrografias
eletronicas (HALLAM & LUFF, 1980).

A folha de Xerophyta plicatas seca hd duas semanas, com CRA

de 1:7%. apresenta-se bastante semélhante a folha de BdD (CRA =
348%); com pequenocs graos de amido, gldbulos elétron-densos e
plastoglobulos. Além dos remanescentes de cloroplastoss o nudcleo
também pode ser identificado.

Com 4hR o conteddo relativo de Agua aumenta para 16,7% e
algumas alteragdes ultra-~estruturais ocorrem, como o aumento da
elétron-densidade da periferia do citoplasma £s mesmo com a
fixag3o n3o aquosa, © aparecimenteo de membranas tipicas denfro de
vesiculas da periferia do citoplasmas indicando a ocorréncia de
atividade metabdlica na célula. Como as mitocdndrias ainda n3o
sao identificaveis nessa fase da revivescéncia, acreditamos que
elas ainda estejam inativas. Assimy a atividade metabdlica
detectada nessa fase poderia estar sendo subsidiada por ATP
armazZzenado na céiula durante a dessecagao e mantido durante o
estado dessecado. Sugerimos ainda que, alem da produgl3o dessas
membranass o© ATP armazenado tambem deva permitir o inicio da
atividade metabdlica de reparo. principalmente o das prdprias
mitocbndriass logo no inicioc da re-hidratac3o.

A folha de 2hR, embora tenha CRA sd um pouco maior (11,1%)

que a de 1hR, apresenta o citoplasma bem mais frouxo que nas



células da fase anterior. 0 nucleco, de forma irregular e sem
delimitagio aparente, aparece e pPYrocessa avangado de
descondensagf8o da cromatina. Como essas altera¢Bes parecem ser
respostas fisicas a4 re-hidratac3o0s muito mais do que metabolicas,
a diferenca entre essas duas fases, que tem CRAs muito PYoXimos
poderia ser explicada pelo fator tempo.

Be OhR a 4hR (CRA = R1,4%) ocorre um aumento na guantidade
de gldbulos elétron-densos no citoplasma. Nesse intervalo de
tempo todas as fixagoes foram procedidas em veiculo naoc aquoso.
Isso indica que o desaparecimento dos globulos elétrvron-densos nas
faces finais de dessecac8os menos em 8dDs; n3o é devido ao veilculo
do fixadors DMS0. Sugerimos que isso possa estar relacionado com
uma 9grande compactag3o ou altevragdo da organizagio molecular dos
lipidioss que alteraria a reatividade ao tetvoxido de osmio.

No musgo Tortula rurslis, tolerante & dessecag3daos muitos

corpos elétron-densos foram observados em celulas hidratadas @
dessecadas: Sem que dqualguer estrutura membranosa tenha sido
observada em associaglo com eles ou emanando deles. A partir
dessa observacg3o SINGH e colaboradores (1984) sugevrem que os
corpos elétron-densns n8o sejam uma fonte especifica e direta de
fosfolipidios para a membrana plasmatica. Em nossas observagbes

da revivescéncia de Xerophyta plicata obtivemos um resultado

inverso ao de SINGH e colaboradores (1984). Pudemos ver em 4hR um
vaclolo contendo dois grandes globulos eletron-densos de onde
saem membranas enoveladas. Sobre a regido de saida das membranas
530 wvistes pontos elétron-densoss que podem ser ribossomos.
Embora isso tenha sido observado em apenas uma celula, n3o
creditamos essa imagem a artefato de técnica, pois a preservagao
do resto do citoplasma €& satisfatoria. Acreditamos que 2
observagio de apenas um caso possa ser devida a rapidez com que
ocorre essa transformagios pois na fase seguinte, 10hR, muito
poucos e pequenas globuloes elétron-densos foram observados.

& tnica descricio semelhante encontrada na literaturas
citando a associagio de globulos elétron~densas com membranas, €
bastante recente. TIWARI e colaboradores (199@) observaram

durante o processo de dessecagao do polen de Pyrus communis




varias estruturas chamadas de corpos densamente osmiofilicos,
semelhantes aos gldbulos elétron-densos observados em Xerophyta
plicata, mas caom formato n3o globular. Estes autores prople que
eles sejam formados como resultado da separa¢3o dos lipidios de
membranass ao longo da perda de agua. Nesses corpos densamente
osmiofilicos foram observadas multilamelacdes, interpretadas como
um passo intermediario na convers3oc dos lipidios de membrana em
corpos lipidicos (TIWARI et al., 1992). Nossas observagles sobre
a natureza lipidica dos globulos elétron~densos e Xerophyta
plicata, por meio da reagio de imidazol, e da formagao de
membranas a partir deles s3o0 bastante consistentes com estas
observacbes TIWARL e colaboradores (1990).

Até 4hR, as wembranas que s3o observadas em contrastkte
positivo est@o wvoltadas para fora do citoplasmas no espago de
retracio entre ele ¢ as paredes celulares, ou dentro de vacuolos
periféricoss mas nao aparecem delimitando organelas. Em 10hR (CRA
= 2S%), coincidindo com a mudanca de fiwxador nSo aquoso pars
fixador aquosos passam a ser vistas membranas delimitantes dasg
organelas e varcuolosy que agora ocupam tode o espago inkra-~
celular. Em 10kR 80 distinguides cloroplastoss mitocondrias e o
nicleos com a cromatina bem descompactada.

Em 10hR 0s clovroplastos tém aspecto muito semelhante aos de
2dD. Sao - redondos, contendo pequenas vesiculas e pouceos
plastoglobulos.

GAFF e eolaboradores (1976) observaram que a reorganiza¢iao

dos cloroplastoss durante a revivescéncia de Borya nitidas

envolve a re—habilita¢gio dos remanescentes dessas organelas e nio
a produgclo de novas organelas. No interior dos remanescentes de
cloroplastos proliferam vesiculass que se achatam na forma de
discos e ligam-se ponta-a-ponta para formar os tilacoides. Estes
empilham-se formando os grana. Esse processo € igual apo que foi
acompanhado na revivescencia de Xerophuvyta yillosa (HALLAM & GAFF,
1978) e de Xerpophdta plicatas no presente trabalbo.

A pvartir de 1i2hRs com CRA de 23444 (mais baixo que g de

{0hR), o aspecto do mesofilo de Xerophyta plicata assemelha-se ao

de folhas hidratadas: o citoplasma voltou a ser parietals o
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vacuolo passou a ser um s0 {(ou no maximo dois) grande & central.

0 meemo foi demonstrado para Borya nitidas, poreém so com 3 dias de

re~hidratac3o os vacuolos terminam de se reunir para formar um
vacuolo grande e central (HALLAM & GAFF, 1978).

Em 12hR os cloroplastos de Xerophyta plicata, gue eram todos
redondos e vesiculados em i9hR, passaram a se apresentar de
formas diferentes dentvyo de uma mesma telulay, mais e menos
reorganizados. Alguns ainda s3o arredondados e outros Jja sdo
lent iformes, com algumas vesiculas e alguns pequenos tilacdides.
Nesta fase, mesmo nos cloroplastos menos diferenciadosy onde
ainda n3o exictem tilacdidess podem ser vistos pequenos graos de
amido. Devido a variagfo individual que deve ocorrer entre as
célulass 1isso pode indicar que alguns gr3os de amido ndo foram
totalmente hidrolizados durante a desseca¢ao.

HaLLAM & GAFF (1978) mostraram que a estrutura interna dos

cloroplastos de Xerophyta wvillosa termina de se reorganizar com

24 horas de re~hidratac30 e a fotossintese n3o comeca ateée que
toda a estrutura interna esteja reorganizada. Os autores sugerem

que 0% grans de amido que aparecem antes disso podem ser

provenientes de aclcares menores pre-existentes; que foram
mant idos no estado SECD, n3oc sendo produtos novos de
fotossintese. Fles podem ser produte da reorganizac3o dos

acucares soldveis que excederam as necessidades energeticas da
revivescéncia.

Em Xevrophyta plicata, o nuimevo de gldbulos elétron-densos

decresceu em relagd8o a 4hR e manteve—-se constante desta fase ate
PdR. 0O decréscimo deles & compreensivel e esperado, se oS
considerarmos como responsaveis pelo armazenamento de lipidios de
membranass excedentes no estado seco (TIWARI et al., 19%90). A
partir de 4hR ocorre o rapido aparecimento de membranas nas
célulass com a utilizagdo dessas reservas de lipidios

A distengio das paredes celulares ocorre gradualmente de @hR
ate 12hR, onde n3o aparecem mals dobras ou ondulagdes. Nesse
periodo ocovrre a disteng3o da folha, que pode ser acompanhada por
cortes semi—-+finos. A partir dessa fase,; as paredes celulares

ficam menos quebradigas..
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a partir de 1PhR (CRA = 23,4%) outras organelas podem ser
observadas: como o reticulo endoplasmatico rugosos os ribossomos
livres e 05 peroxissonos. E possivel inferir quesy a partir dessa
fases, a sintese protéica esteja reativaday participando dos
reparos finais da celula e sintetizando novas enzimas para o
metabolismo vegetativo da folha.

As alteracBes ultra-estruturais que acentecem em seguida s3o
relativas & estrutura interna das organelas, comp a finalizag3o
da organizacio dos tilacdides e dos grana e a formagio das
cristas nas mitocondrias. Outvras alteragdes que ocorrems; como o©
aumento das grios de amido e mudangas consequentes no formato dos
cloroplastos, parecem seyr consequéncias da retomada da atividade
metabdlica vegetativa de crescimento da celula.

dos 2dR a plantula de Xevrophuyts plicata apresenta CRaA de

46,3%, a ultra-estrutura ja esta reorganizada e a folha ja esta
metabolicamente ativas verde e com cloroplastos contendo griaes de
amido que est3o aumentando de tamanho. Os cloroplastos ja estiao
na forma reorganizadas mas contem menos tilacoides que
cloroplastos hidratados (em @hD).

' Em folhas re-hidratadas de Boruya nitida, GAFF & HALLAM
(197 6) observaram muitons cloroplastos reorganizados, embora
alguns plastidios da mesma célula apresentem apenas besicu]as,
ainda n3o achatadas para formar os tilacoides.  Segundo esses
autoress isso pode ser uma indicag8o de que a reorganizagdo dos
cloroplastos & determinada em parte por algum fator enddgeno do
plastidios em vez de ser determinada pela celula como um todo.

Cloroplastos re-hidratados de Borda nitida apresentam nunero

de tilacdides e de grana maior que o encontrado nas mesmas
células antes da dessecagl3o (GAFF et al., 1974). Isso ndo foi
verificado para Xerophyta plicata pois o acompanhamento do
processo de revivescéncia baseou-se em caracteres externos da
folhas aque sugeriam que plantulas com 2dR ja estavam totalmente
re—hidratadass quando na verdade tinham CRA de apenas 46,3%.

NIo é& possivel identificar as mitocOndrias em células
dessecadass ao contrario de cloroplastos, que tém certos

indicadores (gr3os de amido residuais e plastogldbuloss além de



S tamanho grande). Somente com 1@0hR, quando aparecein
delimitadas por membranas e com uma ou duas pequenas cristas
(fixador em wveiculo agquosols & que as mitocOndrias podem ser
identificadas. Com 24hR elas se apresentam como em celulas
hidratadasy alongadas ou redondas € justapostas aos cloroplastos.
com muitas cristas dilatadas.

a nidmero de mitocdndrias encontvadas em celulas re-

hidratadas do mesofilo de Borya nitida €& wenor que numero

encontrado nessas ecélulas antes da dessecag3os, entretantos o
nidmero de cristas aumentou nescsas organelas (GAFF et al., 1976).

Essa comparagac nao foi feita para Xerophyta plicatas pois a

folha de 2dR nao apresentava CRA igual & felha totalmente
hidratadas como mencionado acima. '

0 nudcleo pode ser observado desde @hR em Xerophyta plicata.
A4 partir de 2hR a cromatina comega a se descondensar (embora n3o
eativesse muito condensada meswo na célula dessecada) e em 19hR a
cromatina Jja esta bastante descondensadas embora o ndcleo ainda
mostre—-se com forma irvegular.

CREVECOEUR e colaboradores (1976) observaram que embrifes de
milhos sensiveis a desseca¢B8o, mostram a cromatina condensada
quande submetidos ao estresse de falta de agua. Na re-hidratagao
desses embrides sensiveis ocorre a quebra da membrana plasmatica
e nuclear, que leva a perda da compartimentalizagio do
citoplasma. Além dissos a cromatina pevrmanece definitivamente
condensada, perdendo sua funglo de regulagido génica (CReEVECOEUR
et al., 197&6).

Flantas revivescentes e sementes apresentam semelhancas em
seus processos de re-hidratagac. Ambas s8c conjuntos de celulas
que permanecem wviaveis durante o periodo de seca, com a
manutencdo dos sistemas enzimaticos que permitem a reativagcio do
metabolismo assim que a agua esteja disponivel. £ importante
lembrary no entanto, gue embrifes de sementes s3o compostos por
células nd3o diferenciadass portanto bastante versateiss enquanto
plantas revivescentes s3ao compostas por celulas totalmente
diferenciadas e que devem reorganizar sua ultra-estrutura e seu

funcionamento fisiolodgico ja especializado (HALLAM & GAFF, 1978).
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Também € 1importante lembrar que embrides com algum tempo de
germinacio nem sempre sao tolerantes a um estresse de falta de

dguay devido & sua ja maior diferenciac3o celular.

Dessecacao e Revivescéncia em Xerophyta plicata

A hipotese inicial desse trabalho era que as altera¢Oes
ultra-estruturais em resposta a saida ou entrada de agua fossem
dependentes e quase que diretamente ligadas aoc CRA. Por 1ssas nds
utilizamos o tempo de dessecagdo ou re—hidratac3ao apenas como um
indicativo progressivo desses processos. O0s  resultadoss no
entantos mostram gque as alteracdes devem responder a wum sinal
iniciador (que pode ate ser o CRA ou sua variag3o e/ou o tempo de
perda ou ganho de agua) e depender de que o processa esteja em
cursos OU sejas que a planta n3o pare de perder ou ganhar agua no
meio do protesso. 0s resultados também_indicam que o fator tempo
influencia ©6s processos de dessecag3o e revivescéncia. Assimy
optamos por relatar os resultados e discuti-los com base nos dois
par;é‘ametros, CRA e tempo.

Os processos fisicos de entrada e saida de agua em Xerophyta
plicata seguem o mesmo padr2o. Nas priweiras 10 hovras de amboss o
processo € rapido e irregularys mas a varia¢ao do conteddo hidrico
naoc passa de 3@% (Fase I). Nas horas seguintes o processo passa a
ser mais lento e linear (Fase IT).

Ambos ©s processos tém trés fases de resposta celular &
alteragdo do conteddo hidrico. Uma fase inicial de ausé&ncia de
resposta metabdlica, <gque na dessecagdao € mais longa  que na
revivescéncias onde as alteragbes sao devidas aps efeitos
mecinicos de saida ou entrada de agua na cé&lulay respectivamente.
Segue uma fase intermediaria, onde ocorre resposta metabdlicas
causando modificagtes na estrutura celular e na distribuicﬁo e
ultra-estrutura das organelas. A terceira fase caracteriza-se por
alterac8es mais lentass marcadas, na dessecagios por alteragdes
na compactagio do material citoplasmatico es na revivesceéncias

por alteracdes causadas pela volta do metabolismo vegetativo de
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folhas em crescimento (no caso de plantulas)s como a produgac de
graos de amido.

Na Fase I da perda de &guas poucas alteragdes de forma e
volume das células e das organelas s3o detectadas. Nessa fases »
planta nd3o responde metabolicamente &a wvaria¢3o do conteddo
hidrico. A partir de 18hD (CRA = B81,86%, perda de 18;4%), comega
a Fase 11y quando também comeg¢a a resposta metabdlica das
células. 0O wmetabolismo celular, incluindo a hidrolise do amidos
pode estar contribuindo para gue a salda da Agua seja mais lenta
nessa Fase II.- As etapas passam 2 ter caracteristicas ultra-
estruturais bem marcadas, até 3dD (CRA = 749%, perda de 92.14%).,
quando parece que as alteragles chegaram ao WMaAxXimo e passam a ser
muito pequenas a partir dai, limitando-se ao aumento da
condensac30 do matevial citoplasmatico.

Na revivescéncias no entanto, a Fase I de entrada de agua, ¢
acompanhada, desde 4hR por resposta metabdlica celular a variacg3o
do conteddo hidrico. Em 2hR (CRA = ganho = 11,1%) as poucas
alteragles ainda parecem ser somente consegquéncias fisicas da
entrada de agua nas células, mas em 4hR (CRA = ganho = 21,4%) sio
ohservadas vesiculas que se formam pava fora do citoplasmas em
direc3c ao espa¢o de retrac8o formado entre ele e as paredes. A
formac3o dessas vesiculas indica a ocorréncia de alguma atividade
metabdlicas n3o sendo uma simples resposta fisica a entrada de
agua.

Nas celulas dessecadas de Xerophuwta plicatas o citoplasma

enconkra~se na forma de uma wmassa compacta na porgso central da
celula, mas permanece Jligado a parede celular por fioe
citoplasmaticos. Durante a dessecagios 0 processo e deslocamento
das organelas da posigao parietal para central ocorre ao mesmo
tempo em <que modificacdes na forma de cada organela estio
acontecendo.

Em celulas vegetais hidratadas, a manuten¢io das organelas
em posicio parietal e devida em grande parte a presenca de um
grande wvacuolo centrals que pressiona as organelas em direg3o a
parede celular. A auséncia de efeito da forca de gravidade sobre

a distribuigio das organelas no citoplasma indica a ocorvréncia de



alguma estrutura que mantenha o posicionamento das ovganelas nos
diferentes pontos da célula. A observacio de movimentos nado
aleatorios das organelas dentro de células vegetais (por exemplo
na alga Spirogyra sp.) indicou que essa estrutura tambem é
dinimica. Assims a translocagdo de organelas (transporte e
posicionamento) dentro do citoplasma de células vegetais
eucaridticas em intérfase é atribuida,; assim como nas ceélulas
animaiss a dois tipos de componentes celulares de orientaclo
vetorial, os microtdbulos e o0s wmicrofilamentos, incluinde
F-actinas que formam o citoesqueleto (DOLDER, 19B735 PARTHASARATHY
& PESACRETA, 19805 PESACRETA et al., 19825 WILLIAMSON, 19863
WAGNERs 1979 apud GROLIG, 1999). 0 citoesqueleto wvegetal foi
encontrado em forte associagdoc com o reticulo endop]asmético,
ptasmalemas, tonoplastos nicleos cloroplastoy mitoedndrias e
microcorpos (PARTHASARATHY & PESACRETA, 19803 PESACRETA et al.,
1982). Ao contrario de células animais, onde a transloca¢do de
organelas deve-se principalmente aos microtdbulos, nas células
vegetais ela & feita principalmente pelo sistema actomiosinay que
compde os microfilamentos (WILLIAMSON, 1984635 WAGNER, 1979 apud
GROLIG, 199@). |

0 estudo do movimento das organelas em células vegetals, com
a utilizagl3o de inativadores de actina e de wmicrotubuloss mosktrou
que o movimento de cloroplastos e de outras organelas requer a
cooperacio de microtdbules e actina. As fungdes conhecidas do
citoesqueleto em células vegetais sBo o movimento do nudcleo para
sitips especificos durante a citomorfogénese, os movimentos dos
cromossomos no fusos durante a divisao celular e movimentos das
vesiculas do dictiossomo durante a citocinese, entre outras
(WILLIAMSONs 1986).

Além do transporte e posicionamentos a forma das organelas
também parece depender de microfilamentossy em células vegetaisy
como visto para o reticulo endoplasmatico (QUADER et al., 198735
QUADER et al., 1989 apud GROLIG, 1990).

A pcupacio do citoplasma por vesiculas durante a dessecag¢lo,

em Xerophyta plicata e em outras espécies revivescentes

anteriormente citadass € um processo concomitante com 0



deslacamento das organelas da por¢3o pavietal para a centval da

célula. Apods o deslocamento das organelas, as vesiculas deixam de

ser observadas por toda a extensdao do espaco intra-celular.
Observamos que o© processo de formagleo de wvesiculas que

ocupam o espagto intractelular de Xergphuyta plicata durante =&

revivesceéncia & inverso ao que ocorre na dessecagac. As vesiculas
saem do centro, onde estd o citoplaswma compacto, para a periferia
da célula e v3p formar vias de comunicacao direta entre o
citoplasma e a regi3o parietal da célula. Durante a desseca¢clo, o
vacdolo, unico e central nas células hidratadass € aparentemente
multiplicado pela formagdo de inudmeras wvesiculas dentvo do
citoplasma e a partir da membrana do vacdolo (tonaplaston). Essa
OCUpPagao do espaco intracelular por wvesiculas permite =
comunicacio citoplasmatica direta entre os diferentes pontos do
espago intracelulary que antes eram inacessiveis, pela presenca
do wvacdolo. As faixkadg de citoplasma que atravessam a célulay por
entre as vesiculass servem como vias de conex3o entre todas as
partes do interior da célula. Sugerimos 9que microtdbulos e
microfilamentos do citoesqueletoe possam estar se formando por
meio dessas vias de conex3o. Sua funglo seria transportar as
organelas, da periferia para a porgao central da celula, no caso
da desseca¢do e dai para periferia, na revivesceéncia.

Em 120hR (ganho de 3agua de 21,4%) o aspecto ultra-estrutural
das celulas do mesofilo de Xerophuta plicata e muito semelhante
ao observado em 2dD (CRA = 13,3%s perda de 84,5%); onde o0
citoplasma ¢ formado por estruturas globulares e muitas vesiculas
e preenche todo o espago intracelular. Esse aspecte também e
observado nas folhas setas controle e onde o tamp3o imidazol foi
utilizado (CR&A = 9%). Essas trés folhas foram fixadas com mesmo
tipo de veiculos aquosn. A ocorréncia de uma mesma caracteristica
ultra-estrutural em folhas sob diferentes condi¢des (com tempos
diferentes de estresse e em recuyperagao apds um estresse) sugere
que as etapas da resposta celular a desseca¢2o ou a re-hidratagdo
sejam relativamente independentes do CRA e da variagao do CRA.
Concordamos com a idéia de GAFF & LOVEYS (1984 apud SCHWAB et al.

' 1989) que os dois processos devem ser iniciados em resposta a



um ©ou mais einais de inicia¢3o e que sua velocidade n3o se31s
controlada diretamente pelo fator conteddo (ou variac3o do
conteddo) de agua.

Nossos resultades indicam que as etapas de revivescéncia sdo
as mesmass embora invertidas, <que as etapas do processo de
dessecacio. Assims devem ter ocorrido grandes alteragdes wultra-
estruturais no intervalo entre 10hR e 12hR, correspondendo ao
observado em 24hD (citoplasma parietal e cloroplastos redondos) e
10hD (claoroplastos lentiformes e observaciao de RE e ribossomos),
pois em 1PhR (ganho de agua = 23,4%) a celula ja pode ser
considerada rveorganizada em sua estrutura bdésica: <citoplasma
parietal; nucleo com cromatina descondensada e nucléelo grande,
clovroplastos lentiformes e ja alguns tilacdides, mitocdOndrias
alongadas e redondas e reticulo endoplasmatico.

No periodo inicial de perda de agua as células do mesofilo
de Xerophdyta pligatas n3o respondem metabolicamente ao estresse.

No processo de re—hidratacdos a resposta metabdlica comeca
com menos tempo de estresse que no processo de perda de agua (4hR
contra 10kD), mas em termos de altera¢3o do CRAs a resposta
celular & perda de agua & um pouco mais rapida que a resposta a
volta da agua (perda de 18,4% contra ganho de agua 21,4%).

fm Xerophyta plicatas 0 processo de resposta metabdlica a
dessecacao levou 62 horas (de 10hD a 3dD) ae passo que 2
revivescéncia levou 290 horas (de 4hR a 24hR). Nesse caso isso
pode ser devido a wuma maior complexidade do processo de
dessecac3o em relagSo ao processo de revivescéncias mas tambeém
pode ter sido provocado pelas condigdes artificiais em que
ocorverams onde o ganho de agua foi bastante facilitado pelo fato
so substrato das pla3ntulas ter ficado saturado de agua durante
todo o experimento.

Nos consideramos o processo celular da dessecagao uma
resposta metabdlica a um estresse hidricos ao passo gque a
revivescéncia consiste na reorganizac3o celular em resposta ao
fim do estresse hidrico.

Com este trabalho de tese procuramos responder questles

biasicas e 1inigcials com respeito ao wmecanismo celular de
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tolerancia a dessecagao em uma Angiosperma brasileira e buscamos

acrescentar informac¢oes ao conhecimento ja existente sobre essa

espécie, Xerophyta plicata Spreng. (Velloziaceae) (MEGURO 2t al.,
197735 MEIRELLES, 1990).

Os resultados obtidos e sua discuss@ao geraram uma nova serie
de sugestoes, ainda por- investigar!?

- 0 processo de dessecacdo parece ser mais complexo que o de
revivescenciasy pois deve garantir a manutencdo de remanescentes
de estruturas sub-celulares em estado vidvel para a reconstrugdo
de toda a ultra-—-estrutura celular e dos sistemas metabdlicos.

- A formag3o de vesiculas que ocupam todo o espago interno
da célula, durante a dessecagfo e durante a revivescenciay parece
ser responsavel pela formagao de vias de comunicacdo diretas
entre as diferentes partes do espage sub-celular, por onde
sugerimos que devem se formar microfilamentoss responsaveis pelo
transperte das organelas para o centre da celulas; na dessecagdo e
para a periferias na revivescéncia.

- A utilizaglo de fixadores ndo aquosos deve ser necessaria
an estudo de estruturas celulares muito reativas a aguas quando
est3o no estado dessecado ou com pouca agua. 0O fixador n3o agquoso
n3o deve evitar as alteracdes fisicas causadas pelo melo agquoso,

mas sim as alteracOes metabodlicas provocadas pela Agua.
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Conclusoes

- As alteragles morfo-metabdlicas que DCOrrem NOS Processos
de dessecagdo e revivesceéncia hip s3o diretamente ligadas ao CRA
e a variagaop do CRA. As altevagOes fisicas (mecanicas) apresentam

relagio com o tempo de alteraglo de CRA.

- Fases da resposta metabolica a perda da dgua em Xeraophyta
plicata: dilatag3o das organelas, formagio de vesiculas que
acupam todo o espago interno da ceéelula,; deslocamento das
organelas para a porg8o central da célula e compactac3e do
protoplasma. e Ffases da vevivescencia sS3ID as mesmas, em ordem

invertida.
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dbreviagoes

hD = horas de dessecagiao.

hR horas de re-hidratag3o.

dD ‘dias de dessecag¢io.

dR dias de re-hidratacio.

CRA = conteddo relativeo de Agua.
FA = fixaglo aquosa.

FN = fixac¢c3o n3o-aquosa.

Re = celulas epidéermicas com paredes espessadas.
= celulas epidérmicas com pavedes nao espessadas.
mesofilo.

celula buliforme.

= feiwxes vasculares.

pstBmato.

parede celular.

nucleo.

= nucléolo.

= grio de amido.

= cloroplasto.

granum.

mitocondria.

vacuolo.

= vesicula.

globulo elétvron denso.

= rorpo multivesicular.

= figura mielinica.

= plasmodesma.

= plastoglobulo.

espago intercelular.

espaco de retrag3o entre parede celular e citoplasma.
ribossomo.

tilacdide.

r1 = reticulo endoplasmatico liso.

L]
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LI TR | o
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re = reticulo endoplasmatico rugoso.
Me = membrans plasmatica.
Pe = peroxissaomg.

d = dictiossomo.

me = membrana.

Nf = estrutura nio identificada numero i.
N2 = estrutura n3p identificada ndmero 2.
4 = face abaxial da folha. '

face adaxial da folha.

for
4



Prancha i (@hD, CRA = 9%.22%, FaA»

1a:

1B:

ic:

103

43x s folhka Hhidratada distendidas, com epiderme reforgada
(Re) e nao reforgada (N}, feixes vasculares (Va), estdmatos
(E) e espagos intercelulares (e). Celulas do mesofilo (M)
com citoplasma parietals onde se destacam os cloroplastos.

3730xs Cloroplastos (C) apresentam grandes grios de amido
(a). Nucleos (n) tom cromatina descompactada; glohulos
eletron-densos ((G); grande vacuolo central (V) com conteddo
variando de celula para celulaj parede celular com
plasmodesmas (pl). '

13500, cloroplastos apresentam plastoglobulos (p) e
arandes graos de amido (a). Mitocdndrias {(m). gldbulos
eletron-densos (G), .espago intercelular (e). A parede
celular apresenta plasmodesmas (pl}.

199@0xs cloroplastos com alguns grana {(g) e griaos de amide
{(a). Os plastoglobulos foram extraidos durante 0
processamento do material, wmas os locais onde eles estavam
originalmente podem ser observados (p). Mitocondrias (m)
redondas ou alongadas e tubulos do reticulo endoplasmatico
rugose (re)l.






Francha 2 (2kD, CRA = 99,22%. Fa)

2A:

2B:

19100, vacuolos (V) de ceélulas adjacentes contendo
material particulado em diferentes densidades; mitocondrias
(m), vrveticulo endoplasmitico rugoso (re) € um dictiossomo
(d). Cloroplasto lentiforme com 9r3o de amido (a) pegueno.
Nicleo {(n) apresenta envoltorie nuclear com =as duas
membranas visiveis (seta) e porgdes de cromatina condensada
na periferia (cabega de seta).

18900x, cloroplastos com grana (g9); ribossamos livres (r),
reticulo endoplasmatico rugoso (re), dictiossomo (d),
mitocondria (m), pequenas vesiculas (v) e um possivel
peroxissomo (Pe). 0 nucleo <{n) delimitado pelas duas
membranas (seta) do envoltoric nuclear. :






Prancha 3 (Phll, CRA = B1,3%9%, Fa)

3A:

3B:

3C:

3aD:

3E:

453 4 corte transverssal da folha distendida. Epiderme
reforcada (Re) e n3o reforgada (N), célula buliforme (B). O
citoplasma das celulas do mesefilo (M) @é parietal.

SE2OBx . paredes celulares (P onduladas. Citoplasma
apresenta retragtes (R) em relac3o & parede celular.
Cloroplastos (C) com grios de amido (a). Nicleo (n}.

15380xs cloroplastos apresentam arana (g) e plastoglobulos
(p). Reticulo endoplasmatico liso (r1), globulos elétron-
densos (G),pequenas vesiculas (v), espago de retracio entre
citoplasma e parede celular (R). Uma estrutura membranosa
concéntrica, chamada de Ffigura mielinica ($), surge da2
membrana plasmatica (cabe¢ca de seta).

19309%s o citoplasma projeta-se em direc3o ao vacuolo (V).
Ndcleo (n) com forma irregular. Note uma 1invaginac3o do
envoltorio nuclear (seta). Cleroplastos com grios de amido
(a) e maior quantidade de plastoglobulos (p} que nos de
células mais hidratadas. Uma estrutura n3oc identificads
(N1}.

30129%s detalhe de um cloroplasto com gr3os de amido
manchadoss plastoglodbulos (p) e agrana {(g). Vesiculas (v)
entre a membrana plasmatica e 2 parede celular.
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Prancha 4 (10kD, CRA = 81.846%, FA)

4A:

4B:

4c:

4D:

4E :

50w s células do mesofilo (M), espagos 1ntercelulares (e)
reduzidos.

94530x5 espagos de retra¢io (R) entre citoplasma e parede
celular. Vesiculas (v), wvacdolo (V), dictiossemo (d),
nucleo (n) cam cromatina descondensada e nhucléole (nu)
denso. 0 envoltorio nuclear apresenta uma invaginacao
{setal). Cloroplastos em diferentes etapas de modificacso:
£1s alongado ou lentiforme, com 4gr¥os de amido {(als
tilacoides geralmente pouco visiveis e alguns
plastogldbules e €2y redondoss com muitos garana e
plastoglobulos.”inset"” (42700},

1735@xs cloroplastos (Ci)s com grana (g) e plastoaldbulos
(pJls mitocdndrias (m):; um provavel paroxissomo {(Pe),
tubulos do reticulo endoplasmitico rugoso (re) e um globulo
eletron-denso (BG).

18250x, corpos multivesiculares (c), parede celular (P) com
plasmodesmas (pl), reticulo endoplasmatico rugoso (re) e
cloroplastos (C1) com gr3os de amido (a). WVesiculas (v)
sendo projetadas pelo citoplasma para o vacuolo (V).

1PB00xs espago intercelular (e), mitocdndrias (m), provivel

peroxissomo (Pe) e reticulo endoplasmatico rugoso (re).

Pequenas wvesiculas (v} s8o0 vistas no espagco de retrac3o
entre citoplasma e parede celular e dentro do vacuolo (YD
Note a grande quantidade de grana (g) no tloroplasto CE e
sua maior quantidade de plastogldbulos (p) em relag3c ao
clovroplasto C1.






Prancha 35 (24kDy, CRA = 608,3%, Fa)

54:

oB:

]

5D:

S5E:

5F:

1G0x, células do mesofila (M), espacos intercelulares (e}
de contorno irreqular. O citoplasma de algumas celulas
avancga em direglo ac vacdolo (cabega de setsz).

000Dy rupturas nas paredes celulares (seta), devidas a
ditficuldade imposta pelo material desta fase aoc corte.
Vacdolo (W) apresenta conteddo particulado além de
vesiculas (v) com diferentes conteddoss aldbulos elétron-
densos  (G) e alguns cloroplastos (C)s que aparecem em seu
interior. Espaco intercelular (e) reduzido.

10809xs as organelas afastam-se da parede celular (P). 0
citoplasma emite corpos multivesiculares (c) e wvesiculas

(v) para dentro do vacuolo (V). Ds «cloroplastos (O
redondos com pequenos graos de amido e muitos
plastogladbulos (p). Tilacoides (t) atfastados uns dos

outros. Globulo elétron-denso (B).

1000%%; o citoplasma emite corpos multivesiculares (c) e
vesiculas <(v) para dentro do vacdolo (V). Mitocdndria (m),
reticulo endoplasmatico rugoso (re) e cloroplastos com
pequenos graos de amido (a) e tilacdides (t) afastadns uns
des outros.

19B@O®x, cloroplasto () modificado, com tilacoides {(t)
afastados 2 grande quantidade de plastoglobules (p).
Globulo elétron-denso ((3) e estrutura n3o identificads
{(N2) .

19P@@x, figura mielinica (Ff) dentro de um cloroplasts (C)
modificados de forma i1rvegular.






Prancha & (2dDs CRA = 15,5%., Fa)

6A:

&B:

4C:

60:

55K, celulas do mesofila LMD com paredes celulares
onduladas e espagos intercelulares () reduzidos. Celulas
da epiderme nio espessadas (N) e espessadas (Re).

430Qx, espagos intercelulares (e) delimitados per paredes
celulares (P} onduladas e dobradass citoplasma esta
bastante ryetraido (R) em rela¢3c a parede celular e ligado
a ela por meio de projecdes citoplasmaticas (seta).

13500xs paredes celulares (P) onduladas = dobradas, com
poucas rupturas (#). Citoplasmatico periferice comprimido
entre dobras das paredes, composto por vesiculas (v),
alobulos elétron-densos (G) e remanescentes de organelas.

13950x citoplasma afastado da parede celular (P,
maostrando wvesiculas (v) com diferentes conteudos, glidbulos
eletron-densos (G)s remanescentes de cloroplastos (C}

contendo wvesiculas (v) e plastogldbulos (p). Remanescentes
de mitocondrias (m)s podem mostrar pequenas cristas (cabecgs
de seta). Espago de retraclo (R) entre citoplasma e parede
celular. Barra = fum. Note todas as membranas em contraste
positivo ate esta fase da dessecagfo, nessa e nas pranchas
antericres.
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Prancha 7 (3dD, CRA = 7.,9%, FN)

7A:%

7B:

7C:

7B:

6@2xy celulas do mesotfilo (M) rcom citoplasma bastante
compacto e retraido das paredes telulares, que formam
pouUCOs espatos intercelulares {(e).

3746%xs dobras das paredes celulares ccupam grande parle dos
PSPRCOS intercelulares (setal). Grande espago de retracio
(R) entre o citoplasma © a parede celular.

15300x., a massa citoplasmatica composta por estruturas
globulares separadas por estreitas faixas elétron—-negat ivas
nio continuas (setas). Remanescente do nucleo (n’ com
nucleolo <(nu), distinto das outras estruturas por sua
aparéncia homogénea. Remanecentes dos cloroplastos (C) e
plastoglabulas {p) em contraste negativo. Plasmodesmas
(pli.

1440@2xs parede celular (P) bastante dobrada, delimitando um
espaco intercelular (e). Citoplasma composto por estruturas
ndo identificaveis, separadas por estreitas faixas eléetron-
negativas (seta).. Na periferia do citoplasma observam-se
vesiculas (v).






Prancha 8 {(FN)

BA:

BB:

8c:

an:

4db, CRA = 6,7%y 950x,; celulas do mesofilo (M), «com o
citoplasma compactos na porgao centvral da célula. Celula
buliforme (B), celulas estomaticas (E). Feixes wvasculares
(Va) entre celulas egspessadas da epiderme (Re).

4dD, CRA = 6,7%, 18300x, paredes celulares (P) bastante
dobradas e do material comprimido entre elass contendo
vesiculas (v)y globulo eletron—-denso (B) e material
elétron-denso de forma irregular.

S5dBs CRA = 44:9%, 45x; o aspecto dessa folha & semelhante ac
descrito para a figura 86 (4dD). Espa¢co intercelular (ed.

&dD, CRA = ®X%, 40x, aspecto semelhante ao da figura BA
(4dD); os locais de retra¢3o da lémina foliar correspondem
as celulas n3o espessadas da epiderme (N).
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Prancha ¢ (FN)

Fa:z

P83

9D

7dDs CRA = 12,1%, 5¢x, aspecto geral semelhante a o&dh.
Epiderme com celulas nioc espessadas (N), onde a ¥folha esta
mais deformada.

7dD; 10309xs citoplasma retraido (R} da parede celular e
composto por blocos de material, individualizados pelos
diferentes graus de compactagld3p e por linhas eletron-
licidas descontinuas (setas). Remanescentes de cloroplastos
(C) com pequenos grios de amido (al.

8dDs CRA = 3;7%,s 49%, aaspecto ageral da folha em corte
transversals semelhante a 7dD.

8dD, B500xy globuln elétron—denso (G), remanescentes de
clovoplastos (C) com plastoglobulos (p) e graos de amido.
Pequenas wvesiculas (v) delimitadas por membranas destacam-
se de estreitas porgdes de citoplasma parietal. HNote um
remanescente de nucleo (n), com cromatina descondensaday
cuja delimitagio n3o é feita por membrana tipica.

9dDs CRA = 9%, 85y ce¢lulas do mesofilo (M) sob epiderme
com celulas espessadas (Re).

Gdly 1830@8x, citoplasma Junto a parede celular (P) COm
remanescente de cloroplasto (C). Note gue as vesiculas (v)
naoc s3oc delimitadas por membranas tipicas.






Prancha 1@ (@hRs ERA = 1,7%, FN)

104A:

1@B:

1eC:

10D:

45xy celulas do mescfilo (M) proximas a epiderm2 com
celulas n3o espessadas (M) estfo muito deformadas e
células wmais proéximas de areas de epiderme com paredes
celulares espessadas (Re) estio menos deformadas.
Estomatos (E} pouro deformados.

4300xs paredes celulares onduladas e dobradas e apresentam
algumas rupturas {(sgtal. 0 citoplasma tem uwma porgag
compacta e uma por¢3aoc menos densas geralmente periferics.
Espagos de retracio (R) ocorrem entre o citoplasma e as
paredes celulares. Not e as vibragoes do —orte,
provavelmente decorrentes da dureza das paredes celulares.

00N, periferia do citeplasmay menons compacto, com
vesiculas (v) e globulos eletron-densos (G). Remanescente
de nudcleo (n) com nucléolo (nu), formando uma regifo mais
homogenea no citoplasma.

10300x, por¢d3o compacta do citeplasma com remanescente do
nucleo (n) com nucléolo (nu) e remanescentes de
cloroplastos (C) com plastoglobulos (p) & graos de amido
(2). Dai projetam-se vesiculas (v) em direg3o & parede

celular.






Prancha 11 (OhR; CRA = 1,7%s FN)

114A:

11B:

11C:

17350 parede celular (P) ¢ vesiculas {(v).

5980@x, gldbulo elétran-denso (6) emitindo material que
atravessa um plasmodesma {(pl).

B803506x, detalhe do citoplasma com um globulo eletron-denso
(G) e wvesiculas (v), que apresentam vesiculas (v) menores
em seu intericr. Note que 3 delimitagio das vesiculas nio
e dada por membrana tipica {(cabe¢a de seta)s; mas por uma
faixka mals densa de material citoplasmatico.






Prancha 12 (1hRy CRA = 10,7%s FN)

1PA:

i2B:

18c:

12n:

”~

43K, celulas do mesofilo (M) com o citoplasma retrajido em
relagio as paredes celulares. Epiderme com células n3o
espessadas (N) e espessadas (Re) e espagos intercelulasres
{e).

11020 x, vesiculas {v) com membranas {(setal)s gQue nio as
delimibtam, mas est3o em seu interior. Note a presenca de
vesiculas (v) também na porgao de citoplasma compacto.

7450xs citoplasma compacto com peguenas vesiculas (v)
contendo material elétron-denso globular. Faixas eletron-
licidas estreitas (cabega de seta) delimitando estruturas
citoplasmaticas.

430x, citoplasma com uma por¢soc compacta e outra com
vesiculas (v) contendo membranas (seta). Remanescente de
nicleo (n) com nucléolo (nu). Note as dobras nas paredes
celulares (P).






Prancha 13 (2hR, CRA = 11,1%y FN)

13A:

13B:

13C:

13D:

13E:

5%y celulas do mesofilo (M) bLastante deformadas. Celulas
epidermicas n&c reforgadas (N} est3o mais deformadas.
Celulas buliformes (B).

J200xs citoplasma bastante retraido (RY em relagdo a
parede celular. Dobras da parede celular ocupam areas de
espagns intercelulares (e).

4300, celulas com citoplasma menos compacto podem
aparecer adjacentes a celulas com citoplasma compacto. Nas
primeiras oEorrem muitas vesiculas (v contendo
estruturas eletron-densas (seta) e nas segundasy drandes
€sSPatos de retraglo (R} entre citoplasma e paredes
celulares. :

11700, remanescentes de cloroplastos {C)H com
plastoglagbulos (p) e pequenos graos de amido (a).
Vesiculas (v) podem apresentar membranas elétron-densas

“({cabec¢a de seta). Remanescente do nucleo (n), cam

cromatina descondensada e nucléonlo (nu) aparentemenie nic
¢ delimitado pelo envoltdrio nuclear.

£e45@xs citoplasma ligado a parede celular por projecoes.
plasmodesmas (pl) sem contato com o citoplasma das duas
celulas =adjacentes. Peguenas vesiculas deliwmitadas por
membranas (cabega de setal..






Prancha 14 (4hR; CRA = 21.4%, FN)

14a:%

14B:

14C:

14D:

14E:

S@xs retragdes mais intensas da 13mina foliar nas regides
proximas a epiderme com paredes nap espessadas {(N).

45906xy espagfo 1nhtracelular totalmente preenchido pelo
citoplasma compacto e por vesiculas (v). Paredes celulares
(P) com dobras. Barra = ium.

6650k remanescentes de cloroplastos (L) delimitados por
estreitas faixas elétron-densas s80 as uUnicas organelas
identificadas nessas células. Membranas eléetron-positivas
(seta) delimitando e/ou dentro de vesiculas. Espago de
retragaoc (R) entre o citoplasma ¢ as paredes celulares,
bastante dobradas.

33809x, remanescente de cloroplasto () com pléstnglébulos
eletron-tucidoss delimitado por duas estreitas faixas
elétron-lucidas. WVesicula (v) nao delimitada por membrana
tipica, sem aparente conteudo. '

33800x, globule glétron-denso (G), remanescente de
cloroplasto (C) e vesiculas contendo estruturas globulares
elétron-densas emitindo finas bprojegdDes. Note pontos
elétron-densos na periferia dessas vesiculass que podem
ser rihossomaos (r).






Prancha 15 (4hR, CRA = B21.4%, FHD

154: 19025xs espaco intercelular te) delimitado por paredes
celulares (P) dobradas ou onduladass vesiculas {v)
delimitadas ou nao por membranas tipicass dentvo e fora do
massa citoplasmatica. Uma grande vesicula (7,6 um de
comprimento) delimitada PoOY membrana (cabega de setal
apresenta dpis gldbules elétron—-densos (B) periféricoss de
onde saem membranas {(me) enoveladas. Barra = 1 pm.

{5B: PLI0@x, detalhe um globulo elétron-denso (B) e as
membranas enoveladas que Saem dele e Fformam o limite da
vesicula (cabeca de seta) e algumas pequenas vesiculas.
Sobre as membranas que est3o se formando, 3o wvistos

pontos eletron-densos (seta).






Prancha 146 (l1@hR, CRA = 23%,; FA)

16A:

16B:

16C:

16D:

16E:

S5@xs cflulas do mesofilo (M)} ainda deformadas.

4430x,s paredes celulares (P} ecnduladass com poucas dobras.
Citoplasma ocupa todo o espage intracelular e 2 formado
por estruturas globulares, grandes vesiculas (v} com
diferentes caonteudos e globulos elétron-densas (G). Note
que todas as estruturas wvoltaram a ser delimitadas por
membranas eletron-densas. Barra = 1 jum.

F20Dn remanescentes de cloroplastaos (L), vesiculas (v) e
remanescente do nucleo {n}.

18250%, membranas delimitantes <{(cabegas de setas) de
cloroplasto (C), mitocOndrias (m)s ndclen (n) e vesiculas
(v). Mitocondrias com uma ou duas pequenas crisktas (seta)l,
Nobte o re-aparecimenteo dos ribossomos livres (r).

22800, cloroplastpns contendo wvesiculas (v} elgtron-
licidas e plastogldbuleos (p). Note a delimitac3o por dupla
membrana em cloroplastos e mitocondrias (m) {cabega de
setal.






Prancha 17 (12hR, CRA = 23,4%, FA)

t7A:

17B:

i7C:

178z

17€E:

119%s células estomaticas (E) com o citoplasma ocupando
quase totdoe o espago interno da célula, aoc passa que  nas
células do mesofile (M) ele 313 & gquase totalmente
parietal.

35y a folha Jj& se apresenta distendida. Lélulas do
mesotile (M) com paredes celulares onduladass mas nao
dobradas. Espagos intercelulares (e). Note o tragqueide de
transfusio {(seta).

55950xs células do mesofilo apresentam um ou mais vacdolos
grandes (V), com centeudos bastante diferentes. Citoplasma
guase totalmente parietal. Ndcleo (n) =arredondado ceom
nucléolo (nu) bastante compacto. Espago intercelular (e}
delimitade por paredes onduladas.

121@%x, o  wvacuolo (V) ocupa a maior parte do espago
intracelular. Cloroplastos (C) mais e menos U?ganizadosg
com guantidade variavel de plastogldbulos (cabeca de seta)
isolados ou em grupoas. :

13480x, Vacdolos (V) de células adjacentes com diferentes
conteudos. Cloroplastos mais e menos organizadoss com
pequenos graos de amido (a). Gldbulos eletron-densos (G).
Notar © reticulo endoplasmatico rugsoso (re} passando
dentro de uma estreita faixa de citoplasma que separa oS
dois vactolos. Barra = 1 pm.
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Francha 18 (12kR, CRA = 23,4%, Fa:

1BA: 14179%, tubulos do reticulo endoplasmatico rugnso (re) sdo
observados por todo o citoplasma e proximos a plasmodesmas
{pl), sem atravessid-los. Ribossomos livres (r)y nucleo (n)
delimitado pelo envelope nuclear (cabega de zeta)d,
cloroplasto (€) com tilacoides f(seta) em formagdo.

18R 2372%x, detalhe do nucleo, delimitado pelas duas membranas
do envelope nuclear {(cabe¢a de setal) e apresentando um
nucléole (nu) compacto. Tibules de reticulo endoplasmatico
yugosa {(rel, ribossomos livres {(r); mitocondria (m}) com
cristas dilatadas. Cloroplasto com tilacoides (setz) em
formagio, poucos plastoaldbulos (p) e algumas vesiculas
{v) arredondadas.






Prancha 19 (24hR, CRA = 33454, FA)

i9A:

19B:

i7C:

19D:

19€:

30xs celulas do mesntfilo com paredes celulares distendidas
delimitando espagos i1ntercelulares (e).

50084y citoplasma parietal e muito estreitos com  um
vacdolo ) inicos gl1obulos elétron-densos (G) e
claroplastos (£) com plasteglobules orsanizados em curtas
fileiras empilhadas (setas).

14400x, wvesiculas (v} prdximas ao vacdolo (V), apresentam
conteudos particulares semelhantes. Cloropplastos com
tilacoides (t) em formag3oc e plastogldbulos organizados em
tileiras adjacentes (seta, apontando o local onde estavam
antes de serem extraidos na preparagBo do materialr.
Mucleo (n? com cromatina descondensada. Nate a
continuidade entre o envoltorie nuclear g um tdbulo de
reticulo endoplasmatico rugoso (cabega de setal.

182504y mitocdOndria (m) alongadas com cristas dilatadas
justaposta a um cloroplasto (C). Tilacdides (t) sendo
formados pela fusd3o ponta-a-ponta de vesiculas achatadas.
Gran de amido (a). Barra = 1 pm.

31000x, detalhe de um cloroplasto com tilacoides (t) em
formac3o e com um 9r3o de amido (a). Globulos eletron-
densas (B)s pequenas vesiculas (v) e tdbulos do reticulo
endoplasmatico rugoso (rel.






Prancha 29 (2dR, CRA = 44,3%, FA}

29A:

29B:

2oC:

2ep:

20E:

20F

4@u, espagos intercelulares (e) semelhantes aps de células
mais hidratadas. Ceélulas buliformes (B}.

48506y, paredes celulares com plasmodesmas (pl) definem
eSpPagns intercelulares (g). Citoplasma parietal com
cloroplastaos (C)?, gldbuleos elétran—-densos (G)s; nucleo (n)
g wvesiculas (v) adjacentes ao vacudolo (V) central e
grande.

4590x,s algumas celulas ainda apresentam mais de um vaculolo
(VY. Paredes celulares com plasmodesmas {(pl? delimitam
espagos intercelulares (e). Corpos multivesiculares (seta)
aparentemente passando do citoplasma para o wvacdolo ou
para uma vesicula em algumas celulas.

1035@8%x, cloropliastos lentiformes apresentam diferentes
tamanhos de grfos de amido (a) e quantidades variaveis de
plastoglobulos (p), isolados ou em grupos desorganizados
espacialmente. Mitocdndrias (m) redondas e alobulos
glétron-densos (B6). Vesiculas s3o0 observadas entre o
citoplasma e o vacuelo (V).

19350%, grios de amido (a), reticulo endoplasmatico rugoso
{re), globulos eletron-densos (G)y nidcleo (n) parietal,
com nucléolo (nu) compacto, delimitado pelas duas
membranas do envoltdrio nuclear (cabega de seta).

24180xs cloroplaste em Ffase final de organizac3os com
plastoglobulos . (p)s gri3os de amido (a), tilacoides e ja
apresentando alguns grana (g). Mitocondria (m) alongada e

justaposta ao clorpplasto. Vacuolo (V) de celulas
adjacentes pode conter material particulado em diferentes
densidades. MNote uma estrutura intermediaria entre corpo

multivesicular e figura mielinica {(seta).






Prancha 21 {(Reacgdo de Imidazol)

2lA:

21B:

21c:

21in:

18650, folha hidratada controle (CRA = 83%4) celulas do
mesofila com citoplasma pouco contrastado. Cloroplastos
(C> com grans {g) e gr3os de amido e mitocondrias (m).
Nele se destacam globulos glebron—-densos (G) e
plastoglobulos (p).

2510@0x, folha hidratada (CRA = 83%) submetida a reagao
apresenta elétron-densidade citopiasmatica mais =lta gue
as folhas rontrole. Gr3os de amido (a) estdo eletvron-
licidos. OGlobulos eletron-densns (G) e plastoglobulos (p)
estio evidentes. Note que apenas as membranas internas dos
cloroplastoss formando 0% grana (g) e das mitocondriass
formando cristas (seta) foram evidenciadas pela rea¢do.

12600, folha dessecada contreole (CRA = 2%y mostra
citoplasma pouco contrastado. Cloroplasto (C), vesiculas
(v) e mitocdndrias (m). Em alguns locais podemos SUgETIT @
presenga de membranas tipicas  {(cabega de seta)l.
Plastoglobulos (p) e globulos elétron-densos (Glestao
evidentes.

{056@xs a folha dessecada (CRA = 9%) reagiu positivamente,
apresentando elétron-densidade ctitoplasmatica mais alta
que © controle. Plastoglobulos (p) e gldbulos eletron-
densos (G) ficaram mails evidentes. Mitocbndrias f(m) e

cloroplastos (Cy ficaram evidenciados por sua menor
eletron—-densidade, contrastante com © restante do
citoplasma. Note o0s rompimentos n3a delimita¢3o das

vesiculas (v).






Prancha 22 (Microscopia EletrOonica de Varredura)

22A: 236w, superficie de Ffolha hidratada de plantula, onde
gcorvem faixas Iongitudinais rugosass correspondentes a
células epidérmicas com paredes n3o espessadas (N}
intercaladas com faixas mals lisass que correspondem &
epiderme com paredes celulares espessadas (Re). Estomatos
(seta) s3o observados em teda a face adaxial da folha, mas
em maior quantidade nos areas de celulas da epiderme com
paredes nao espessadas (rugosas).

ERB: 170xs superficie adaxial da folha de plantula dessecads
mostrando retyagoes da lamina foliar. A parte exposta
corresponde a3 epiderme reforgadas gue se deforma pouco.
EctOmatos (seta).

P2C: 5100x, superficie adaxial da folha hidratadas numa area
correspondente a epiderme com paredes nio espessadass onde
se oubservam estdmatos (E) e marcas das paredes anticlinaais
celulas epiteliais, que ficam individualizadas (%},

28D0: 70x, folha dessecada de plantulss mostrando o modo como @
lamina foliar <se encolhe e enrola, protegendo a face
abaxial (A) e expondo a face adaxial (D).

PPE: 60B2x, superficie adaxial da folha dessecadas em area de
epiderme com paredes espessadas. 0s espessamentos das
paredes epidermicas (Re) aparecem COmo corddes
longitudinais e o0s estbdmatos (E) ficam entre esses
cordoes.
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Prancha B3 (Microscopia Eletronica de Varredura)

234a:

238:

23Cc:

23D:

14P2%x, corte transversal de folha de plantula hidratadas
mostrando celulas da epiderme com paredes espessadas (Re)
e n3n espessadas (N}, feixes vasculares (Va) e mesofilo
(M), com celulas turgidas e espagos intevcelulares.

1650%5s corte transversal de folha dessecada de plantula,
mostrando que a parte mais deformada da lamina foliar fica
proxima as células epidérmicas com paredes n3o espessadas
iNY e a parte onde o mesofilo ainda apresenta espagos
intercelulares (e) grandes corresponde a epiderme com
paredes celulares espessadas (Re).

E475x, $olka hidratada de plantula apresents celulas
turgidas no mesofilo (M), com espagos intercelulares (e).
Note a epiderme com paredes celulares n3o espessadas (N).

1840xs folha dessecada de plantula apresenta mesofileo (M)
com areas mais e menos deformadas. Note um estomato (E) na
face adaxial da folha.
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