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Resumo

O crescimento e direccionamento do tubo polinico através dos tecidos do pistilo € um
processo critico para a fecundagfo e portanto para o sucesso da reprodugéo sexuada. No
entanto, 0os mecanismos subjacentes a este processo ainda ndo sdo bem conhecidos. As
proteinas arabinogalactinicas (PAGs) sdo uma familia de proteoglicanos altamente
glicosiladas e ricas em hidroxiprolina que nos ultimos anos tém sido implicadas em
inimeros processos relacionados com o desenvolvimento das plantas, nomeadamente
com as interacgdes pdlen-pistilo.

Neste trabalho foi determinada a localizagiio tecidular dos epitopos das PAGs
reconhecidos pelos anticorpos monoclonais JIM8, JIM13 e MAC207 no pistilo de
Amaranthus hypochondriacus L., recorrendo a microscopia optica de fluorescéncia. Estes
estudos de imunolocalizagio mostram que os epitopos das PAGs, reconhecidos por estes
anticorpos, estdo distribuidos em padrdes distintos ao longo do pistilo. Uma das
observagdes mais relevantes é a auséncia de marcagfo no tecido de transmissio do
estilete com o AcM JIM8, enquanto que os AcM JIM13 e MAC207 estdo presentes em
praticamente todas as células do estigma, estilete e ovario. Esta auséncia pode reflectir
diferengas funcionais entre as células do tecido de transmissdo ¢ as restantes células do
pistilo. No 6évulo, verificimos que a presenga dos epitopos reconhecidos pelos anticorpos
monoclonais JIM8 e JIM13 € diferente nos tecidos esporofiticos e no saco embrionério.
Ambos os AcM marcam as células do funiculo e dos tegumentos, mas no nucelo a
marcagio é selectiva, estando presente apenas nas células do nucelo micropilar. No saco
embrionario as sinergideas e o respectivo aparelho filiforme aparecem intensamente
marcadas. H4 também uma intensa marcagio na oosfera e na parede de todo o saco
embrionario, coincidente com a parede da célula central. A expressdo dos epitopos destes
dois conjuntos de PAGs parece estar alinhada com a via de crescimento do tubo polinico
desde o micropilo do 6vulo até as sinergideas. Estes resultados sdo discutidos
relacionando-os com as possiveis fungdes das PAGs na adesdo do polen, crescimento,
nutri¢do e direccionamento do tubo polinico através dos tecidos do pistilo.

Através de microscopia electrénica de transmissfio foi determinada a localizagdo
subcelular dos epitopos das PAGs reconhecidos pelos AcM JIM8 e JIM13 nas c€lulas de
alguns tecidos do pistilo. As observagdes microscopicas revelaram que os epitopos
reconhecidos pelo AcM JIM8 aparecem principalmente associados a4 membrana

plasmaticas das células e mais esporadicamente a alguns contetudos celulares.
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Relativamente aos epitopos reconhecidos pelo AcM JIM13, verificdmos que a sua
distribuigio ¢ mais ampla. Para além da membrana plasmética os epitopos também
aparecem associados, em alguns casos, & parede celular e a vérios conteudos celulares,
como por exemplo, aos grios de amido e ao vactiolo no caso das células do tegumento
externo do 6vulo e do ovério respectivamente. Estes dados sdo consistentes com fungdes
das PAGs relacionadas com o desenvolvimento celular e interaccdo entre as células. A
presenga em vérios contetidos celulares poderd reflectir um sistema activo de sintese e
degradacdo destas moléculas nestes tecidos. Foi também observada marcagéo nos tubos
polinicos a crescer através do tecido de transmissdo do estilete e do nucelo micropilar.
Verifica-se que ao atravessar o tecido de transmissdo o tubo polinico aparece apenas
marcado com o AcM JIMI3. Em contraste no nucelo micropilar o tubo aparece
fortemente marcado com o AcM JIMS8, o que indica fungdes diferentes para estes
conjuntos de PAGs nestes dois tecidos. Outra observagéo relevante foi a marcag¢do dos
elementos traqueais do xilema em diferenciagdo em que o AcM JIM8 reconhece epitopos
presentes nas por¢des citoplasmaticas em degeneragdo destas células, enquanto que o
AcM JIM13 marca a parede secundaria em formagfio destas células. Estes resultados séo
discutidos em func#o da diferenciagdo celular e da morte celular programada.

Em A. Hypochondriacus a abundancia das PAGs nos tecidos do pistilo € a sua
distribui¢do selectiva, sdo a base para considerar que esta classe de proteoglicanos

desempenha fungdes importantes na reprodugéo sexuada desta planta.
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1. INTRODUCAO

1.1. Reproducio sexuada nas plantas com flor

O ciclo de vida das plantas é caracterizado pela alternincia de geragles entre um
esporofito diploide e um gametdfito hapléide. O esporédfito produz esporos, que se
desenvolvem em gametéfitos que por sua vez produzem os gdmetas masculinos ou os
gimetas femininos. O gametofito masculino (grio de pdlen ou microgametdfito)
desenvolve-se na antera, enquanto que o gametdfito feminino (saco embrionério ou
megagamet6fito) ¢ um produto do Gvulo, que se desenvolve no interior do ovério, no
pistilo'. Assim, a reprodugéio sexuada nas plantas com flor requer o desenvolvimento
coordenado de dois dos seus orgdos reprodutores, a antera e o pistilo. E um processo de
grande complexidade que depende de interac¢des altamente especificas entre os gréos de
polen e o pistilo de modo a garantir os processos de polinizagdo e fecundagéo
(Mascarenhas 1993). Para que ocorra a fecundagdo o tubo polinico tem de localizar,
entrar e libertar o seu conteudo no local exacto do gametdfito feminino (Russell 1996).
De que modo se d4 o direccionamento do tubo polinico desde o estigma até¢ ao saco
embrionario? Que fendémenos estdo envolvidos neste direccionamento? Estudos recentes
identificaram alguns dos componentes que poderdo participar em interacgdes compativeis
polen-pistilo (para uma revisdo ver Cheung 1996, Wilhelmi e Preuss 1997). Os resultados
obtidos em alguns destes estudos serfio discutidos tendo em vista explorar como € que o
polen e os componentes extracelulares do pistilo podem interactuar e como ¢ que estas
interacgdes extracelulares poderfio ser transduzidas nas actividades necessirias ao

crescimento e direccionamento do tubo polinico.
1.1.1. Estrutura geral do pistilo
No pistilo maduro considera-se a existéncia de trés zonas estruturais principais: o

estigma, o estilete e o ovario (Fig. 1.1). O estigma apresenta uma superficie receptiva, a

qual os grios de polen aderem e que fornece condigdes para os grdos de pdlen

'As partes femininas de uma flor sfio designadas por gineceu, o qual ¢ constitufido por uma ou mais folhas
carpelares. O termo pistilo também & utilizado para descrever a por¢do feminina da flor e refere-se a um
tmico carpelo num gineceu apocérpico (pistilo simples) ou a todo o gineceu de um gineceu sincdrpico
(pistilo composto) - para uma revisdo ver Esau 1977. No caso particular de Amaranthus hypochondriacus a
designag#o pistilo sera utilizada para referir um carpelo num gineceu apocarpico.
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compativeis germinarem (Cresti et al. 1992, Cheung 1995). A morfologia do estigma
maduro é muito diversa. Distinguem-se duas categorias principais de estigmas, uns que
secretam fluidos em abundéncia, os estigmas himidos, e outros com baixa produgio de
secrecdes, 0s estigmas secos. Os estigmas himidos apresentam uma superficie receptiva
com papilas pequenas ou médias, ou sem papilas. As células estigmaticas sdo glandulares
e na maturidade secretam um exsudado que cobre completamente a superficie. A
composigdo do exsudado é muito varidvel entre as espécies. Geralmente contém
substancias lipofilicas e polissacarideos, mas também podem ser encontrados outros
componentes, alguns dos quais sdo, por vezes, adicionados ao exsudado, como resultado
da degeneracdo das células estigmaticas. Os estigmas secos podem ser subdivididos em
estigmas com superficies sem papilas e com papilas e estas podem ser unicelulares ou
pluricelulares. A superficie estigmética seca tem uma cuticula coberta com uma
membrana que consiste numa pelicula extracelular proteica hidratada proveniente das

células estigmaticas (Cresti et al. 1992).

Q c‘ 5 Estigma Estigma
{—Fstilete 4 Estilete
Canal estilar Tecido de
transmissdo
vario
Ovario
a b

Fig. 1.1 — Esquemas ilustrativos da estrutura geral do pistilo. O pistilo € constituido por trés partes distintas,
o estigma, o ovario com os évulos no seu interior, e o estilete a separar as duas primeiras estruturas. a.
pistilo com estigma seco e estilete oco; b. pistilo com estigma himido e estilete solido com tecido de

transmissdo (adaptado de Cresti et al. 1992).
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A ligar o estigma ao ovario encontra-se o estilete, estrutura através da qual os tubos
polinicos crescem até chegar aos ovulos (Esau 1977). Em geral distinguem-se dois tipos
principais de estiletes: os abertos ou ocos e os solidos. Os estiletes ocos, contém um canal
revestido por uma epiderme glandular cujas células s3o ricas em organelos. Com
frequéncia, as paredes celulares das células que revestem o canal apresentam extensoes,
semelhantes aquelas das células de transferéncia. Estas células secretam um exsudado
liquido que enche o canal durante a maturagdo. O exsudado liquido fornece o substrato
para o crescimento dos tubos polinicos através do canal. Os estiletes sélidos tém tecido de
transmissdo, que serve de via de crescimento para os tubos polinicos. O tecido de
transmissfo é constituido por células alongadas em que as paredes longitudinais ou t€m
uma camada espessada de parede priméria, ou um espessamento da lamela mediana, ou
uma substincia intercelular adicional que é depositada entre as células. E através destes
compartimentos extracelulares que os tubos polinicos crescem em direc¢o ao ovario. As
paredes transversais entre as células sdo geralmente muito finas e apresentam um grande
nimero de plasmodésmios (Cresti et al. 1992, Gasser ¢ Robinson-Beers 1993). As
secrecdes produzidas pelas células do tecido de transmissdo séo frequentemente descritas
como uma mucilagem ou um fluido em que estdo presentes varios compostos. Em geral
estes incluem agucares, aminoacidos, polipeptideos, compostos fendlicos, 4cidos gordos,
glicoproteinas e polissacarideos (Sanders e Lord 1992).

No ovirio podemos considerar uma parede e um ou varios loculos onde se encontram
os 6vulos. Estes ultimos sdio estruturas especializadas, derivadas da parede do ovario,
constituidos por trés zonas basicas: o nucelo, um ou dois tegumentos e o funiculo (Fig.
1.2a). O nucelo ¢ um tecido multicelular esporogénico, localizado na extremidade de um
pedunculo, o funiculo. Este tecido é envolvido por um ou dois tegumentos deixando uma
pequena entrada, o micrépilo, através da qual o tubo polinico pode passar. A regiéio
oposta ao micrépilo é a zona da calaza, onde os tegumentos se unem. O 6vulo pode
tornar-se curvado ou invertido durante o desenvolvimento. No arranjo mais comum, 0
6vulo é completamente invertido, de tal modo que o micropilo estd posicionado proximo
da placenta, havendo uma rotagdo de 180°. Este ovulo designa-se andtropo (Cresti et al.
1992},

No 6vulo, mais concretamente no nucelo, uma unica célula diferencia-se num
megaespordcito que vai sofrer meiose. Dos quatro megasporos resultantes, um ou mais
desenvolvem-se no saco embriondrio (Gasser e Robinson-Beers 1993). O saco

embriondrio maduro (Fig. 1.2b) geralmente contém sete células: a oosfera, no polo

11
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micropilar, duas sinergideas junto da oosfera, a célula central no centro do saco
embriondrio e trés antipodas, no polo calazico (Cresti et al. 1992, Reiser e Fischer 1993).
Pode-se considerar o 6vulo como um conjunto de células esporofiticas diploides que

rodeiam fisicamente o gametéfito feminino haploide.

Saco Extremidade
embrionario calazica Antipodas
I i
Calaza
Tegumento
externo
Célula
central
Tegumento
intermmo Nucelo
o [ Micrépilo
Oosfera
Funiculo
Extremidade
micropilar .
Sinergideas
a b

Fig. 1.2 — a. Esquema ilustrativo de um évulo anatropo, onde se distingue as suas estruturas constituintes: o
nucelo, os tegumentos e o funiculo. Observa-se o micropilo, abertura através da qual passa o tubo polinico,
a calaza, zona oposta ao micrépilo e na zona central do évulo o saco embriondrio do tipo Polygonum
contendo sete células ou oito niicleos. b. Organizagdo do saco embriondrio; a oosfera e as sinergideas estéo
localizadas na extremidade micropilar, onde o tubo polinico entra no saco embriondrio; trés antipodas estdo
localizadas na extremidade calézica; na zona média observamos os dois micleos da célula central (adaptado

de Reiser e Fischer 1993).

Na espécie Amaranthus hypochondriacus o pistilo é formado por um estigma
trilobado, um estilete muito curto e um ovario com um Unico 6vulo no seu interior. Os
estigmas estdo cobertos por papilas multicelulares e unisseriadas, que apresentam a sua
superficie seca na maturidade. Os trés lobos estigmaticos unem-se num estilete do tipo
s6lido. Este € constituido por uma epiderme, por parénquima lacunoso e por uma zona
central de tecido de transmissfo. As células do tecido de transmissdo séo poliédricas com
pequenos espagos intercelulares, preenchidos por uma substincia de natureza ndo
determinada. A cavidade unilocular do ovario contém um tnico 6vulo ligado a placenta

por um largo funiculo. O 6vulo ¢ crassinucelado e anétropo. E constituido pelo nucelo e

12
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por dois tegumentos bem desenvolvidos que o rodeiam. No 6vulo a partir de uma célula
do nucelo, 0 megaespordcito, desenvolve-se num saco embriondrio monospérico do tipo

Polygonum (Coimbra 1998).
1.1.2. Estrutura geral do pélen / tubo polinico

O grio de polen desenvolve-se na antera, por divisdo mitdtica dos microsporos
haploides (Bedinger 1992). Na maturidade contém os produtos da expressdo dos genes da
geragdo esporofitica, provenientes da parede da antera, mais concretamente do tapete, e
os da geragio gametofitica, representada pelos nicleos vegetativo e germinativo (Taylor
e Hepler 1997). A célula germinativa acabara por se dividir dando origem a dois gdmetas.
No caso das espécies de plantas com pdlen bicelular esta divisdo ocorre apds a
germinagfo do grio de pdlen, enquanto que nas plantas com grios de polen tricelulares

esta divisdo ocorre durante a maturacdo do polen (Cresti et al. 1992).

Exina
Grao de polen
po Intina
Tampéo de calose
Tubo polinico Tampio de calose
Gametas masculinos

Nucleo vegetativo

Fig. 1.3 — Esquema ilustrativo de um gréio de pélen germinado. O grio de pélen germina num tubo polinico
que transporta os dois gAmetas masculinos e o nucleo vegetativo até ao megagametéfito. Tampdes de
calose separam as porgdes mais velhas do tubo da extremidade em crescimento (adaptado de Cresti et al.

1992).
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Os grios de pdlen maduros estdo bem protegidos e completamente equipados para
completar a sua fungdo como transportadores dos gdmetas masculinos. A parede do gréo
de polen maduro é composta por uma camada externa pigmentar de esporopolenina
sintetizada e secretada pela antera, a exina, ¢ uma camada interna polissacaridica, a intina
(Fig. 1.3). A estrutura interna e a morfologia da superficie da exina ¢ altamente varidvel e
especifica. A forma esté relacionada com o modo de dispersdo do pélen, entre outros
factores. Na polinizagio pelo vento, a espessura, o padrio superficial e a adesividade da
exina sdo geralmente reduzidos. Em plantas polinizadas bioticamente a exina ¢
geralmente elaborada e os gréios de polen sdio muito pegajosos, permitindo que adiram
uns aos outros, ao vector e a superficie estigmatica (Cresti et al. 1992). Ao longo da
superficie da exina estdo embebidos lipidos e proteinas que constituem uma camada
designada trifina. Na altura da deiscéncia o grio de pélen acumula grdos de amido e
desidrata, reduzindo o seu conteido em dgua para aproximadamente metade (Bedinger
1992).

Ap6s a maturagdo e deiscéncia da antera, os grios de pélen sdo transportados até ao
estigma, onde passam por uma série de reorganizagdes ao nivel celular e morfologico. O
RNA, as proteinas e outras moléculas armazenadas permitem a rdpida germinagdo e
crescimento de um tubo polinico através da extrusdo polarizada dos contetidos
citoplasmaticos da célula vegetativa. Esta célula apresenta um crescimento extremamente
répido, sendo este crescimento restrito exclusivamente a extremidade do tubo polinico,

isto &, trata-se de um crescimento apical.

microtibulos  Microfilamentos

tampdo de calose

parede interna
parede externa

vesiculas com
precursores da
parede

célula vegetativo
germinativa rugoso

Fig. 1.4 — Representagio esquemética de um tubo polinico. Consideram-se os componentes e caracteristicas
que geralmente estdo presentes no apice em crescimento dos tubos polinicos (adaptado de Franklin-Tong

1999).
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A medida que o tubo polinico alonga, o citoplasma, o nicleo vegetativo (que
activamente transcreve mensagens necessarias ao processo de crescimento) e 0s gimetas
(com nucleos condensados e inactivos) sdo transportados no épice do tubo (Fig. 1.3)
utilizando para isso redes de actina e miosina (Bedinger 1992, Cresti et al. 1992,
Mascarenhas 1993). Este alongamento implica a deposi¢do continua, no 4pice, de
materiais da parede e da membrana, materiais esses que sdo transportados através de
vesiculas secretoras derivadas do Golgi (Mascarenhas 1993). Na figura 1.4 esta
representada a estrutura bésica de um tubo polinico. Os tubos polinicos apresentam zonas
citologicas distintas. O citoplasma do tubo polinico na regido anterior ao 4pice tem
grande quantidade de mitocondrias, dictiossomas, reticulo endoplasmatico, componentes
do citoesqueleto e algumas vesiculas. Inversamente a regido apical contém um grande
nimero de vesiculas e uma auséncia de outros organelos. As estruturas citoplasmaticas
parecem estar alinhadas paralelamente ao eixo maior do tubo excepto no dpice onde estdo
mais distribuidos ao acaso. O volume do tubo polinico permanece relativamente
constante devido & deposigdo periddica de tampdes de calose atras da regido citosolica do
tubo (Wilhelmi e Preuss 1997, Franklin-Tong 1999) que selam completamente a por¢éo
mais recente do tubo, podendo ocorrer a fecundacdo mesmo que o grdo de pdlen e as
por¢des mais antigas do tubo sejam excisadas (Jauh e Lord 1995). A parede do tubo €
constituida por uma camada fibrilar externa maioritariamente composta por pectina,
hemicelulose e celulose € uma camada mais interna de calose (Mascarenhas 1993). Esta
ultima camada esta ausente na extremidade do tubo.

O célcio desempenha um papel fundamental no crescimento dos tubos polinicos.
Estudos recentes revelaram a existéncia de um gradiente de concentragdo de calcio
citos6lico na extremidade do tubo polinico, na zona designada dominio apical, gradiente
esse critico ndo s6 para o crescimento do tubo, como também para a sua orientagdo
(Pierson et al. 1994, Malhé e Trewavas 1996, Pierson et al. 1996). Alteragdes do
crescimento do tubo polinico correlacionam-se com oscilagdes neste gradiente de célcio e
ao eliminar-se este gradiente o crescimento pdra. Este gradiente resulta do influxo
localizado de célcio que ¢ mantido por uma actividade assimétrica dos canais de calcio

existentes na membrana plasmatica na zona do dominio apical do tubo polinico.
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1.1.3. Crescimento e direccionamento do tubo polinico

Apos a formagdio do tubo polinico este fica em contacto intimo com a matriz
extracelular do pistilo. Comega por penetrar através das camadas de células estigmaticas
e posteriormente no estilete, chegando eventualmente ao ovéario (Fig. 1.5). Entra no
micrépilo do évulo, penetra numa das sinergideas do saco embriondrio e ai liberta os
gametas masculinos onde um se funde com a oosfera e outro com a célula central para
formar, respectivamente, o zigoto dipléide e o endosperma tripléide (Cresti et al. 1992,
Faure et al. 1996, Taylor e Hepler 1997).

Desde muito cedo que se pode considerar a existéncia de uma tendéncia direccional
no processo de crescimento do tubo polinico, isto ¢, o crescimento do tubo polinico €
direccionado do estigma para os 6vulos, € ocorre inteiramente na matriz extracelular dos
tecidos do pistilo até chegar ao saco embriondrio onde penetra numa das sinergideas

(Lord e Sanders 1992, Cheung 1995, Cheung 1996, Park et al. 2000).

‘ ! Estilete
Gréo de pélen Tubo pilinico

Parede do ovario

Ovulo
Tubo polinico Saco embrionario
I Micropilo
Tecido de
transmissao

Fig. 1.5 — Esquemas ilustrativos do crescimento do tubo polinico através dos tecidos do pistilo. a. Os grdos
de pélen depois de pousarem no estigma germinam e formam um tubo polinico que penetra através das
células estigmaticas e do tecido de transmissdo do estilete. b. O tubo polinico chega ao ovario, entra no
micrépilo do évulo e dirige-se para o saco embriondrio onde vai libertar os gimetas masculinos (adaptado

de Cresti et al. 1992).

O direccionamento do tubo polinico ao longo dos tecidos do pistilo inclui-se num

processo de direccionamento de longo alcance de uma célula para um determinado alvo.
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O direccionamento celular pode envolver pelo menos dois mecanismos distintos. A célula
direccionada pode responder a um gradiente quimico de sinais positivos ou negativos que
emanam do alvo ou das células que o envolvem (Hiilskamp et al. 1995b, Ray et al. 1997),
ou alternativamente, a célula direccionada pode mostrar um crescimento polarizado ao
longo de uma via pré-estabelecida (Sanders e Lord 1989, Sanders e Lord 1992). O
direccionamento do tubo polinico tem fases distintas que podem ser mecanicamente

diferentes envolvendo um, ou o outro, ou ambos os processos referidos.

1.1.3.1. Interaccdes entre o pélen e o estigma

A polinizagdo inicia-se com a deposigdo dos grios de polen na superficie
estigmatica. Ai germinam e os tubos polinicos formados penetram a cuticula das células e
invadem a matriz extracelular (MEC) das células secretoras subjacentes. Algumas células
estigmaticas degeneradas poderdo facilitar esta penetragio. A matriz extracelular fornece
suporte nutricional e possivelmente sinais que direccionam o tubo polinico (Cheung

1996).

Num primeiro momento de interac¢do entre o poélen e o estigma as c€lulas desta
estrutura produzem secregdes com propriedades adesivas que facilitam a captura dos
grios de polen do ar ou de agentes polinizadores bi6ticos (Gasser e Robinson-Beers
1993). No entanto, de todos os grdos de pdlen que ai se depositam apenas alguns
conseguem germinar e formar o tubo polinico. No decurso do processo evolutivo muitas
espécies de plantas desenvolveram mecanismos que favorecem a polinizagdo cruzada
dentro da espécie, isto é, mecanismos que levam a rejeigdo do polen de outras espécies
(incompatibilidade interespecifica) e/ou rejei¢dio do pélen proveniente da mesma planta
(auto-incompatibilidade) (Nasrallah e Nasrallah 1993, Herrero e Hormaza 1996, Pruitt
1997). Tal significa que no estigma ocorre a secre¢do de compostos que estdo envolvidos
na rejei¢do de grios de polen incompativeis € na promogdo do crescimento de tubos

polinicos de grdos de pdlen compativeis (Gasser e Robinson-Beers 1993).

A importéncia da zona estigmatica na germinagdo do pélen e no crescimento do tubo
polinico é demonstrada pela ablagdo deste tecido através de transformagdes genéticas em
plantas do tabaco (Goldman et al. 1994). Nestas plantas transgénicas, os gréos de pdlen

germinam com uma eficiéncia reduzida, e os tubos ndo conseguem penetrar no tecido de
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transmissdo do estilete. A aplicagdo de exsudados estigmaticos de pistilos selvagens na
zona excisada aumenta a eficiéncia de germinagdo do pélen e restabelece o crescimento
do tubo.

A influéncia do exsudado estigmatico na hidratagdo, germinagdo e penetragdo do
tubo polinico no estigma ¢ fundamental no caso dos estigmas himidos; por sua vez, em
espécies com estigmas secos, € o revestimento externo do grido de polen que desempenha
um papel fundamental (Preuss et al. 1993, Taylor e Hepler 1997). Assim, o exsudado
permite que os tubos cresgam directamente para o estigma, enquanto que a parede externa
do grio de pdlen estabelece o contacto com o estigma (Wolters-Arts et al. 1998). Em
estigmas himidos, geralmente os grdos de polen hidratam e germinam imediatamente
enquanto que em estigmas secos, as células das papilas sdo estimuladas a secretar

exsudados para a superficie estigmatica (Cheung 1996).

Nos ultimos anos tem vindo a ser feito um esforgo para identificar possiveis
moléculas envolvidas no processo de hidratagdo e germinagéo do grdo de pélen. Em 1992
Mo et al. verificaram que flavondides produzidos tanto pelo pélen como pelo pistilo eram
essenciais para que a germinagdo do pélen ocorresse com sucesso. Mutantes de milho
deficientes em flavonodides e plantas transgénicas de Petunia hybrida com niveis
suprimidos de flavonéides no poélen eram estéreis, ndo germinavam. Verificaram ainda
que um flavenoide da superficie do pélen, o Kaempherol, restabelecia a germinagéo e o
crescimento do tubo polinico tanto in vivo como in vitro, e restabelecia a fertilidade das
plantas deficientes em flavonoides. Este flavendide ¢ encontrado nos exsudados
estigmaticos de pistilos de plantas do tipo selvagem em concentragdes suficientes para
suportar a germinagéo de grios de pélen deficientes em flavondides.

Mais recentemente lipidos que fazem parte quer do revestimento externo do gréo de
polen quer do exsudado do estigma tém sido implicados na hidratagdo e germinago do
polen. Por exemplo, pode-se referir que lipidos de cadeias longas existentes no
revestimento externo do grio de polen sdo importantes para as interacgdes iniciais entre o
polen e o pistilo, necessérias 4 iniciagdo da germinacdo do gréo de polen. O polen dos
mutantes cer e pop-Ide Arabidopsis thaliana ndo possui os lipidos de cadeias longas que
existem na camada de trifina do pélen selvagem. Estes grios de pdlen ndo estimulam a
secrecfio de agua pelo estigma e assim ndo hidratam e portanto ndo germinam (Preuss et
al. 1993, Hiilskamp et al. 1995a). Condi¢des de humidade elevada, ou uma mistura com

polen do tipo selvagem (ou com extractos da parede do pélen do tipo selvagem), podem
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levar & hidratacfo destes grios de polen e restabelecer a fertilidade. Os autores citados
sugerem que os lipidos podem agir tanto directamente na sinalizagéo polen-estigma como
indirectamente estabilizando outros componentes.

Outro aspecto essencial na germinagdo do pélen € a absorgdo de dgua. Lush et al.
(1998) propdem que um gradiente de dgua presente nos exsudados do estigma funciona
como um sinal direccional para o crescimento dos tubos polinicos nessa estrutura do
pistilo. Para que tal acontega o exsudado deve ser suficientemente permeavel para que
ocorra a hidratagio do pélen mas nfo tio permedvel que o fornecimento de 4gua se torne
ndo direccional.

Sendo assim, a explicagdo para o direccionamento do tubo polinico no estigma esta
relacionada com a presenga de determinados lipidos que controlam o fluxo de dgua (Lush
1999). Wolters-Arts et al. (1998) ao aplicarem éleos a pistilos sem estigma de plantas
transgénicas estéreis de Nicotiana fabacum demonstraram a importancia da natureza
quimica do exsudado, j& que verificaram que a fungdo do estigma podia ser restaurada
pela aplicacdo de alguns triacilglicerideos. Experiéncias realizadas pelos mesmos autores
mostram que a penetracdo dos tecidos estigmaticos por tubos polinicos depende da
presenga de lipidos no revestimento externo do pélen ou no exsudado estigmatico, e pode
ocorrer independentemente do tipo de célula que o podlen encontra. Concretamente,
lipidos do tipo triacilglicerideos cis-insaturados e a parede externa do gréo de pdlen
permitem o crescimento de tubos polinicos em tecidos especializados (estigmas humidos
ou secos) e ndo especializados (folhas). O contacto hidréulico entre o grdo de polen e o
tecido subjacente ¢ estabelecido pela parede externa do grdo de pélen ou pelo exsudado.
Estes autores propde que os lipidos direccionam o crescimento do tubo polinico
controlando o fluxo de 4gua para o polen em espécies com estigmas secos € humidos. Isto
explica porque € que o crescimento direccional do tubo polinico in vivo e in vifro ocorre
apenas quando ha um fornecimento direccional de 4gua. Concluindo, a for¢a do gradiente
de 4gua, que nas interacgdes pdlen-estigma ¢ determinado pela composi¢o dos lipidos,

direcciona o crescimento.

1.1.3.2. Interacgdes entre o pdlen e o estilete

Ao entrar no estilete, os tubos polinicos ficam confinados a uma regido central de

transmissdo: eles ou alongam na matriz extracelular das células de transmissdo, que
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preenchem os estiletes s6lidos de algumas plantas, ou na superficie secretora do canal de
transmissdo nos estiletes ocos de outras plantas (Cheung 1996, Herrero e Hormaza 1996).

O tecido de transmissfio apresenta uma matriz extracelular abundante enriquecida
com materiais de secregdo. Durante a polinizagfio e penetragio dos tubos polinicos, a
quantidade de hidratos de carbono bem como o contetdo em amido dos amiloplastos do
tecido de transmissdo diminui. Com frequéncia algumas células do tecido de transmisséo
ficam destituidas do citoplasma e muitas vezes rebentam. O crescimento do tubo polinico
tem uma exigéncia metabdlica significativa, sendo provavelmente o tecido de transmissdo

o fornecedor de nutrientes para este processo (Cheung 1996, Wilhelmi e Preuss 1997).

Permanece pouco claro se os tubos polinicos comunicam activamente com as células
do estilete ou se fluem passivamente através de uma via pré-estabelecida pelos tecidos
esporofiticos (Malh6 1998). Experiéncias feitas com contas de latex por Sanders e Lord
(1989) apoiam a ultima hipotese. Estas contas, compardveis em didmetro com as
extremidades dos tubos polinicos, foram aplicadas a superficie do estilete de trés espécies
diferentes, apds excisdo do estigma. Verificou-se que independentemente da orientagio
do estilete, o transporte das contas em direc¢do ao ovério, incluindo o trajecto e a taxa de
migracdo, era semelhante ao do crescimento dos tubos polinicos. Estas observagdes
sugerem que o movimento dos tubos polinicos no estilete ¢ apenas controlado pelos
tecidos femininos da flor através de um mecanismo desencadeado pela matriz
extracelular e que orienta os tubos polinicos do estigma até ao micropilo do 6évulo o que
implica a existéncia de uma matriz extracelular com propriedades adequadas para

suportar um processo semelhante ao do crescimento do tubo polinico.

Certas vias de investigagdo procuram demonstrar a existéncia de sinais de
direccionamento que permitam o alongamento dos tubos polinicos em direc¢do ao ovério
(Cheung 1996, Wilhelmi e Preuss 1997). Assim, verificou-se que in vitro, moléculas de
baixa massa molecular e ides, tais como a glucose (Reger et al. 1992) e o célcio
(Mascarenhas e Machlis 1962) tém uma actividade quimiotrépica no crescimento do tubo

polinico em muitas espécies, sendo estas moléculas abundantes no tecido de transmisséo.

Alguns autores propdem que no estilete, poderd ocorrer um fendmeno de adeséo que
podera fornecer a ligagdo entre a célula do tubo polinico e as células do tecido de

transmissdo e que permite a sinalizagdo entre os dois tipos de células (Cheung 1996,
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Taylor e Hepler 1997). Jauh et al. (1997) propdem que a polinizagdo em Lilium € um caso
de adesio e movimento celular. Estes investigadores desenvolveram uma matriz
extracelular artificial aplicando extractos do tecido de transmissdo do estilete a
membranas de nitrocelulose. Verificaram que quando tubos polinicos a crescer in vitro
eram aplicados a essa matriz, aderiam pelos apices a 4rea do exsudado do estilete rica em
proteinas arabinogalactinicas. Uma vez aderidos cresciam a taxas superiores a de outros
sistemas de culturas in vitro. Foi proposto que um gradiente no factor de adesdo do topo
para a base dos estiletes funcionaria como um sinal de direccionamento. A partir daqui
foi possivel isolar duas fracgdes das matrizes extracelulares do tecido de transmissdo do
estigma/estilete que sdo necessarias a adesfo: uma cuja andlise do cDNA veio o revelar
ser homologa a proteinas ndo especificas de transferéncia de lipidos (PTLne) das plantas
¢ a outra que apresenta uma composi¢do glicidica de uma PAG. Isoladamente nenhuma
destas moléculas ¢ adesiva; € necessdria a combinagdo das duas para induzir a adesfo de

tubos polinicos a outros tubos polinicos e & matriz in vitro (Park et al. 2000).

As proteinas TTS (proteinas especificas do tecido de transmissdo) pertencem a
familia das PAGs e estfo presentes nos espagos intercelulares do tecido de transmisséo de
N. tabacum. Estas proteinas sfio um forte candidato para o papel de sinal de
direccionamento ao nivel do estilete (Cheung et al. 1995, Wu et al. 1995). Uma das
primeiras observagdes realizadas foi a de que a quantidade das proteinas TTS vai
aumentando 4 medida que o pistilo se vai desenvolvendo atingindo o maximo no
momento da antese (momento em que o tecido de transmissdo estd mais receptivo para os
tubos polinicos), € que esse aumento é maior na zona basal do que na zona mais préxima
do estigma (Wang et al. 1993). Posteriormente a hipdtese de que as proteinas TTS sédo
importantes no crescimento e direccionamento do tubo polinico foi reforgada a partir de
observagdes usando tubos polinicos isolados a crescer in vifro na presenga de proteinas
TTS que actuavam como estimuladores de crescimento. Verificaram também que estas
proteinas atraiam os tubos polinicos em culturas semi-in vivo (Cheung et al. 1995). Estes
investigadores mostraram ainda que o crescimento do tubo polinico ¢ fortemente
reduzido em plantas transgénicas que apresentam niveis baixos de proteinas TTS
(Cheung et al. 1995).

Outro aspecto significativo € o de as proteinas aderirem a superficie do tubo polinico
em toda a sua extensdo e ao dpice, sugerindo que possam servir de substrato adesivo para

o crescimento do tubo polinico. As proteinas TTS também sdo incorporadas na parede

21



Introdugéo

dos tubos polinicos in vivo e séo desglicosiladas por eles, sugerindo que possam fornecer
nutrientes para este processo. Wu et al. (1995) sugerem que uma diferenga na glicosilagéo
possa ser o sinal de direccionamento, ji que as proteinas TTS sdo menos glicosiladas na
extremidade estigmatica do estilete do que na extremidade ligada ao ovério.
Recentemente, a partir de N. alata foi purificada uma glicoproteina do estilete rica
em galactose (GaRSGP) homdloga das proteinas TTS (Sommer-Knudsen et al. 1998).
Verificou-se, no entanto, que aparentemente ndo atraem os tubos polinicos e ndo existe
um gradiente de glicosilagdo destas proteinas no estilete, como acontece para as proteinas
TTS, o que veio contrariar os resultados obtidos pelo grupo de investigagfo da Professora
Alice Cheung. Posteriormente este mesmo grupo de investigadores (Wu et al. 2000)
verificou que as proteinas GaRSGP representam uma pequena parte de um grupo de
outras proteinas, as proteinas NaTTS, em tudo semelhantes as proteinas TTS.
Verificaram ainda que as GaRSGP sfio em média menos glicosiladas que a maioria das
outras PAGs deste grupo o que explica os dados obtidos por Sommer-Knudsen et al.
(1998). Assim, continuam a ser aceites todas as hipoteses relativas as fungbes das

proteinas TTS no tecido de transmissdo do estilete.

1.1.3.3. Interaccdes entre o polen, o ovirio e o 6vulo

Cada tubo polinico emerge da base do estilete para entrar no ovdrio. Dentro do
ovario os tubos polinicos continuam a crescer ao longo da superficie da placenta a qual os
6vulos estdio ligados. O seu crescimento basipeto continua até que tém acesso a um 6vulo
através do micrépilo, por vezes modificando a sua direcgfo de crescimento até 90°. Apos
a chegada ao micrépilo o dpice do tubo polinico penetra através do nucelo, entra no saco
embriondrio através de uma sinergidea e liberta os gimetas, que migram para a oosfera e
para a célula central para ocorrer a fecundagfo (Cheung 1996, Wilhelmi e Preuss 1997).

Em algumas espécies o trajecto para os évulos ¢ marcado por uma pista de material
secretado, mas mais frequentemente, os tubos viajam num ambiente relativamente seco
ao longo da superficie das células que fisicamente suportam o évulo. Em alguns casos, 0s
micrépilos estdo cobertos com exsudados enriquecidos com compostos glicosilados, que
eventualmente sdo importantes na atrac¢do dos tubos polinicos para os 6vulos (Cheung
1996).

Estudos recentes levantam a hipotese de os sinais essenciais para o direccionamento

dos tubos polinicos serem provenientes, muito provavelmente, dos proprios 6vulos. Com
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efeito Hulskamp et al. (1995) fizeram uma série de observagdes que indicam que o
direccionamento do tubo polinico para fora do tecido de transmissdo e através do ovdrio
necessita de sinais direccionais. Assim, com muita frequéncia os tubos polinicos depois
de emergirem do tecido de transmissdo dirigem-se para o primeiro 6vulo disponivel;
mutantes com 6vulos deficientes mostram um direccionamento aberrante, com os tubos
polinicos a vaguearem pelo ovario; os defeitos mais graves no direccionamento ocorrem
quando os 6vulos nfio tém saco embriondrio. Portanto, a fase final do direccionamento
parece ocorrer como resposta a um sinal ou sinais, ainda ndo identificados, provenientes
das células do 6vulo. Ray et al. (1997) levantam a hipétese de ser o saco embriondrio
hapléide o componente do 6vulo com a actividade de grande alcance que controla o
direccionamento do tubo polinico, tendo-se baseado em observagdes de que os tubos sdo
apenas direccionados para os 6vulos que tém um saco embriondrio funcional. Logo, pelo
menos a fase final do desenvolvimento do tubo polinico é controlada pelo saco
embriondrio. Estes resultados levantam questdes relacionadas com a origem precisa € a
natureza do sinal de direccionamento. Deixam em aberto a possibilidade de o sinal
direccional ser produzido tanto pelo megagametéfito como por algumas células
esporofiticas apés indugéo pelo megagametéfito (Ray et al. 1997, para uma revisdo ver
Smyth 1997).

Wilhelmi e Preuss (1996) referem que a reemergéncia do tubo polinico na superficie
celular interna do ovario, ¢ subsequente direccionamento do tubo para um dvulo,
necessita de genes que sfo expressos tanto no esporéfito materno como no gametofito
masculino e a adesdo do tubo polinico a superficie celular esporofitica deve desempenhar
um papel importante neste processo.

Coimbra e Salema (1997) propdem que as proteinas arabinogalactanicas,
reconhecidas pelos anticorpos monoclonais JIM8 e MAC207, séo provavelmente o sinal
direccional para o crescimento do tubo polinico no interior do évulo de A.
hypochondriacus, que ¢ um 6vulo crassinucelado. Baseiam-se no facto de a expresséo
dos epitopos destas glicoproteinas no 6vulo aparecer alinhada com a zona por onde passa

o tubo polinico, nomeadamente através das células do nucelo micropilar.
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1.2. Proteinas arabinogalactinicas (PAGs)

A classe das proteinas arabinogalactinicas (PAGs) cobre um vasto grupo de
moléculas que basicamente preenchem trés critérios, designadamente: (i) possuem um
nicleo proteico rico em hidroxiprolina/prolina, alanina, serina e treonina; (ii) possuem
cadeias glicidicas do tipo II arabino-3,6-galactano; (iii) ligam-se aos reagentes de Yariv.
No entanto, alguns autores sugerem que algumas moléculas apesar de néio preencherem
os trés critérios devem ser consideradas PAGs. Tal facto, pode ser indicativo de que a
classificagdo das PAGs com base na composi¢io quimica pode ser inadequada. Em vez
disso, uma classificagfio das moléculas com base na fungfo pode vir a ser mais fidedigna
(Kreuger e van Holst 1996).

Genericamente as PAGs pertencem a uma superfamilia de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina (GPRH), familia esta que também inclui as extensinas, as proteinas ricas
em prolina (PRPs) e as lectinas das Solanaceae (Showalter 1993). Estas outras
glicoproteinas diferem das PAGs, entre outras caracteristicas, na propor¢o e organizagdo
dos monossacarideos e na natureza da ligago entre a por¢do glicidica e a por¢éo proteica
(para uma revisdo ver Fincher et al. 1983, Cassab 1998).

Estas moléculas tém vindo a atrair interesse devido a sua ampla distribui¢do nas
plantas, estando representadas por uma grande familia de genes numa ampla variedade de
angiospérmicas, e ao seu potencial envolvimento como marcadores da identidade celular

e diferenciagfo (Kohorn 2000).
1.2.1. Distribuicéio e localizagio

As PAGs encontram-se amplamente distribuidas no reino vegetal, ocorrendo,
provavelmente, em todas as células de todas as plantas, desde as bridfitas ate as
angiospérmicas (Fincher et al. 1983, Majewska-Sawka e Nothnagel 2000).

Aparecem em vérios 6rgdos das plantas incluindo as folhas, caules, raizes, flores e
sementes (Fincher et al. 1983). S#o ainda extremamente abundantes nos tecidos
reprodutores do pistilo e nos tubos polinicos (Cheung € Wu 1999). Algumas PAGs sdo
secretadas em grandes quantidades em certas zonas da planta. E o0 que acontece no tecido
de transmissdo do estilete e nas células secretoras que produzem gomas (Clarke et al.

1979, Fincher et al. 1983, Jauh et al. 1997). Também culturas de células in vitro
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derivadas de tecidos de embrides, endosperma, raizes e folhas produzem e secretam
PAGs para o meio (Fincher et al. 1983, Pennell et al. 1989).

A nivel subcelular as PAGs encontram-se na superficie celular o que inclui a
membrana plasmatica (Pennell et al. 1989, Jauh e Lord 1996), o espago entre a membrana
plasmatica e a parede celular, a propria parede celular (Serpe e Nothnagel 1994) e o
espago ou matriz extracelular (Cheung e Wu 1999). Relativamente & membrana
plasmatica, Gens et al. (2000) apresentam-nos evidéncias de que as PAGs possam ocorrer
num arranjo poliédrico no folheto externo da membrana plasmaética. Podem ainda
encontrar-se em invaginagdes multivesiculares da membrana plasmadtica, também
conhecidas por plasmalemasomas, e em corpos multivesiculares intracelulares (Herman e
Lamb 1992, Ferguson et al. 1999). Aparecem ainda associadas a corpos multilamelares
nos vactolos (Ferguson et al. 1999). Também tem havido indicagdes de que alguns
epitopos das PAGs estfo associados com endomembranas, nomeadamente com o reticulo
endoplasmatico, com o complexo de Golgi e com o tonoplasto (Pennell et al. 1989, Samaj

et al. 2000).

1.2.2. Estrutura e biossintese

As PAGs constituem uma familia de proteoglicanos, isto €, polissacarideos ligados
covalentemente a uma proteina (Fincher et al. 1983, Showalter 1993). Séo complexas
macromoléculas de elevado peso molecular (60 — 300 KDa) caracterizadas por uma alta
proporgdo de glicidos (90 a 98%), em que a galactose (Gal) e a arabinose (Ara) séo os
monossacarideos predominantes (Fincher et al. 1983, Chasan 1994, Du et al. 1994, Youl
et al. 1998) e um pequeno nucleo polipeptidico (1-10%) geralmente rico em
hidroxiprolina (Hyp), alanina (Ala), serina (Ser) e treonina (Thr) (Chen et al. 1994, Du et
al. 1994, Gerster et al. 1996, Majewska-Sawka e Nothnagel 2000). Os amino4cidos
referidos podem representar mais de 75% do total de residuos (Chen et al. 1994), no
entanto, o conteido em amino4cidos pode variar entre as PAGs de diferentes espécies e
tecidos (Cassab 1998). Supde-se também que nestas moléculas existe uma pequena
por¢do lipidica (Fig. 1.6) (Majewska-Sawka e Nothnagel 2000).

As propriedades fisicas das PAGs irfio depender da estrutura tanto do polipeptideo
como dos polissacarideos. A falta de informagdo precisa relativamente a ligagéo
estabelecida entre a porgdo glicidica e o niicleo proteico e a organizagdo destas moléculas

torna dificil prever o seu comportamento fisico. A estrutura das PAGs demonstra um
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grande potencial para se ligar a outros componentes da parede celular (Baldwin et al.

1993, Serpe e Nothnagel 1995).

1.2.2.1. Nucleo polipeptidico

Os ntcleos polipeptidicos variam em tamanho molecular e podem consistir numa
Unica cadeia ou varias cadeias com ligagdes cruzadas. Estas diferengas levam a diferentes
graus de flexibilidade do nucleo polipeptidico (Fincher et al. 1983).

Até 1994 ndo tinha havido qualquer relato de cDNAs relativos a sequéncias
peptidicas de PAGs, embora algumas dessas sequéncias peptidicas ja fossem conhecidas.
Desde essa altura e até ao momento j4 foram caracterizados varios cDNAs que codificam
o niicleo polipeptidico de PAGs (Chen et al. 1994, Du et al. 1994, Pogson e Davies 1995,
Gerster et al. 1996, Li e Showalter 1996, Schultz et al. 1997, Gao et al. 1999, Loopstra et
al. 2000).

Estes cDNAs codificam proteinas relativamente pequenas (12-13 KDa). A anélise da
composigdo dos aminodcidos destes clones revela uma baixa homogeneidade entre eles,
no entanto é possivel distinguir alguns aspectos comuns. Todos estes cDNAs (i)
codificam polipeptideos com uma sequéncia sinal N-terminal para entrar na via secretora,
isto &, que levara a secregdio da proteina codificada e (ii) uma sequéncia central hidrofilica
rica em residuos de Pro/Hyp, Ala, Ser e Thr (Fig. 1.7) (Chen et al. 1994, Du et al. 1994,
Gerster et al. 1996, Sommer-Knudsen et al. 1997). Ndo existe consenso em relagdo as
sequéncias no niicleo proteico das PAGs quanto a hidroxilagio e glicosilagdo dos
residuos de prolina (Du et al. 1996). A maioria dos residuos de prolina, nas sequéncias
peptidicas, estdo hidroxilados, sugerindo que ocorre maioritariamente uma O-glicosilagéo
na parte central da proteina. A abundéncia de locais potenciais de O-glicosilagdo €
consistente com o alto teor em glicidos (Chen et al. 1994, Du et al. 1994).

A presenga destes dois dominios parece ser relativamente consensual, 0 mesmo néo
acontecendo ao resto da estrutura proteica das PAGs (Majewska-Sawka e Nothnagel
2000). Assim, as estruturas do niicleo proteico estio divididas em PAGs cléssicas e nfio

classicas (Du et al. 1994, Knox 1999).

PAGs classicas
Clones correspondendo a PAGs cléssicas codificam polipeptideos com pelo menos
trés dominios distintos, dois dos quais ja foram referidos: a sequéncia sinal de secregdo

N-terminal e um dominio central que contém a maioria dos residuos de Pro/Hyp.
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Algumas PAGs classicas contém um dominio curto rico em aminodcidos basicos, que
interrompe o dominio rico em Pro/Hyp, Ala, Ser e Thr (Gao et al. 1999). De acordo com
sequéncias de cDNAs, o nicleo proteico das PAGs classicas contém ainda um dominio
transmembranar hidrofébico na extremidade C-terminal (Chen et al. 1994, Du et al. 1994,
Gerster et al. 1996). Os dominios hidrofilicos e hidrofébicos poderdo conferir
propriedades de formag&o de micelas as PAGs (Chen et al. 1994).
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Fig. 1.6 - Modelo hipotético de uma PAG cléssica com uma éncora lipidica GPL. A elipse representa as
dimensdes de uma PAG da cenoura ¢ que sdo de 15 por 25nm. A linha ondulada representa o ntcleo
proteico, que para uma PAG de 141 KDa contendo 5,6% de proteina tem um comprimento estimado de
24nm, basicamente o0 mesmo comprimento da elipse. A dncora GPI estd esquematizada aproximadamente a
escala. O local de clivagem por uma fosfolipase C especifica de fosfatidilinositol (PI-PLC) esta indicado.
As cadeias de arabinogalactano do tipo II consistem em 30 a 150 residuos de agicar e estdo ligados a
muitos residuos Hyp, Ser e/ou Thr do nficleo polipeptidico. As cadeias laterais do nicleo (1-3)-B-D-
galactano sdo baseadas em oligossacarideos caracterizados a partir de varias PAGs, mas a sua localizagdo €
hipotética. Ainda nfio foi descoberta a estrutura completa para nenhuma PAG (adaptado de Serpe e
Nothnagel 1999 in Majewska-Sawka e Nothnagel, 2000).
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Todavia, numa PAG madura este dominio hidrofobico estd ausente e ¢ substituido
por uma ancora lipidica de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Youl et al. 1998). A existéncia
da ancora GPI sugere que a molécula possa estar ancorada na membrana plasmatica, com
a parte central exposta para a face extracelular (Chen et al. 1994, Gerster et al. 1996,
Oxley e Bacic 1999, Majewska-Sawka e Nothnagel 2000).
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Fig. 1.7 — Representagio esquematica da sintese e processamento das PAGs classicas. A sintese do nicleo
proteico ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso (RE). Af o sinal de secregdo N-terminal ¢ clivado e o
dominio transmembranar C-terminal é processado, havendo a adigdo de uma ancora GPI através de uma
transamidase. Ainda no RE, os residuos de Pro sdo hidroxilados, por uma hidroxilase da prolina e O-
glicosilados por uma galactosil transferase. A PAG ¢ entdo transportada para o complexo de Golgi onde a
0O-glicosilagio ¢ terminada de modo a ficarem completas as cadeias de arabinogalactano do tipo IL. E entdio
transportada para a superficie celular através de vesiculas. A PAG podera ser libertada da superficie celular
para o espago extracelular através da acgio de uma fosfolipase (setas). EtN- etanolamina, Gn-

glucosamina, In— inositol, P- fosfato (adaptado de Youl et al. 1998).
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Muito recentemente tém sido efectuados vérios estudos no sentido de verificar a
existéncia nas PAGs das 4ncoras GPI e conhecer a sua constitui¢do. Youl et al. (1998)
verificaram que dois membros pertencentes a classe das PAGs cléssicas, NaAGP1 dos
estiletes de Nicotiana alata e PcAGP1 de células de cultura em suspensdo de Pyrus
communis, sofrem um processamento ao nivel da extremidade C-terminal envolvendo
Ancoras membranares de glicosilfosfatidilinositol (Fig. 1.7), ou seja, a hélice
transmembranar da extremidade C-terminal, prevista a partir do cDNA que codifica estas
proteinas nfo estd presente. Um exame das sequéncias de aminodcidos deduzidas de
niicleos proteicos de outras PAGs classicas sugere que as dncoras GPI podem ser uma

caracteristica comum desta classe de PAGs.

Supdem-se que a ancora GPI ¢ importante na ligagdo 4 membrana plasmatica mas
que o seu processamento pode levar & libertagio da PAG modificada para as paredes
celulares, meios de cultura ou espagos intercelulares (Oxley e Bacic 1999, Gao et al.
1999). A 4ncora pode ser clivada a superficie da célula, provavelmente por uma
fosfolipase, & semelhanga do que acontece nas células das leveduras onde a composi¢do
da parede celular ¢ modulada pela libertagdo enzimdtica de glicoproteinas com éancoras
lipidicas (Kohorn 2000). Este processo de sintese e processamento do nicleo

polipeptidico ocorre no reticulo endoplasmatico (Fig. 1.7) (Youl et al. 1998).

A clivagem proteolitica pode ser responsavel pela libertagdo das PAGs para o meio
extracelular numa fase especifica do desenvolvimento (Chen et al. 1994), o que pode
explicar a regulagio de alguns epitopos das PAGs associados & membrana plasmatica
durante o desenvolvimento (Knox et al. 1991, Pennell et al. 1991, Kreuger e van Holst
1993). Todavia, ndo ¢ clara qual a relagdo entre as PAGs com ancoras lipidicas e aquelas
que sido completamente secretadas, e qual delas é mais afectada pelo reagente de Yariv

(Kohorn 2000).

PAGs nio classicas

As PAGs no classicas apresentam dominios ricos em outros aminoacidos que néo a
hidroxiprolina, como é o caso de regides C-terminal ricas em cisteina (Cys) ou ainda um
ou dois dominios ricos em asparagina (Asn) que vém a seguir ou a rodear o dominio rico

em Pro/Hyp, Ala, Ser e Thr (Knox 1999). Nenhuma das PAGs néo-cldssicas codifica uma
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mudanca GPI, nem contém um dominio C-terminal hidrofébico, podendo no entanto ter

uma regifo variavel C-terminal hidrofilica.

1.2.2.2. Porgdo glicidica

Como j4 foi referido os monossacarideos mais importantes séo a galactose, na forma
(D-Galp?) ¢ a arabinose na forma (L-Araf®), podendo aparecer pequenas quantidades de
outros agucares. A proporgdo (Gal:Ara) varia entre 10:90 e 85:15 com a maioria das
amostras a conter mais Gal do que Ara (Fincher et al. 1983).

Os residuos de hidroxiprolina, existentes no nucleo proteico, sfio geralmente
substituidos por cadeias glicidicas (5-25 KDa) (Chasan 1994, Schultz et al. 1998) que s&o
do tipo II arabino-3,6-galactano (Fig. 1.6). Assim, uma das caracteristicas bioquimicas
associada as PAGs e que tem sido usada para as distinguir de outras glicoproteinas ricas
em hidroxiprolina que também sfo ricas em arabinose e galactose € a presenga de uma
moldura polissacaridica altamente ramificada que consiste numa estrutura base de
(1—3)-B-D-galactopiranose, substituida por cadeias laterais (1—6)-p-D-galactopiranose
na posi¢io 6 com residuos terminais de arabinofuranose e outros monossacarideos menos
abundantes, incluindo a xilose, a ramanose, a fucose e 0 4cido ghucorénico (Fincher et al.
1983, Oxley e Bacic 1999).

Os locais precisos de ligagio e o numero de ligagBes por niicleo proteico
permanecem por determinar, embora ligagdes galactosil-O-hidroxiprolina, arabinosil-O-
hidroxiprolina e galactosil-O-serina tenham sido referidas para varias PAGs, isto €, as
cadeias glicidicas laterais, nomeadamente os residuos de arabinose e de galactose estdo
primariamente ligadas por O-glicosilagio aos grupos OH dos residuos de Ser e da Hyp do
nicleo proteico (Kreuger e van Holst 1996). Estas cadeias laterais podem ser constituidas
por mais de 50 monossacarideos (Cassab 1998). Em principio, a variagdo no tipo de
ramificagdes das cadeias laterais pode ser ilimitado. Como consequéncia existem poucos
dados acerca da natureza precisa da estrutura das cadeias laterais. Assim, as PAGs podem
diferir no tipo de cadeias glicidicas e no numero e localizagdo de locais de glicosilagdo ao
longo do nticleo proteico (Du et al. 1994).

Majewska-Sawka e Nothnagel (2000) propSem que a informag8o necessaria para a
sintese de cadeias glicidicas longas e ramificadas reside em especificidades de

glicosiltransferases: uma glicosiltransferase em particular € necesséria para adicionar o

? Galp- galactopiranose
* Araf- arabinofuranose
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primeiro monossacarideo a um aminoécido do nucleo proteico e entdo glicosiltransferases
adicionais sfo necessarias para formar cada tipo de ligaciio entre monossacarideos a
medida que a cadeia de glicano cresce. Os autores argumentam que para a sintese de
cadeias altamente complexas (Fig. 1.6) sfio necessdrias muitas glicosiltransferases e,
portanto, muitos genes. N#o é provavel que tal investimento ao nivel do genoma tenha
sobrevivido & evolugio a nfio ser que proporcione fungdes essenciais. Este processo

complexo de O-glicosilagdo ocorre no Golgi (Fig. 1.7.).
1.2.3. Liga¢io com os reagentes de Yariv

Uma caracteristica distintiva das PAGs € ligarem-se e serem precipitadas
especificamente por uma classe de fenilglicosideos vulgarmente conhecidos por reagentes
de Yariv, podendo estes ser usados como reagentes citoquimicos (Yariv et al. 1967). Os
reagentes de Yariv (B-D-glucosil); e (B-D-galactosil);, ligam especificamente a porgéo
glicidica das PAGs de modo ndo-covalente e precipitam-nas (Gao e Showalter 1999).
Moléculas relacionadas com os arabinogalactanos, que se assemelham a parte glicidica
das PAGs mas que ndo contém o nucleo proteico, ndo sdo precipitadas com o reagente de
Yariv (B-D-glucosil)s, todavia podem interferir com a precipitagdo das PAGs (Kreuger e
van Holst 1996). Estes reagentes podem ser usados para isolar PAGs e em estudos de
localizagdo nos tecidos. A interacc8io entre as PAGs e estes reagentes indicam que estas
glicoproteinas também sdo B-lectinas com uma ampla especificidade de ligacdo dirigida
para ligagdes B-D-glicopiranosil (Showalter 1993). Para além dos reagentes de Yariv (B-
D-Glc)s e (B-D-Gal); que reagem com as PAGs existem outros dois fenilglicosideos de
Yariv, o (B-D-Man); e o (a-D-Gal); que ndo reagem com as PAGs sendo utilizados, em
inameros trabalhos, como controlo.

O reagente de Yariv nfio ¢ um anticorpo mas reage de modo semelhante. Uma das
limitagdes do reagente de Yariv estd relacionada com o facto de este reagente reagir
indiferenciadamente com todas as PAGs, sendo portanto impossivel determinar qual a
PAG envolvida no processo em estudo, no entanto tem sido muito utilizado para tentar

determinar algumas das possiveis fungdes das PAGs.
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1.2.4. Os anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais sdo uma ferramenta poderosa para caracterizar e
determinar as funcdes das PAGs. Até ao momento praticamente todos os anticorpos tém
sido dirigidos para a porgio glicidica das PAGs (Knox et al. 1991). No entanto, a
estrutura precisa destes epitopos ainda ndo foi determinada (Knox 1995), embora ja se
tenha dado um primeiro passo no sentido de elucidar a complexa estrutura
oligossacaridica de alguns destes epitopos (Yates et al. 1996, para uma revisdo ver Knox
1997). Recentemente foram sintetizados anticorpos dirigidos para o niicleo proteico (Gao
etal. 1999).

Fracgdes isoladas por ligagdo com anticorpos monoclonais (& semelhanga do que
acontece por precipitagio com os reagentes de Yariv) podem conter PAGs com diferentes
niicleos proteicos mas com composi¢do em monossacarideos e com arranjos de ligagdes
semelhantes. Neste caso estaremos a trabalhar com uma mistura de PAGs relacionadas
entre si (Du et al. 1994). Assim, ndo constitui surpresa o facto de certos anticorpos
monoclonais tanto reagirem com as PAGs secretadas como com as que se encontram
associadas & membrana. Knox (1995) sugere que de futuro serd necessdrio preparar

anticorpos monoclonais que reconhecam estruturas oligossacaridicas bem definidas.

Entre outros aspectos os anticorpos monoclonais tém sido usados para localizar
epitopos das PAGs em diferentes tecidos o que veio demonstrar que as PAGs podem ser
expressas de uma maneira especifica em 6rgfios, tecidos e células (Knox 1995). Assim,
numerosas investigages tém demonstrado que a expressdo das PAGs no
desenvolvimento é regulada tanto espacialmente (diferentes orgéos, tecidos ou tipos de
células esto associados a um subconjunto caracteristico de PAGs) (Chasan 1994) como
temporalmente (um tecido ou orgdo produz diferentes PAGs em diferentes fases do
desenvolvimento) (Gell et al. 1986, Majewska-Sawka e Nothnagel 2000). Por exemplo
um epitopo de uma PAG tem uma expressdo modulada temporal e espacialmente em
flores e embrides de Brassica napus (Pennell et al. 1991). Ainda n3o ¢ possivel
compreender por completo o significado dos padrSes de desenvolvimento dos epitopos
das PAGs. Parece, no entanto, que a modulagéio dos epitopos podera ser um reflexo do

metabolismo das PAGs (Knox 1995).
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1.2.5. Estabilidade e reciclagem

As PAGs sdo quimicamente estdveis, resistentes a altas temperaturas, a tratamentos
pelo frio e com substéncias alcalinas (Kreuger e van Holst 1996) e a protetlise no seu
estado nativo. Sio também extremamente soluveis na dgua (Fincher et al. 1983).

Certas experiéncias indicam que o tempo durante o qual as PAGs estfo presentes nos
tecidos é curta (Cassab 1998). Presumivelmente tal facto dever-se-a a existéncia de um
sistema activo de degradagdo e reciclagem. Esta hipotese € apoiada pelo facto de se terem
encontrado PAGs nas membranas internas de corpos multivesiculares (Herman e Lamb
1992) e no vactolo (Schindler et al. 1995, Ferguson et al. 1999), reflectindo
provavelmente o movimento das glicoproteinas da membrana plasmatica na via
endocitica (Pennell et al. 1989). Os corpos multivesiculares podem-se fundir com o
tonoplasto (Herman e Lamb 1992) libertando as PAGs e levando eventualmente a

degradagio destas moléculas.

1.2.6. Fungdes

Apesar da sua abundincia e ampla distribui¢do nas plantas, faltam provas
conclusivas acerca das fungdes desempenhadas pelas PAGs. No entanto, tudo aponta para
que as PAGs sejam importantes em multiplas fases do crescimento e desenvolvimento,

desde a embriogénese até a fecundagfio.

As PAGs ndo estio ligadas covalentemente a parede celular (Serpe ¢ Nothnagel
1995), sdo com frequéncia secretadas em grandes quantidades e portanto néo parecem
desempenhar uma fungdo estrutural (Pennell et al. 1989, Kreuger e van Holst 1996). No
entanto, é ainda discutido se estes proteoglicanos funcionam como receptores da
superficie celular para moléculas constituintes da matriz da parede celular,
nomeadamente polissacarideos (Pennell et al. 1989, Kohorn 2000), isto porque possuem

muitos locais potenciais de O-glicosilagfo.

Ao nivel do desenvolvimento das plantas podemos considerar trés processos
fundamentais: a divisdo, a expansio e a diferenciagdo celular. A analise clonal mostra
que, pelo menos ao nivel da diferenciagdo celular, a posigdo da célula ¢ um factor mais

importante do que a linhagem celular. Portanto, o destino de uma célula em particular
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depende mais da identidade das suas células vizinhas do que da identidade da sua célula
mde. Isto implica que a informag#o posicional possa ser comunicada pelos componentes
da parede celular durante o desenvolvimento e a diferenciagdo.

O largo espectro de distribuigfio das PAGs nas plantas, particularmente na superficie
celular, pode ser um bom indicativo de que estes proteoglicanos estejam envolvidos em
funcbes mediadas pela superficie celular, o que faz delas boas candidatas para actuarem
como marcadores da posi¢do (Showalter 1993, Oxley e Bacic 1999) e da identidade
celular (Knox et al. 1991, Pennell et al. 1991, Gao et al. 1999) ou como mensageiros em
interacgdes entre as células durante o desenvolvimento das plantas (Fincher et al. 1983,
Kreuger e van Holst 1993, McCabe et al. 1997). Supde-se que desempenham fungdes ao
nivel da sinalizagdo, comunicagio e reconhecimento celular, adesdo entre as células e
entre as células e a matriz, devido a sua forte adesividade, e interac¢des entre as células e
o ambiente (Clarke et al. 1979, Pennell et al. 1991, Sanders e Lord 1992).

Quando durante os processos de desenvolvimento ocorre uma mudanga nos sinais da
superficie celular, caso a molécula sinalizadora seja uma PAG, a remodelagdo pode ser
rapidamente acompanhada pela clivagem das &ncoras GPI para libertar as PAGs da

membrana plasmatica (Majewska-Sawka e Nothnagel 2000).

Como ja foi referido, tem sido proposto que as PAGs intervém na diferenciagéo
celular (Knox et al. 1991, Schindler et al. 1995, Kreuger e van Holst 1996). Uma
evidéncia da sinalizagfio entre as células durante a diferenciagdo celular resulta de alguns
estudos em que o tratamento de culturas em suspensdo com PAGs exogenas ou agentes
que ligam especificamente as PAGs influencia a proliferagfo celular e a embriogénese.

As PAGs podem induzir ou inibir a embriogénese somética nas plantas, dependendo
das PAGs e linhas celulares de cultura utilizadas. Kreuger e van Holst (1993) verificaram
que o padrdo das PAGs secretadas por uma linha celular de cenoura muda a medida que o
seu potencial embriogénico muda, e a adigdo de PAGs secretadas por uma linhagem
celular embriogénica de cenoura a uma linhagem ndo embriogénica pode induzir um
potencial embriogénico nessa linhagem. Inversamente, a adicdo de PAGs de uma
linhagem ndo embriogénica pode impedir uma cultura de explanis de cenoura de se
tornarem embriogénicos.

Certas evidéncias levantam a possibilidade de as PAGs estarem envolvidas na
regulagdo do crescimento. Dentro do contexto do desenvolvimento, o envolvimento das

PAGs na proliferagdo celular pode reflectir a sua participagdo na expanséo da parede
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celular (Zhu et al. 1993, Schindler et al. 1995) ou pode reflectir um efeito mais directo na
divisdo celular (Serpe e Nothnagel 1994). Para verificar o papel das PAGs nestes
processos tem sido utilizado o reagente de Yariv, que ao ligar-se a estas moléculas as
perturba alterando o alongamento e a divisdo celular.

Evidéncias para o envolvimento das PAGs na expansdo celular provém de estudos
como os de Zhu et al. (1993) que demonstram que a expansdo de células de tabaco em
culturas adaptadas a NaCl ¢ reduzida quando comparada com células inadaptadas, e que
esta redugfo esta relacionada com a quantidade do complexo (B-D-Glc);-PAG. Por outro
lado Serpe e Nothnagel (1994) verificaram que células de cultura em suspensdo de rosa
tratadas com o fenilglicosideo (B-D-Glc); que liga as PAGs, inibe o crescimento celular
de forma reversivel, sendo esta inibicio dependente da concentragdo. Ja um
fenilglicosideo que ndo liga as PAGs como o (B-D-Man); ou o (x-D-Gal); ndo tem
qualquer papel na proliferagdio celular. O mecanismo de inibigdo do crescimento deve
envolver a supressio da divisio celular ja que o tamanho das células ndo diminui. De
modo inequivoco a divisdo celular e a expanso celular sdo processos ligados € a inibigdo
do ultimo pelo (B-D-Glc); pode indirectamente impedir o primeiro processo.

As PAGs poderfio ainda participar em interacgdes intermoleculares da superficie
celular (Gao et al. 1999). O uso de anticorpos monoclonais contra as PAGs e dos
reagentes de Yariv demonstrou que ligagdes cruzadas entre PAGs a superficie da célula
podem levar a uma inibigdo da proliferagéo celular e crescimento radicular (Schultz et al.
1998). Todavia, permanece a quest&o: serdo as PAGs ou serdo as ligagdes cruzadas entre
uma grande variedade de moléculas a superficie das células que perturbard o crescimento
das células? (Schultz et al. 1998).

Knox et al. (1991) verificaram que h4 epitopos de PAGs que sdo expressos na raiz
em desenvolvimento segundo padrdes especiais restritos que reflectem a posigéo celular e
nfo a linhagem celular e que essa expressdo muda durante o desenvolvimento radicular
Assim, os epitopos das PAGs podem reflectir um padréo tecidular determinado pela
posicio celular. Isto levanta a questdo: serd que os diferentes epitopos das PAGs sdo
apenas o resultado da diferenciacio ou serd que podem causar a diferenciacéo, ou talvez

ocorram ambos os fenomenos?

A descoberta de que a adigdo do reagente de Yariv (B-D-galactosil); a culturas de

células em suspensdo de Arabidopsis thaliana inibia o crescimento das células porque
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induzia a morte celular programada, implicou as PAGs na morte celular programada em
plantas indicando que estas podem ser um componente importante na via de transdugdo
do sinal para este processo. Tal fenémeno parece estar relacionado com a perturbagdo das
PAGs localizadas na interface membrana plasmatica — parede celular (Gao e Showalter
1999). As PAGs poderdo ser um componente importante para o crescimento das células e
sua sobrevivéncia. Por exemplo, uma PAG codificada pelo gene LeAGP-1 parece ter um

papel importante no desenvolvimento do xilema (Gao et al. 1999).

A pronunciada capacidade de adesdio e de retengdo de dgua das PAGs sugere um
vasto leque de outras possiveis fun¢des para estas moléculas. Assim, as PAGs poderéo
simplesmente controlar o balango de agua (Chasan 1994), actuar como lubrificantes ou
contribuir para a estrutura gelificante das matrizes extracelulares (Knox 1995). Outra
fungfo serd a da internalizagfo de material periplasmatico para degradagdo mediada pelo
vacuolo. Tal fungdo é sugerido pela descoberta de que um anticorpo monoclonal que
reage com um epitopo associado & membrana que marca ndo sé6 a membrana plasmatica
mas também corpos multivesiculares derivados da membrana plasmatica que podem
fazer parte de uma via endocitica. A capacidade adesiva das PAGs pode permitir que
adiram, e portanto medeiem a destruicBo de moléculas estranhas ¢ mesmo agentes

patogénicos, da matriz extracelular (Herman e Lamb 1992).

Uma das PAGs mais bem conhecidas ¢ a goma arabica secretada por Acacia senegal.
Apbs injuria estas PAGs sfo secretadas em grandes quantidades actuando como uma
barreira fisica por produzirem um tampdo de gel que previne o ataque por potenciais
agentes patogénicos (Kreuger e van Holst 1996, Cassab 1998). Hoje em dia gomas
contendo PAGs semelhantes & goma ardbica e outros compostos relacionados, ainda séo
usados na industria alimentar como aditivos devido a sua capacidade de agregar e

gelificar (Kreuger e van Holst 1996).

Como ja foi referido anteriormente o reagente de Yariv tem sido utilizado para
determinar algumas fungdes das PAGs. Assim verifica-se que este reagente tem um claro
efeito inibitdrio sobre o desenvolvimento das plantas: pode inibir o crescimento celular; o
crescimento apical do tubo polinico (Jauh e Lord 1996, Roy et al. 1998); o crescimento
radicular (Willats e Knox 1996); e o crescimento celular em culturas de tecidos (Willats e

Knox 1996, Langan e Nothnagel 1997, Gao e Showalter 1999).
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A prevaléncia das PAGs nos tecidos reprodutores levanta a hipdtese de estas
glicoproteinas desempenharem importantes fungdes na reprodugéo sexuada das plantas,
(Cheung e Wu 1999).

Relativamente aos tubos polinicos Li et al. (1992) e Jauh e Lord (1996) verificaram
que as PAGs se depositam nas suas paredes. Ha também uma associa¢@o das PAGs com
as células vegetativas do grao de pélen (Pennell et al. 1989) e com os gametas masculinos
(Pennell et al. 1991). Ha algumas evidéncias de que estes proteoglicanos possam
estimular e direccionar o crescimento dos tubos polinicos (Wu et al. 1995). PAGs
codificadas por dois genes, no polen de Brassica napus, parecem ter um papel importante
na maturagdo, germinagfo e crescimento do tubo polinico, podendo estar envolvidos na
sintese da parede celular durante estes processos (Gerster et al. 1996).

Estudos feitos com os reagentes de Yariv (Jauh e Lord 1996, Roy et al. 1998) tém
mostrado que as PAGs estdo envolvidas no crescimento apical dos tubos polinicos. Roy
et al. (1998) usaram o reagente de Yariv (B-D-glucosil); para perturbar as PAGs
existentes na interface membrana plasmatica — parede celular do 4pice dos tubos
polinicos de Lilium longiflorum e verificaram que o reagente de Yariv inibia o
crescimento da parede celular através da formagio de complexos PAG/(B-D-glucosil)s.
Estes autores propde que estes complexos sdo os responsaveis pela falta de estruturacdo
da parede celular. Estes dados confirmam a importdncia das PAGs no crescimento dos
tubos polinicos e enfatizam o seu papel na deposi¢do de subunidades na parede celular
previamente sintetizada. Mais recentemente estudos feitos com uma PAG codificada pelo
gene LeAGP-1 do tomate vieram confirmar que esta PAG pode ter um papel importante
no direccionamento dos tubos polinicos ou servir como fonte de nutrientes para os tubos

polinicos em crescimento (Gao et al. 1999).

Viérias investigagdes vieram mostrar que um grande numero de angiospérmicas
apresentam PAGs em abundancia nos tecidos do estigma, estilete e ovéario (Clarke et al.
1979, Gleeson e Clarke 1980, Gane et al. 1995). Tal observagéo levou os investigadores a
sugerirem que as PAGs sfo importantes na reprodugdo sexuada. Assim, a sua abundéncia
no pistilo bem como a sua capacidade adesiva e alto conteudo em aglicares levou a
especular que possam estar envolvidas no processo de reconhecimento dos grios de pdlen

e sua adesdo ao estigma e que poderdo servir de nutrientes e substratos adesivos para o

37



Introducéio

crescimento e direccionamento dos tubos polinicos (Cheung e Wu 1999). Muitas destas

fun¢des foram ja referidas no contexto das interacgdes entre o pélen e o pistilo.

1.3. Objectivos

Este trabalho apresenta estudos de imunolocalizagdo de proteinas
arabinogalactinicas no pistilo de Amaranthus hypochondriacus utilizando os anticorpos
monoclonais MAC207, JIM8 e JIM13. Os locais de ligagdo destes AcM foram analisados
num grande numero de flores utilizando um microscopio de epifluorescéncia e um
microscopio electrénico de transmissdo. Os resultados s@io discutidos relacionando-os
com as possiveis fungdes das PAGs na adesfio do poélen, crescimento, nutricdo e
direccionamento do tubo polinico através dos tecidos do pistilo e com a diferenciacio dos

elementos traqueais do xilema presentes no estilete.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biolégico

Foram utilizadas sementes de Amaranthus hypochondriacus L. do tipo grio de
mercado, identificadas com o numero PI-568179 do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA), Beltsville, MD, E.U.A.

As sementes foram colocadas a germinar em dois meios diferentes: em agua e em
solugio de Hogland. Verificou-se que ao fim de cinco dias as plantulas a crescer em
solugiio de Hogland, apresentavam um crescimento mais acentuado. Assim que estas
plantulas atingiram cerca de 2 cm de altura foram transferidas para vasos com terra. Os
vasos foram entdo colocados numa estufa com um fotoperiodo de 9h de luz e uma

temperatura de cerca de 25°C.

2.1.1. Preparacio do material biolégico

As flores femininas, em diferentes estadios de desenvolvimento, foram colhidas e
fixadas numa solucdo fixadora constituida por paraformaldeido a 2% (preparada
imediatamente antes de ser usada) e glutaraldeido a 2.5% em tampéo fosfato (0.025 M,
pH 7, com uma microgota de Tween 80). A solugdo foi colocada em véacuo durante 2
horas a temperatura ambiente. Depois foi colocada de um dia para o outro, sem vacuo, a
4°C. Apbs a fixagdo o material biologico foi lavado 3 vezes em tampdo fosfato, 20
minutos de cada vez.

Seguiu-se a desidratagdo do material numa série ascendente de élcool (25%, 35%,
50% e 70%, 10 minutos cada; 90%, 2 vezes, 10 minutos cada; 100%, 4 vezes, 10 minutos
cada). A impregnagio foi feita com LR white (medium grade, London Resin company,
Reading, Reino Unido) e dlcool (nas proporgdes 1:3; 1:2; 1:1; 2:1; 3:1; 100% LR white;
sendo cada mudanca de pelo menos 24 h). O material foi entdo colocado em cépsulas de

gelatina com LR white, e levado a polimerizar a 55°C durante 24 h.
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2.2. Anticorpos

Os anticorpos usados, JIM8, JIM13 e MAC207, foram gentilmente cedidos pelo
Prof. Keith Roberts do Departamento de Biologia Celular do Instituto John Innes,
Norwich, Inglaterra. O anticorpo secunddrio, utilizado para microscopia oOptica de
fluorescéncia foi a imunoglobulina (IgG) anti-rato conjugada com fluoresceina
isotiocianato (FITC) (F-1763; Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.). O anticorpo secundario
utilizado para imunolocalizagdio em microscopia electronica foi a IgG anti-rato conjugada

com ouro coloidal (10 nm) (Sigma Chemical Company, St. Louis, U.S.A.).
2.3. Imunolocalizacio das PAGs
2.3.1. Em microscopia éptica

A partir dos blocos foram obtidas sec¢des semi-finas do material bioldgico, com
cerca de 0.5 um de espessura, utilizando facas de vidro num ultramicrotomo LKB 2188
Nova. Os cortes seriados, sempre do mesmo bloco, foram colados a quente em léminas de
vidro desengorduradas com 4lcool e acetona (1:1), separados utilizando uma caneta PAP

(PAP PEN, Zymed Laboratories, Inc., S. Francisco, U.S.A.), como estd ilustrado na

08¢

Cortes  Solugéo lipidica da caneta PAP

figura 2.1.

Fig. 2.1 — Esquema ilustrativo da disposi¢do dos cortes seriados nas ldminas, rodeados pela solugdo lipidica
da caneta PAP para evitar misturas entre os anticorpos e as vérias solugdes utilizadas nos tratamentos
subsequentes. Dois dos conjunto de cortes vdo a incubar com anticorpos monoclonais diferentes (JIMS,
JIM13 ou MAC207) e o terceiro conjunto de cortes funciona como controlo, onde ¢ omitido o tratamento

com qualquer dos anticorpos primarios.
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Os cortes foram tratados do seguinte modo: 5 minutos com solugdo bloqueadora
(PBS* com leite em p6 filtrado a 5%) e incubagdo com os anticorpos monoclonais JIM 8,
JIM 13 e MAC 207 (diluidos 1:5 em solugo bloqueadora), de um dia para o outro, a 4°C.
Ap6s duas lavagens com solugdio tampdo (PBS), os cortes foram incubados com a
anticorpo secundario (diluido 1:100 em solugdo bloqueadora), durante 4 h no escuro.
Seguiram-se duas lavagens, durante 5 minutos cada, com PBS e duas lavagens, durante 5
minutos cada, com dgua bidestilada.

A celulose foi localizada nas paredes celulares através da incubagfio com o corante
fluorescente Calcofluor (Fluorescent Brightener 28 filtrado a 0.01%; Sigma Chemical
Company, St. Louis, U.S.A.), durante 5 minutos, a que se seguiram duas lavagens com
dgua bidestilada. As laminas foram montadas com meio de montagem (Sigma
Diagnostics, St. Louis, U.S.A.). Nos controlos omitiu-se o tratamento com o anticorpo
primério. Foi verificada a inexisténcia de autofluorescéncia.

As observagdes foram feitas com um microscopio de epifluorescéncia Leica DM LB
equipado com uma lampada de S0W de vapor de mercirio e filtros apropriados para luz
azul e luz ultravioleta. Foram obtidas fotografias das preparagdes com um filme 400

ASA.
2.3.2. Em microscopia electrénica

A partir dos blocos foram obtidos cortes ultra-finos do material biolégico, utilizando
uma faca de diamante. Os cortes seriados do mesmo bloco foram recolhidos em grelhas
de niquel com membrana de formvar e carbono. As grelhas foram entfio tratadas, durante
10 minutos, com uma solugdo bloqueadora constituida por 20% de soro fetal de bovino
em TBS>. De seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primério (JIM8 e
JIM13) diluido 1:5 na solugdo bloqueadora, durante 17h & temperatura ambiente. Depois
as grelhas foram lavadas com solugdio bloqueadora (5 vezes, 10 minutos) e incubadas
com o anticorpo secundario IgG anti-rato conjugada com ouro coloidal (10 nm) diluido
1:25, durante 1h, & temperatura ambiente. As grelhas foram entfio lavadas com solugdo
bloqueadora (5 vezes, 10 minutos) e com agua bidestiladas (5 vezes, 10 minutos).
Contrastaram-se com acetato de uranilo (5 minutos) e com citrato de chumbo (5

minutos). No final de cada contrastagdo as grelhas foram lavadas com &gua bidestilada.

*PBS — 0.8% N,Cl, 0.02% KCI, 1.44% Na,HPO,, 0.024% K,HPO, em 100mL de 4gua a pH 7.4
>TBS - 0,8% NaCl; 0,002% KCI; 0,3% Trismabase em 100 mL de H,O a pH 7,4
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Foram efectuados, para cada caso, experiéncias de controlo em que foi omitido o
anticorpo primério. As observagdes foram feitas num microscopio ZEISS 10 CR e as

fotografias obtidas com filme Agfa-Scientia.
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3. RESULTADOS

Neste estudo foram utilizados os anticorpos monoclonais (AcM) MAC207, JIM8 e
JIM13 para localizar diferentes epitopos das PAGs nos tecidos do pistilo de Amaranthus
hypochondriacus, através de microscopia dptica e microscopia electronica de transmissdo
(MET). Os AcM MAC207, JIM13 e JIM8 reconhecem, respectivamente, epitopos que
contém L-arabinose e D-acido glucurénico e que se encontram associados com a face
extracelular da membrana plasmatica das célula vegetais (Pennell et al. 1989); epitopos
competitivos com o trissacarideo B-D-GlepUA-(1—-3)-a-D-GalpUA-(1—-2)-L-Rha
(Knox et al. 1991) e um sub-grupo de PAGs presentes na membrana plasmatica (Pennell
et al. 1991).

Em microscopia 6ptica a marcagdo dos anticorpos primérios foi reconhecida pela
coloragdo verde-amarelada dada pelo anticorpo secundario ligado ao fluorocromo FICT
(fluoresceina iso-tiocianato). Em microscopia electronica a marcagdo dos anticorpos
primarios foi reconhecida pela presenca do anticorpo secundério ligado a ouro coloidal de

10 nm.

3.1. Descric¢iio geral da estrutura do pistilo de Amaranthus hypochondriacus

A estrutura geral do pistilo de Amaranthus hypochondriacus ¢ mostrada na fig. 1. A
figura ilustra a organizacdo caracteristica das diferentes estruturas do pistilo,
nomeadamente o estigma, o estilete e o ovario com um 6vulo no seu interior. Nas figuras
la e 1b é possivel observar dois dos trés 16bulos constituintes do longo estigma, que se
encontram cobertos em algumas zonas por papilas. O estilete € curto e do tipo sélido,
sendo constituido, do exterior para o interior, por uma epiderme, por parénquima
lacunoso e por uma zona central de tecido de transmissdio. As células do tecido de
transmissdo sdo poliédricas com pequenos espagos intercelulares (Fig. 1c). A cavidade
unilocular do ovario contém um s6 6vulo. Na figura 1b € possivel observar que este 6vulo
se encontra ligado a placenta por um largo funiculo e ¢ anatropo. O ovulo €
crassinucelado e o nucelo aparece rodeado por dois tegumentos (interno e externo) bem
desenvolvidos, sendo a zona micropilar constituida apenas pelo tegumento interno. O

saco embriondrio, monospoérico do tipo Polygonum ja esta desenvolvido.
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Figs. 1a e 1b- Secgdes longitudinais do pistilo de Amaranthus hypochondriacus, corados com Azur A/Azur
B, onde se pode distinguir: o estigma (E), cujos dois 16bulos visiveis estdo cobertos por papilas estigmaticas
(p); o estilete do tipo sélido (Es) com o tecido de transmisso (TT) na zona central, revelando células com
um citoplasma mais denso do que o das células de parénquima que as rodeiam e o ovério (Ov) com um
{inico 6vulo (O) no seu interior. 200x. Na Fig. 1b. ilustra-se um 6vulo anitropo com nucelo (Nu), os
tegumentos interno (Ti) e externo (Te) e a ligagdo do 6vulo a placenta através do funiculo (Fu). Distingue-
se no interior do 6vulo a cavidade do saco embriondrio (Se). Fig. 1¢ — Secgdo transversal do pistilo ao nivel
do estilete, onde é possivel observar o tecido de transmissdo (TT) numa posi¢do central rodeado por
parénquima lacunoso (PI). O tecido de transmiss3o ¢ formado por células com uma forma mais ou menos
poliédrica e deixando espagos intercelulares (setas) entre elas. E ainda possivel observar feixes de xilema

(x). 1000x.

3.2. Imunolocalizac¢io das PAGs no pistilo, em microscopia éptica

A imunolocalizagio dos epitopos reconhecidos pelos AcM MAC207, JIM8 e JIM13,
em microscopia éptica, teve por principal objectivo verificar a sua distribui¢éo tecidular e

celular. Os controlos nunca apresentaram qualquer marcago.

Os epitopos das PAGs reconhecidos pelos AcM JIM8, JIM13 e MAC207 aparecem
localizados em todas as células do estigma (Fig.2). Nestas células a marcagdo ¢ muito
forte a superficie (Figs. 2a, 2c, 2e), ocorrendo também marcagdo em alguns espagos
intercelulares. Nas papilas a marcagdo nem sempre surge homogénea, sendo, por vezes,

mais intensa num dos lados da célula do que no outro (Figs. 2b, 2d, 2f).

No estilete os epitopos reconhecidos pelos AcM MAC207 e JIM13 foram detectados
em todas as células, inclusive nas células do tecido de transmissdo onde apresentam uma
marcagdo muito forte a superficie, sendo também observavel alguma marcagdo no
interior das células (Figs. 3b, 3c¢). J& no caso do AcM JIM8 a marcagdo aparece na
epiderme e no parénquima lacunoso estando completamente ausente das células do tecido

de transmissdo (Figs. 3a e 5).

No ovério, com o AcM JIM8, surge uma marcagfo & superficie de algumas células, e
uma marcagio selectiva em alguns contetidos celulares (Figs. 4a e 5). Foi encontrado o
mesmo padrio de marcagdo para os AcM JIM13 (Fig. 4b) e MAC207 (Fig. 4¢), embora

com este ltimo a marcag#o seja mais fraca.
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Como foi referido, nestas trés estruturas do pistilo verifica-se uma marcagio intensa
na superficie de algumas células, com os AcM utilizados. No entanto, as observagdes de
microscopia dptica no permitem distinguir o local exacto de marcagéo & superficie das
células, isto &, se a marcacdo aparece associada & parede celular ou 4 membrana

plasmatica.

O funiculo, zona que liga o 6vulo a placenta (Figs. 6a ¢ 7a), evidencia uma marcagéo
forte com o AcM JIM8 (Fig. 7b), mas contrariamente as outras células do pistilo em que
a marcagdo ¢ sobretudo evidente na superficie celular, aqui a marcagéo surge associada
principalmente a corpos multivesiculares que se encontram no interior de algumas
células. Existe alguma marcagdio na superficie celular mas ¢ relativamente fraca. Foi
encontrado o mesmo padrdo de marcagdo utilizando os AcM MAC207 (Fig. 7c) e JIM13
(Figs. 6b), embora com estes dois AcM a marcagdo na superficie celular seja

praticamente inexistente.

A figura 8a mostra parte da estrutura de um 6vulo de Amaranthus hypochondriacus
onde ¢ visivel o nucelo bem desenvolvido, envolvido pelos tegumentos interno e externo,
e a cavidade do saco embriondrio. O tegumento externo esta ausente da zona micropilar.

No polo micropilar do saco embrionério (Figs. 8b e 12a) é possivel observar a
oosfera, que se estende mais ligeiramente para a extremidade calézica, e ao seu lado uma
das duas sinergideas mais proxima da extremidade micropilar. Na fig. 8b € possivel
verificar que a oosfera estd completamente envolvida pela parede celular, e que esta
estrutura estd ausente na extremidade caldzica da sinergidea. Em contraste, na figura 12a
¢ possivel observar uma sec¢fo de um outro saco embrionario, mas neste caso a parede
celular encontra-se completamente ausente da extremidade caldzica da oosfera e da
sinergidea.

Uma caracteristica distintiva das sinergideas € a presenga, na extremidade micropilar,
de um aparelho filiforme (Figs. 8b e 12a). Esta estrutura consiste numa grande quantidade
de projecgdes da parede celular que se estendem profundamente para o interior da célula,
aumentando grandemente a superficie da membrana plasmatica nessa drea. Esta estrutura
contacta com a regiio do nucelo micropilar.

Através da analise das figuras 9a e 10 verifica-se que os anticorpos monoclonais
JIM8 e JIM13, respectivamente, marcam algumas células dos tegumentos ao nivel da

superficie celular, sendo esta marcag@o mais evidente com o AcM JIM13. As células do
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nucelo praticamente nfo apresentam marcagdo com excepgdo de algumas células do
nucelo micropilar. Esta marcagéo selectiva no tecido nucelar é muito evidente com os
dois anticorpos monoclonais JIM13 (Fig. 9¢) e JIM8 (Fig.12b). O epitopo € expresso nas
células isodiamétricas que estdo alinhadas com o micrépilo. A marcagdo estende-se ao
aparelho filiforme (Figs. 9b, 9¢ e 12b) bem como & parede das sinergideas e da oosfera
que aparece fortemente marcada. H4 ainda a salientar a forte marcagio em toda a parede
do saco embriondrio, nomeadamente nas invagina¢des da parede da célula central que
ocupa praticamente toda a zona caldzica do saco embriondrio. Na célula central ¢ ainda
observavel a forte marcacfio de alguns contetidos celulares (Figs. 9b, 9¢c e 12b) com
ambos 0s anticorpos.

Na figura 12a é de salientar a existéncia de um espago entre o saco embrionario e 0
tecido nucelar, espaco este que aparece fortemente marcado como AcM JIM8 (Fig. 12b).

Na fig. 11 é possivel observar um corte transversal de um 6vulo marcado com o
AcM JIM13, onde se distingue claramente que este AcM marca as células gametofiticas,

mas nfio marca as células esporofiticas envolventes e que constituem o nucelo.
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Figs. 2 a 6, 7b, 7c, 9, 10, 11 ¢ 12b — Imagens de microscopia de fluorescéncia de porgdes de estruturas do
pistilo de Amaranthus hypochondriacus L. marcadas com os AcM JIMS, JIMI3 e MAC207. O anticorpo
primério foi ligado a um anticorpo secundario conjugado com FITC, aparecendo a marcagdo com uma

coloragdo amarelo - esverdeado.

Fig. 2 — Imunolocaliza¢iio das PAGs nas células do estigma e nas papilas com os AcM JIMS (Figs. 2a, 2b),
JIM13 (Figs. 2¢, 2d) e MAC207 (Figs. 2e, 2f). Figs. 2a, c, e - A marcacdo € evidente a superficie de todas
as células estigmaticas. 1000x. Figs. 2b, d, f - As papilas aparecem intensamente marcadas a superficie,

sendo esta marca¢do mais intensa num dos lados da célula (setas). 1000x.

49



Resultados




Resultados

3C

Fig. 3 - Imunolocalizagio das PAGs no estilete com os AcM JIM8 (Fig. 3a), JIM13 (Fig. 3b) e MAC207
(Fig. 3c). Fig. 3a - Com o AcM JIM8 a marcagdio € evidente a superficie das células do parénquima
lacunoso (P1) mas esta completamente ausente das células do tecido de transmissdo (TT). 1000x. Figs. 3b e
3c — Os epitopos reconhecidos pelos AcM JIM13 e MAC207 aparecem a superficie de todas as células do
estilete, inclusive nas células do tecido de transmissfo. Ao nivel do tecido de transmissdio também ¢ patente

alguma marcagio no interior das células. P1— parénquima lacunoso; TT — tecido de transmissdo. 1000x.
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Fig. 4 - Imunolocalizagdo das PAGs na parede do ovério com os AcM JIM8 (Fig. 4a), JIM13 (Fig. 4b) ¢
MAC207 (Fig.4c). Observa-se marcagdo & superficie de algumas células e também aparece uma marcacdo
selectiva em alguns contetidos celulares (exemplos realgados com *). A marcagdo com 0 AcM MAC207 ¢

mais fraca do que com os outros dois AcM. 1000x.

Fig. 5 — Imunolocalizagdo das PAGs no pistilo com o AcM JIM8. As células da parede do ovario (Ov)
aparecem marcadas, bem como as células da epiderme e do parénquima lacunoso do estilete (Es); a
marcacdo estende-se as células do estigma (E). De notar que na parede do ovario a marcagiio ndo €
homogénea, aparecendo uma marcagdo mais forte em alguns conteidos celulares. As células do tecido de

transmissdo ndo apresentam qualquer marcagdo (zona envolvida pelo rectdngulo). 100x.
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Fig. 6a — Secgdo longitudinal de um évulo marcado com o AcM JIM13 onde se observa a ligagdo do 6vulo
a placenta através do funiculo (Fu). E de notar a marcagdo selectiva do nucelo micropilar (seta). Nu —
nucelo; Te — tegumento externo; Ti — tegumento interno. 400x. Fig. 6b — Imunolocalizacdo das PAGs numa
secgdo do funiculo com o AcM JIM 13. A marcagdo aparece associada a corpos multivesiculares (exemplos

realgados por setas) que se encontram no interior das células. 1000x.
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Fig. 7a — Imagem de microscopia de fluorescéncia do funiculo de Amaranthus hypochondriacus corado
com calcofluor. O calcofluor é um corante especifico das paredes celulares aparecendo com uma
fluorescéncia azul. 1000x. Figs. 7b, 7¢ — Imunolocalizacdo das PAGs numa sec,do do funiculo com os
AcM JIMS (Fig. 7b) e MAC207 (Fig. 7c). A marcagdo surge associada a corpos multivesiculares (setas)
que se encontram no interior das células. Com o AcM JIM8 aparece alguma marcagdo na superficie celular

mas € relativamente fraca. 1000x.
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Fig. 8 — Imagens de microscopia de fluorescéncia de secgdes longitudinais do ovulo de Amaranthus
hypochondriacus coradas com calcofluor. Fig. 8a - Ovulo com tegumento externo (Te), tegumento interno
(Ti) e nucelo (Nu). O tegumento externo ndio existe na zona micropilar. Na zona central € visivel o saco
embrionario (Se). 400x. Fig. 8b — Ampliag8o da zona do saco embrionario, onde ¢ visivel a oosfera (Oo)
envolvida pela parede celular e uma sinergidea (Si) onde esta ausente a parede celular na extremidade
caldzica. O aparelho filiforme surge intensamente corado. Ti — tegumento interno; Te — tegumento externo,

Nu — nucelo; Nm — nucelo micropilar; Cc — célula central. 1000x.
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Fig. 9 — Imunolocalizagio das PAGs no évulo, ilustrado na figura 8, com os AcM JIM8 (Figs. 9a, b) e
JIM13 (Fig. 9¢). Fig. 9a — A marcacdo aparece na superficie celular de algumas células dos tegumentos
interno (Ti) e externo (Te) e estd praticamente ausente das células do tecido nucelar (Nu) com excepcdo de
algumas células da zona micropilar. Aparece uma forte marcagéo no aparelho filiforme (seta) e na parede
de todo o saco embrionario (Se). 400x. Fig. 9b — Ampliagio de parte do saco embrionario marcado com
JIMS8. Marcaciio muito intensa no aparelho filiforme (*) e na parede da sinergidea (seta) e da oosfera (Oo).
H4 ainda uma marcagfio muito forte em alguns contetudos celulares da célula central (Cc). 1000x. Fig. 9¢ -
Ampliagdo de parte do saco embriondrio marcado com JIMI13. No tecido nucelar a marca¢do surge
selectivamente na regido do nucelo micropilar (setas), que se estende ao aparelho filiforme (*). Observa-se
ainda marcacfio nas paredes da sinergidea (Si), da oosfera (Oo) e da célula central (Cc). Nesta ultima ainda

observamos marcagdo em alguns contelidos celulares. 1000x.
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Fig. 10 — Ovulo com tegumento externo (Te), interno (Ti), nucelo (Nu) e saco embrionario (Se) marcado
com o AcM JIM13. Verifica-se a auséncia de marcagio em praticamente todas as células do nucelo, sendo,
no entanto, patente uma marcagdo muito forte na zona do nucelo micropilar (seta) que se estende ao
aparelho filiforme (*). Toda a parede do saco embriondrio também estd intensamente marcada. Os

tegumentos (interno e externo) encontram-se igualmente marcados. 400x.

Fig. 11 - Imunolocalizagio das PAGs numa sec¢fo transversal do 6vulo com o AcM JIMI13. Na zona
central onde se desenvolve 0 saco embrionario (Se) a marcagio ¢ muito forte, contrastando com as células
do nucelo (Nu) que o rodeiam e que ndo apresentam qualquer marcagéio. Sdo ainda visiveis algumas células

do tegumento interno (Ti) que aparecem ligeiramente marcadas. 1000x.
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Fig. 12a — Imagem de microscopia de fluorescéncia de uma porgio do 6vulo, ilustrado na figura 10, com o
saco embrionario (Se) corado com calcofluor. No saco embrionario € visivel a parede celular entre a
oosfera e a sinergidea (seta). E de notar a auséncia de parede na extremidade caldzica destas células. E
também bem visivel o aparelho filiforme (*). 1000x. Fig. 12b — Sec¢éo da mesma flor marcada com 0 AcM
JIM8, apresentando uma forte marcagdo no nucelo micropilar (setas), no aparelho filiforme (*) e em alguns
conteados celulares da célula central. Salienta-se a zona rectangular que em 12a esta preenchida por um
aparente espago entre o saco embriondrio e as células do nucelo, espago esse intensamente marcado com o

AcM JIMS8 (12b). Se — saco embrionario; Nu — nucelo. 1000x.
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3.3. Imunolocalizacio das PAGs, em microscopia electrénica

A localizagfio subcelular, nos tecidos do pistilo de Amaranthus hypochondriacus, dos
epitopos das PAGs reconhecidos pelos AcM JIM8 e JIM13 foi determinada por detec¢do
imunocitoquimica de um anticorpo secundério ligado a ouro coloidal de 10 nm.

Os controlos, realizados para verificar a existéncia de marcago ndo especifica,

nunca apresentaram qualquer marcagdo.

As observagdes revelaram que a marcagdo & superficie das células, evidenciada em
microscopia Gptica, estava principalmente associada & membrana plasmatica e s6 muito
esporadicamente 4 parede celular, e neste caso apenas com o AcM JIM13. A marcacdo
foi observada pontualmente ao longo da membrana plasmética das células, ndo tendo sido
observado nenhum padrfio particular de distribui¢io das particulas de ouro. Foi ainda
observada, em algumas células de alguns tecidos, marcagdo em alguns conteudos
celulares, alguns dos quais ndio foi possivel identificar devido ao baixo nivel de

contrastagdo obtido nos tecidos.

Nas células dos tecidos do estilete h4 uma clara marcagfo selectiva com o AcM
JIMS. Para o tecido de transmissdo, como era de esperar através dos resultados obtidos
em microscopia optica, nio se observou qualquer marcagdo nas células, nem nos espagos
intercelulares (Fig. 13a). A tinica marcagdo observada apareceu associada a um tubo
polinico a crescer através da matriz extracelular deste tecido. No entanto, a marcagdo ¢
pouco significativa (Fig. 14).

Na zona periférica do estilete os epitopos apareceram associados a algumas células
do xilema, nomeadamente as porgdes citoplasmaticas em degeneragéo dos elementos
traqueais em diferenciagdo e ao citoplasma de algumas células de parénquima xilémico

(Fig. 16a). Nas células do parénquima lacunoso no foi observada marcaggo.

No tecido de transmissdo do estilete com o AcM JIMI13 a marcagdo aparece
associada 2 membrana plasmatica e a alguns conteudos celulares, nomeadamente algumas
formas vesiculares (Figs. 13b, ¢, d). Na secgfio onde aparece o tubo polinico a marcagdo €
muito intensa, contrastando com as células a volta que aparecem muito menos marcadas
(Fig. 15). Parece haver uma expressdo diferencial do epitopo reconhecido pelo AcM

JIM13 nas células do tecido de transmissdo. O ouro encontra-se em maior quantidade na
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membrana das células mais proximas do tubo polinico do que nas células em zonas mais
afastadas desta estrutura. Nestas células o ouro também aparece associado a parede
celular. O tubo polinico aparece fortemente marcado com este AcM (Fig. 15b).

Nos elementos traqueais em diferencia¢dio, presentes junto do parénquima lacunoso,
a marcacdo surge associada aos espessamentos da parede secundaria em formagéo (Fig.

16b).

No ovério, com 0 AcM JIM8 a membrana plasmatica das células aparece com
alguma marcagdo. O ouro, em alguns casos, aparece associado a alguns contetdos
citoplasmaticos. Em qualquer dos casos a marcagfo néio ¢ muito significativa (Figs. 17a,
b). Com o0 AcM JIM13 a marcago nas células do ovario ¢ muito mais intensa e aparece
associada quer 4 membrana plasmatica quer a parede celular. Aparece ainda associada a

muitos conteudos celulares e ao vacuolo (Fig. 17¢).

No 6vulo a marcagio com o AcM JIMS8 € selectiva. Os tegumentos praticamente ndo
apresentam marcagdo e no nucelo a marcagdo ¢ inexistente em praticamente todas as
células com excepgdo das células do nucelo micropilar. Nestas células a marcagio
aparece associada 8 membrana plasmatica (Fig.20).

O aparelho filiforme das sinergideas aparece intensamente marcado em toda a
superficie observavel (Fig. 22¢). Numa das secges em estudo foi possivel observar um
tubo polinico na zona do nucelo micropilar, proximo do saco embrionario, onde a

marcagio era muito intensa (Fig. 22b).

Com o AcM JIM13 a marcagdo ¢ relativamente inexpecifica no tegumento externo
na zona mais préoxima do micrépilo do 6vulo (apesar de nos controlos ndo aparecer
marcagio), ja que esta aparece associada quer & parede celular quer & membrana
plasmatica, bem como a muitos contetidos celulares, nomeadamente a toda a volta dos
grios de amido e a volta dos vacuolos (Fig. 18). Foram observadas outras zonas dos
tegumentos, nomeadamente o tegumento interno, em que a marcagao era menos intensa e
mais selectiva, marcando apenas a membrana plasmética e alguns contetidos celulares,
mas em pequena quantidade (Fig. 19).

No nucelo a marcagdo é fraca e surge essencialmente associada & membrana

plasmética. No nucelo micropilar a marcagdo ¢ mais forte (Fig. 21). Com este AcM a
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marcagio ndo é to selectiva como com o AcM JIM8 em que s6 as células do nucelo

micropilar aparecem com marcagao.
N#o foi possivel observar secgdes do aparelho filiforme nem tubos polinicos a

crescer através do tecido nucelar marcadas com este anticorpo.
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Figs. 13 a 22— Imagens de MET de células de vérios tecidos do pistilo de Amaranthus hypochondriacus

marcadas com os AcM JIMS e JIM13. O Ac primério foi ligado a um anticorpo secundrio conjugado com

ouro coloidal de 10 nm.

Fig. 13 — Imunolocalizagido das PAGs nas células do tecido de transmissdo do estilete com os AcM JIM8
(Fig. 13a) e JIM13 (Figs. 13b, c, d). Fig. 13a - As células deste tecido ndo apresentam qualquer marcagéo
com o AcM JIMS, quer na superficie celular quer no interior das células. 44000x. Figs. 13b, ¢,d —Com o
AcM JIMI13 o tecido de transmissdo aparece com uma marcagdo forte associada principalmente a
membrana plasmatica (M). Aparece ainda em alguns contetdos celulares e associada a algumas formas
vesiculares (*). Pc - parede celular. Figs. 13b, d — 44000x. Fig. 13¢ —28000x.
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Fig. 14a — Imagem de MET de um tubo polinico (Tp) a crescer através do tecido de transmissdo do estilete.
10800x. Fig. 14b — Ampliagio de uma zona do tubo polinico ilustrado em 14a, onde se observa uma

marcacio ndo significativa com o AcM JIM8 (pontas de setas) proxima do tubo polinico. 44000x
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15b

Fig. 15a — Imagem de MET de um tubo polinico a crescer através do tecido de transmisséo do estilete,
onde se realizou a imunolocalizagio das PAGs com o AcM JIM13. 8600x. Fig. 15b — Pormenor ampliado
de 15a, onde se observa uma marcagio muito forte com o AcM JIMI13 ao nivel do tubo polinico, da

membrana citoplasmatica e da parede celular das células que o rodeiam. 44000x.
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Fig. 16 — Imunolocalizagdo das PAGs nos elementos traqueais do xilema em diferenciagdo com os AcM
JIM8 (Fig. 16a) e JIM13 (Fig. 16b). 28000x. Fig. 16a. — A marcagio € forte ¢ aparece essencialmente
associada as porgdes citoplasmaticas em degeneracio dos elementos traqueais (ET). Também aparece
alguma marcaggo associada ao citoplasma das células de parénquima (exemplos realgados por setas). Os
elementos traqueais ja diferenciados ndo apresentam marcagdo. Ps — parede secundéria. Fig. 16b — Com o
AcM JIM13, contrariamente ao que acontece com o AcM JIM8, a marcagio surge associada aos

espessamentos da parede secundéria em formagéo.
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Fig. 17 — Imunolocalizagdo das PAGs nas células do ovario com os AcM JIM8 (Fig. 17a, b) e JIM13 (Fig.

17c). Figs. 17a, b - As particulas de ouro (exemplos realgados por pontas de setas) indicam que o AcM
JIMS$ se ligou @ membrana plasmatica e a alguns contetidos celulares, embora a marcagéo ndo seja muito
significativa. 42000x. Fig. 17¢ — Com o AcM JIM13 a marcagao € bastante mais forte do que com o AcM
JIMB e surge associada & membrana plasmatica e também a parede celular. As particulas de ouro formam
pequenos agregados associados a contetidos citoplasmaticos que ndo identificamos. Aparecem também

associadas ao vactiolo. 28000x.
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Fig. 18a — Imunolocalizagdo das PAGs no tegumento externo do 6vulo ilustrado na Fig. 10, numa zona
proxima da extremidade micropilar, com o AcM JIM13. 8600x. Fig. 18b — Pormenor ampliado de 18a onde
se observa uma marcagdo muito forte associada & membrana plasmadtica, & parede celular e a muitos
contetidos celulares, de onde se destacam os grios de amido (A). 28000x.

b

5
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Fig. 19 — Imunolocalizagdo das PAGs no tegumento interno do 6vulo, com o AcM JIM13. Neste tegumento
a marcagdio € menos intensa e estd apenas associada 4 membrana plasmética (M) e a alguns conteudos

celulares. 44000x.
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Figs. 20a, b — Imunolocalizagdo das PAGs no nucelo com o AcM JIM8. A marcagio neste tecido €
selectiva. S6 aparece marcagio nas células do nucelo micropilar (Fig. 20b) onde est4 associada & membrana

plasmatica. Nas restantes células nucelares (Fig. 20a) ndo aparece qualquer marcagio. 28000x.
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Fig. 21 — Imunolocalizagio das PAGs no nucelo micropilar com o AcM JIM13, onde a marcagdo aparece

principalmente associada com a membrana plasmatica. 44000x.
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Fig. 22a — Imagem de MET do évulo ilustrado nas Figs. 12a e 12b, onde € possivel observar o
aparelho filiforme (Af) de uma sinergidea e um tubo polinico (Tp) a crescer através do nucelo micropilar.
13800x. Fig. 22b — Ampliagdo da zona do tubo polinico ilustrado em 22a, onde se observa uma marcagéo
muito intensa com o AcM JIMS8. 28000x. Fig. 22¢ — Ampliagdo de uma porgio do aparelho filiforme
ilustrado em 22a, onde a marcag@o com o AcM JIM8 € muito forte. 44000x.
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4. DISCUSSAO

Alguns dos dados mais especificos relativamente a localizagdo das PAGs tém sido
fornecidos através de estudos de imunolocalizagio com anticorpos monoclonais anti-
PAG. Os AcM JIMS8, JIM13 ¢ MAC207 reconhecem diferentes epitopos de PAGs,
essencialmente associados com as membranas plasmaticas das células vegetais (Fincher
et al. 1983, Pennell et al. 1989, Herman e Lamb 1992). Neste trabalho verificou-se qual a
expressdo dos epitopos reconhecidos por estes anticorpos nos tecidos e nas células do

pistilo de Amaranthus hypochondriacus.

4.1. As PAGs no estigma

Em Amaranthus hypochondriacus os graos de pélen, depois de libertados, pousam na
superficie papilar do estigma. A primeira interac¢do entre o pélen e o pistilo ocorre ao
nivel de uma cuticula que cobre apenas o lado receptivo da papila e que se rompe quando
a papila esta receptiva, havendo a libertagfo de vesiculas e de um exsudado que provoca
a hidratacdio do griio de polen. Depois da hidratagiio, o griio de pélen activado forma
muito rapidamente o tubo polinico que emerge através de um dos muitos poros que a
exina apresenta, e vai crescer ao longo da superficie papilar, até chegar ao estilete
(Coimbra 1998).

No presente estudo confirma-se a presenca de epitopos de PAGs nas células do
estigma e nas papilas estigmaticas, reconhecidos pelos AcM MAC207, JIM8 e JIMI3.
Estudos anteriores (Clarke et al. 1979, Bacic et al. 1988) tinham j4 revelado a abundéncia
de PAGs nos exsudados estigmaticos e posteriormente Du et al. (1996) levaram a cabo a
purificagdo e caracterizagdo de uma PAG do estigma de Nicotiana alata.

Através da observagdo das papilas estigmaticas verifica-se que estas aparecem
intensamente marcadas & superficie, mas que esta marcagdo ¢ mais forte de um dos lados
de algumas células. Provavelmente este lado da papila que aparece fortemente marcado
coincide com o lado receptivo da papila, mais concretamente com a cuticula e a pelicula
subjacente que se rompe no momento da interac¢fo polen — papila estigmatica. Assim,
podemos colocar a hipétese de que as PAGs sdo necessdrias para o processo de adeséo do
pélen as papilas. Este processo vai desencadear, através da libertagdo de um exsudado

apos a ruptura dessa cuticula, a germinagdo do gréo de pélen.
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Uma hipotese semelhante foi sugerida por Gell et al. (1986). Estes autores
verificaram que o aparecimento e o aumento significativo das PAGs no estigma coincidia
com o desenvolvimento da capacidade desta estrutura para receber polen. E ainda
possivel que os elevados teores em agucar das PAGs funcionem como um ambiente
bioquimico ou fisico favoravel, fornecendo nutrientes ou lubrificantes para o crescimento
dos tubos polinicos. Estas hipéteses nfio excluem a possibilidade de as PAGs também
fornecerem pistas direccionais para a entrada do tubo polinico nas camadas de células

imediatamente abaixo da superficie estigmatica (Cheung e Wu 1999).
4.2. As PAGs nos tecidos do estilete

A existéncia de marcagio em todas as células do estilete (epiderme, parénquima
lacunoso e tecido de transmissdo) com os AcM JIM13 e MAC207 e a auséncia de
marcagdo com o AcM JIM8 apenas no tecido de transmissdo, auséncia esta confirmada
ao nivel subcelular, sugere que existem pelo menos dois conjuntos diferentes de PAGs no
estilete. Um que aparece em todas as células deste 6rgdo e outro que estd ausente das

células do tecido de transmissio.
4.2.1. No tecido de transmissio

Relativamente aos conjuntos de PAGs reconhecidas pelos AcM MAC207 e JIMI3,
um dos aspectos mais interessantes encontrados no presente estudo ¢ a intensa marcagio
no tecido de transmissdo do estilete. J4 outros trabalhos demonstraram a presenga de
PAGs no tecido de transmissio do estilete, em vérias plantas. Inclusivamente, foi ja
purificada uma PAG do estilete de Nicotiana alata (Du et al. 1994) e varias
glicoproteinas, com caracteristicas das PAGs, da matriz extracelular do estilete de
Nicotiana alata (Lind et al. 1994, Sommer-Knudsen et al. 1998, Wu et al. 2000) e de
Nicotiana tabacum (Wang et al. 1993, Cheung et al. 1995, Wu et al. 1995, para uma
revisdo ver Sommer-Knudsen et al. 1997). Foi ainda identificada uma outra PAG nas

células do tecido de transmisséo do estilete do tomate (Gao et al. 1999).

Apbs a germinagdo do grio de pdlen o tubo polinico vai crescer através da matriz
extracelular do estilete. Através dos dados obtidos em MET verifica-se que nesta fase a

marcagéo neste tecido com o AcM JIM13 ¢ selectiva, isto €, na zona onde se encontra o
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tubo polinico em crescimento a marcagfo ¢ muito forte e vai diminuindo de intensidade a
medida que nos afastamos desse local. Outro dado interessante € que sO aparece
marcacdo na parede celular das células do tecido de transmissdo que estdo imediatamente
a volta do tubo polinico em crescimento, as restantes células do tecido de transmissdo s6
apresentam marcagdo na membrana citoplasmética e em alguns conteudos celulares.
Verificamos também a existéncia de uma marcagdo muito intensa, com o AcM JIM13, no
tubo polinico a crescer no tecido de transmiss&o, o que pode indicar que estas proteinas
aderem a superficie do tubo contribuindo para a promog#o da sua atrac¢do e crescimento.

Foi observado um comportamento semelhante para uma glicoproteina de 120 KDa
especifica da matriz extracelular do pistilo de N. alata com caracteristicas de PAG. Lind
et al. (1996) verificaram que antes da polinizagdo a glicoproteina estd igualmente
distribuida através da matriz extracelular do tecido de transmissdo e que apés a
polinizagiio aparece concentrada na matriz extracelular adjacente aos tubos polinicos.
Observaram ainda que esta glicoproteina também aparece no citoplasma e na parede
celular dos tubos polinicos a crescer nesse tecido. Estes autores sugerem que a
glicoproteina presente nos tubos polinicos em crescimento no pistilo € derivada da matriz
extracelular do tecido de transmissfo, isto €, ha a possibilidade de estas glicoproteinas
serem retiradas e incorporadas na parede do tubo polinico 4 medida que materiais da
parede sdo depositados na zona de crescimento. Resultados semelhantes foram obtidos
por Wu et al. (1995) para um outro conjunto de glicoproteinas com caracteristicas de
PAGs, as proteinas TTS do estilete de N. fabacum.

Os estudos citados e outras andlises recentes (Cheung et al. 1995, Wu et al. 2000)
apoiam a hipétese de que algumas PAGs podem desempenhar fun¢des importantes na
regulagio do crescimento do tubo polinico. Uma destas classes de glicoproteinas, as
proteinas TTS de N. tabacum, apresentam um gradiente de glicosilagéo na direcgo de
crescimento do tubo polinico e sdo desglicosiladas pelos tubos polinicos durante o seu
crescimento, sugerindo que estas glicoproteinas possam contribuir para a criagdo de um
gradiente responsivel pelo direccionamento dos tubos polinicos. Além disso, a
glicosilagdo diferencial de proteinas do tipo TTS ao longo do estilete ja foi observada em
Nicotiana sylvestris (Cheung ¢ Wu 1999) e em Nicotiana alata (Wu et al. 2000), o que
indica que este fendmeno poderd ser um processo comum a vérias plantas. Muito
recentemente Gao e Showalter (2000) verificaram que uma PAG do tomate (LeAGP-1)
era menos glicosilada nas flores maduras comparativamente com flores imaturas. Isto

demonstra a associagdo das PAGs com alguns dos processos envolvidos na reprodugdo
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sexuada, nomeadamente a germinagfo e o crescimento do tubo polinico. Adicionalmente
os autores colocam a hipotese de a desglicosilagio das PAGs ocorrer durante a
polinizacdo tal como tinha sido proposto por Wu et al. (1995). O aumento do nivel de
glicosilagio das proteinas TTS no tecido de transmissdo, na mesma direcgdo do
crescimento do tubo polinico, também estd associada a um gradiente de acidifica¢do
crescente, porque a glicosilagdo acidifica as proteinas TTS (Wu et al. 1995). Cheung
(1995) avanga a hipétese de que este gradiente de cargas poder funcionar como um sinal

de orientag#o para o crescimento do tubo polinico.

Com base nos estudos citados pode ser formulada uma hipétese relativamente as
fungdes desempenhadas pelo conjunto de PAGs presentes no tecido de transmisséo de 4.
hypochondriacus e que sdo reconhecidas pelo AcM JIM13. Esta possibilidade € apoiada
pelo facto de as protefnas TTS e NaTTS (proteinas especificas do tecido de transmissdo
de N. alata, com -caracteristicas semelhantes s proteinas TTS) também serem
reconhecidas pelo AcM JIM13 (Cheung e Wu 1999, Wu et al. 2000). Assim a hip6tese
que colocamos ¢ que os tubos polinicos ao crescerem através do tecido de transmissdo do
estilete sfio orientados por um gradiente de concentragdio das PAGs, o que explica a
marcagfio mais intensa na zona do tecido de transmissdo do estilete que esta a ser
atravessada pelo tubo polinico relativamente a zonas mais afastadas. Além disso, os tubos
polinicos ao atravessarem este tecido devem incorporar progressivamente as PAGs, ou a
porcdo glicidica das PAGs, nas suas paredes, o que justifica a forte marcagdo observada
no tubo polinico. Este fenémeno € possivel admitindo que os tubos polinicos produzem
hidrolases que actuam sobre as glicoproteinas desglicosilando-as. Em concordéncia, Wu
et al. (1995) verificaram que existem enzimas desglicosiladoras ligadas aos tubos
polinicos, eventualmente para assegurar que as moléculas de agtcar que sdo libertadas
estejam imediatamente disponiveis para a utilizagdo pelo tubo polinico. Neste caso uma
das principais funcdes desempenhadas por este conjunto de PAGs € a de servirem de
fonte de nutrientes para o crescimento do tubo polinico. As PAGs podem ainda funcionar
como uma matriz adesiva que facilita o crescimento do tubo polinico, hipétese partilhada
por Jauh e Lord (1996). Uma hipdtese concorrente € colocada por Wu et al. (1995),
segundo a qual os tubos serdo capazes de perceber mudangas na concentragdo em agucar
e crescer em direcgdo as moléculas com maior conteado em aglcar, isto €, mais

glicosiladas.
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Através da imunolocalizagdo em microscopia electrénica verifica-se que os epitopos
reconhecidos pelo AcM JIMI13 aparecem principalmente associados & membrana
plasmatica e a alguns conteudos celulares. No entanto, o epitopo também aparece
associado as paredes de algumas células, mas apenas aquelas que se encontiram na zona
onde se localiza o tubo polinico em crescimento.

Estes dados sdo consistentes com a localizag8o celular ja verificada para outras
PAGs e para outras plantas. Jauh e Lord (1996) localizaram o epitopo reconhecido pelo
AcM JIM13 na membrana plasmatica e na parede celular das células epidérmicas do
canal estilar, onde os tubos polinicos aderem. No caso da PAG imunolocalizada no tecido
de transmissdo do tomate, este epitopo aparecia associado as paredes das células e aos

espagos intercelulares entre elas (Gao et al. 1999).

De acordo com o que afirmamos antes nfio é de estranhar a presenga deste conjunto
de PAGs tanto nas membranas plasmaticas como em variados contetidos celulares. Se a
sua fungdo € tdo relevante, entdo estas glicoproteinas tém de ser sintetizadas activamente
pelas células deste tecido. Dai se explica a sua presenga em varios contetidos celulares, ja
que a sua sintese tem inicio no reticulo endoplasmatico, dai passam para o complexo de
Golgi e acabam por ser secretadas para a membrana (Youl et al. 1998). Ao passarem para
a parede celular, ficam na matriz extracelular e estdo directamente disponiveis para os
tubos polinicos. Esta pode ser uma evidéncia de que este conjunto de PAGs estd
efectivamente associado ao crescimento do tubo polinico, uma vez que a forma secretada
destas PAGs para as paredes celulares é apenas observével na zona do tubo polinico em

crescimento.

Em contraste com o que se observa com o AcM JIM13, verifica-se uma completa
auséncia de marcagdo neste tecido com o AcM JIM8. Mesmo na zona onde o tubo
polinico esta em crescimento a marcagdo € muito pouco significativa.

Relativamente ao conjunto de PAGs, cujos epitopos sdo reconhecidos pelo AcM
JIM8 propomos uma hipétese que explica a sua auséncia do tecido de transmisséo do
estilete, baseada em resultados obtidos por Wang et al. (1996). Muitas vezes as células
tém de se ajustar a mudangas de certas condigdes, quer endogenas quer exogenas. E o que
acontece as células do tecido de transmissdo do estilete apds a polinizag8o, que sofrem
degeneragdes moleculares e celulares induzidas pelo tubo polinico, que tem de atravessar

este tecido para chegar ao 6vulo. Os investigadores citados verificaram que a polinizago
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induzia a redugdio da extremidade poli-A de vérios mRNAs especificos do tecido de
transmissdo, cuja quantidade diminuia apds a polinizagdo. No entanto, as proteinas TTS
desse mesmo tecido ndo diminuiam de quantidade o que levou a colocar a hipétese de
que existem mecanismos no estilete polinizado para preservar mRNAs que sejam
considerados essenciais para o processo de crescimento e direccionamento do tubo
polinico.

Assim, uma explicagdio para a auséncia dos epitopos das PAGs reconhecidos pelo
AcM JIM8 é a de os mRNAs que codificam este conjunto de proteoglicanos, apos
inducdio pelo tubo polinico, sofrerem modificagdes que levam a sua degradag@o. Estes
mRNAs no estdo preservados de degradagdo porque as fungdes deste conjunto de PAGs
ndo deve ser necessaria no tecido de transmissdo apos a polinizagdo. No entanto, os
epitopos das PAGs reconhecidos pelo AcM JIMI3 continuam presentes em grande
quantidade no tecido de transmissdo, o que levanta a hipétese de os seus mRNAs ndo
sofrerem este processamento porque desempenham fungdes importantes nos processos
referidos. Subsistem ainda outras hipéteses. Eventualmente uma mudanga na glicosilagdio
destas moléculas ou a interac¢do com outras proteinas pode remover ou mascarar 0s
epitopos. Pode ainda acontecer que esses epitopos nunca tenham estado presentes nesse

tecido.

4.2.2. No xilema

Os epitopos das PAGs reconhecidos pelo AcM JIM8 estdo ausentes das células do
tecido de transmissdo mas aparecem associados aos elementos traqueais do xilema
presentes no estilete, mais concretamente as porgdes citoplasméticas em degeneragéo das
células em diferenciacgio. J4 os epitopos reconhecidos pelo AcM JIM13 estdo presentes
apenas nos espessamentos da parede secundaria dos elementos traqueais do xilema.
Assim, nos elementos traqueais do xilema em diferenciago existem pelo menos dois
conjuntos de PAGs, um que estd associado aos conteudos celulares que degeneram e

outro associado aos espessamentos da parede secunddria.

J4 anteriormente outros estudos revelaram a presenga de PAGs, cujos epitopos séo
reconhecidos pelo AcM JIM13, nos espessamentos da parede secundéria de futuros
elementos traqueais (Schindler et al. 1995), nas paredes das células iniciais do

metaxilema (Dolan et al. 1995), na superficie celular de células de xilema em
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desenvolvimento (Casero et al. 1998) ¢ nos espessamentos da parede secundiria de
elementos traqueais do metaxilema em maturagdo e do xilema secundério (Gao et al.
1999, Gao e Showalter 2000). Recentemente foi clonada uma PAG de Pinus taeda L. que

se expressa preferencialmente no xilema em diferenciagdo (Loopstra et al. 2000).

Tais estudos indicam que as PAGs estdo envolvidas na formagdo dos padrdes da
parede celular e portanto na diferenciagdo celular do xilema (Gao e Showalter 2000,
Loopstra et al. 2000). A formagdio da parede secundaria durante a diferenciagdo dos
elementos traqueais envolve a deposicdo de microfribilas de celulose e outros
polissacarideos em locais especificos da parede primdria, resultando num padréo de
espessamentos tipicos. A parede secundéria destas células estd habitualmente impregnada
com lenhina. Kreuger e van Holst (1996) passam em revisdo algumas das func¢des das
PAGs na diferenciagio das plantas e referem que estas glicoproteinas podem estar
envolvidas na deposi¢io de certas macromoléculas na parede, como por exemplo
compostos fendlicos, necessarios & formagfo da parede secundiria. Assim, as PAGs
poderdo desempenhar um papel importante na deposigdo da lenhina.

Outro aspecto interessante a considerar ¢ a ocorréncia de fenémenos de comunicagéo
entre as células que desencadeiam este processo de diferenciagfio. Neste processo de
comunicagdo deve estar envolvida a parede celular. Neste caso a localizagdo das PAGs na
parede celular faz destas glicoproteinas boas candidatas para moléculas de sinalizagéo
entre as células, concretamente, entre os elementos traqueais em diferenciagdo. Assim, a
hipétese colocada e partilhada por Kreuger e van Holst (1996) ¢ que o transporte das
PAGs ou dos seus epitopos através das paredes celulares de umas c€lulas para outras
podera resultar numa modificagiio da parede celular, o que poderd ter um impacto na
diferenciagfio, resultando provavelmente numa nova via de desenvolvimento. Em apoio
desta hipétese, muito recentemente Motose et al. (2001) verificaram que uma PAG esta
envolvida na comunicagéo intercelular necessaria a diferencia¢@io dos elementos traqueais

de Zinnia elegans L.

Por outro lado, estas células sofrem um processo de morte celular programada como
parte do seu desenvolvimento normal (Fukuda 1997, Pennell ¢ Lamb 1997, Groover ¢
Jones 1999) o que de algum modo as relaciona com as PAGs, uma vez que tem vindo a
ser proposto que estes proteoglicanos podem identificar células que estdo destinadas a

sofrer morte celular programada. Em 1995, Schindler et al. sugeriram que as PAGs
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podiam desencadear a morte celular das células vasculares em desenvolvimento nos
coledptilos do milho e ja em 1999, Gao e Showalter verificaram que quando o reagente
de Yariv era adicionado a culturas de células em suspensdo de Arabidopsis thaliana
ocorria a morte celular programada. Estes investigadores admitem o envolvimento das
PAGs na morte celular programada de certas células das plantas e afirmam que este
mecanismo poderd ser desencadeado, presumivelmente, pela perturbagdo das PAGs

localizadas na interface membrana plasmatica — parede celular.

A importancia da morte celular programada durante o ciclo de vida das plantas esta
bem estabelecida (para uma revisio ver Greenberg 1996, Pennell e Lamb 1997) embora
os mecanismos moleculares subjacentes a este fenémeno ainda ndo estejam bem
definidos. Os elementos traqueais (ET) sfo células especializadas do xilema,
responsaveis pela circulagdo de dgua e substdncias nela dissolvidas. Durante o seu
processo de diferenciagfio os ET formam uma parede secunddria rigida entre a parede
primaria e a membrana plasmatica, que ¢ acompanhada pela sintese de nucleases e
proteases, vacuolizagdo do citoplasma e influxo de célcio. E este influxo de calcio que
est4 na base da execugdo da morte celular. Este influxo é morfologicamente marcado pelo
colapso do vactiolo hidrolitico e mistura do seu contetido com o citoplasma, o que leva a
degradacdo enzimatica dos contetidos celulares e do DNA (para uma revisio ver Fukuda
1997, Groover e Jones 1999).

Recentemente, Groover e Jones (1999) obtiveram evidéncias de que a morte celular
durante a diferenciagdo dos elementos traqueais do xilema ¢ controlada por um
mecanismo sinalizador coordenado com a sintese da parede secundaria. Propuseram um
modelo em que durante a diferenciagio da parede secundéria sdo secretados precursores
para a sua sintese e também ¢é secretada uma protease da serina de 40 KDa, que activa o
influxo de célcio que medeia a morte celular. A acumulagdo da protease na matriz
extracelular vai actuar como um mediador da progress3o da sintese da parede secundéria
¢ activar a morte celular programada apos apenas uma quantidade critica da parede

secunddria estar sintetizada.

As proteinas com ancoras GPI, como ¢ o caso de algumas PAGs, parecem estar
envolvidas em processos de transdugdio de sinais porque (i) interagem com outras
moléculas, que podem ter dominios intra ou extracelulares ou (ii) porque a glicoproteina

pode ser separada da sua ancora lipidica, este processo tem o potencial de originar
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mensageiros intra ou extracelulares, através da ancora lipidica ou do proteoglicano
extracelular (Schultz et al. 2000). A hipétese que propomos ¢ que um determinado
conjunto de PAGs pode representar um alvo potencial para a acgéo da protease, isto €, as
PAGs podem ser clivadas por estas proteases (por exemplo, ao nivel da &ncora lipidica
GPI) e passar a funcionar como moléculas sinalizadoras difusiveis, que desencadeiam o
influxo de célcio através da actuaciio ao nivel da membrana das células, o que inicia uma
cadeia de reac¢des que culmina na morte celular programada dos elementos traqueais de

xilema.

E interessante que exista um conjunto de PAGs na parede secundéria em formag@o e
um outro conjunto de PAGs nas porgdes citoplasmaticas em degeneragio das células em
diferenciagfio. Se existe uma coordenagfo entre a formagéo da parede secundaria ¢ o
processo da morte celular programada, entio provavelmente, e atendendo & sua
localizagdio, estes dois conjuntos de PAGs desempenharfo fungles diferentes mas

coordenadas para se obter um elemento traqueal perfeitamente diferenciado.

4.3. As PAGs no ovirio e no ovulo

A tltima fase de crescimento do tubo polinico é marcada pela mudanga abrupta da
sua direcgdo de crescimento. Os tubos polinicos passam do estilete para o interior do
ovério crescendo até A sua base. Depois de chegarem a base do ovério deixam entdo de
crescer basipetamente fazendo um 4ngulo de 90° de modo a ter acesso ao micrépilo do

ovulo (Coimbra 1998).

Através de microscopia dptica observou-se marcagdo, com os AcM JIMS, JIM13 e
MAC207, na superficie celular e em alguns contetidos das células do ovério. Em
microscopia electrénica verificamos, no entanto, que a marcagéo com o AcM JIM8 ¢
pouco significativa. J4 com o AcM JIM13 a marcagio ¢ muito forte e aparece associada a
membrana citoplasmdtica, a parede celular, ao vactolo e a muitos contetidos celulares
ndo identificados. Relativamente a estes tiltimos € de crer que sejam membranas, uma vez
que de acordo com vérios resultados obtidos em diversos estudos (Jauh e Lord 1996,
Samaj et al. 2000), as PAGs tém sido sempre localizadas em membranas no interior das

células, e ndo com os contetidos dessas estruturas membranares. Para uma localizagéo
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mais especifica terfio de ser feitos estudos adicionais, nomeadamente melhorando a
contrastagdo do material biolégico.

A localizagfio subcelular dos epitopos reconhecidos pelo AcM JIM13 nas células do
ovério parece indiciar que estas PAGs, devem ser rapidamente sintetizadas, secretadas e
depois recicladas neste 6rgdo. De acordo com esta hipétese as PAGs sdo activamente
sintetizadas no reticulo endoplasmatico, passam para o Golgi e através de vesiculas sdo
secretadas para a membrana e para a parede celular. Depois de desempenharem a sua
fungfio sdo internalizadas via corpos multivesiculares e degradadas no vactolo. Tal
hipétese vem ao encontro dos estudos de Herman e Lamb (1992), que propdem que a
distribuigio subcelular de um epitopo pode definir uma via endocitica, que estard
envolvida na internalizagfio e degradagiio de PAGs, mediada pelo vaciiolo. Estes dados
foram apoiados por estudos posteriores (Ferguson et al. 1999, Samaj et al. 2000). Este
sistema activo de sintese ¢ degradacdo das PAGs permitird as células reagirem
rapidamente a um ambiente em mudanga, através da rapida sintese e remogao de novos
tipos de PAGs (Kreuger e van Holst 1996). A mesma hipotese € também adequada para
os tegumentos do évulo, principalmente o tegumento externo, uma vezZ que também
nestes tecidos a localiza¢iio dos epitopos reconhecidos pelo AcM JIM13 ¢ muito ubiqua

ao nivel subcelular.

Neste estudo foi possivel observar 6vulos maduros antes de serem fecundados e apos
a fecundacdo. Tal distingo foi feita atendendo a presenga ou auséncia de parede celular a
rodear completamente a oosfera.

No estadio de évulo maduro em que o saco embriondrio estd receptivo, a expansio e
o alongamento do saco embriondrio levam a uma redugfo na espessura das paredes
celulares, acabando por ficar a zona caldzica da oosfera ¢ das sinergideas apenas rodeada
por membrana plasmatica. As duas sinergideas aparecem na extremidade micropilar, cada
uma com um aparelho filiforme bem desenvolvido. A parede do saco embriondrio
lateralmente ndio é mais do que a parede da célula central, sendo a via apopléstica do
fluxo de solutos do nucelo para o saco embriondrio. As antipodas estdo ausentes no saco
embrionario maduro (Coimbra 1998).

Nesta fase de desenvolvimento do 6vulo, as marcagdes dadas pelos AcM JIM8 e
JIM13 sdio muito especificas. Secgdes tratadas com estes dois anticorpos mostram
claramente uma marcagdo selectiva no tecido nucelar. Os epitopos surgem expressos

essencialmente nas células alinhadas com o micrépilo. Nestas células, as particulas de
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ouro aparecem associadas & membrana plasmatica. A marcagio € muito forte no aparelho
filiforme, surgindo também nas células do funiculo. No funiculo a marcagdo aparece sob
a forma de estruturas multivesiculares no interior das células. Ndo foi possivel através de
MET determinar que estruturas eram estas. Nas células dos tegumentos a marcagéo €
praticamente inexistente com o AcM JIMS8, e ¢ muito forte com o AcM JIMI3,
aparecendo no tegumento externo associada a multiplos contetidos celulares.

Estudos anteriores ja tinham revelado uma expressdo diferencial dos epitopos
reconhecidos por varios anticorpos, em tecidos do 6vulo. Pennell e Roberts (1990)
verificaram a expressdo selectiva do AcM MAC207 no dvulo de Pisum sativum L. e
observaram que o conjunto de células que d4 origem ao saco embrionério e ao nucelo néo
apresentava marcagfio, contrariamente aos dois tegumentos que apareciam marcados.
Num estudo posterior, os epitopos reconhecidos pelo AcM JIM8 foram detectados em
ovulos de Brassica napus (Pennell et al. 1991). Os epitopos foram inicialmente
detectados nas células do nucelo préximas da zona micropilar do 6vulo mas em évulos
maduros, a marcaco no nucelo estendia-se até a extremidade caldzica, ¢ a oosfera e as
sinergideas também apresentavam marcagdo. Em nenhuma das observagdes os
tegumentos, a célula central e as antipodas apresentaram marcagdo. Assim estes
investigadores verificaram que em flores maduras o AcM MAC207 marca células
somaticas do 6vulo e o AcM JIM8 marca certas células sexuais e algumas células

somaticas que as rodeiam.

Os 6vulos de 4. hypochondriacus sdo do tipo crassinucelado, apresentando vérias
camadas de células de nucelo entre o micropilo e o saco embriondrio. Relativamente a
marcagio selectiva das células do nucelo micropilar, confirmam-se os resultados obtidos
por Coimbra e Salema (1997) com o AcM JIM8, e obtém-se um padriio de marcagdo
semelhante para o AcM JIM13. Estes autores verificaram também que utilizando o AcM
MAC207 se verificava uma marcagio mais forte nas células do nucelo micropilar do que
nas restantes células nucelares. No entanto, esta diferenga ndo € tdo evidente como para o
JIMS.

Neste trabalho verificdmos também a presenga de um tubo polinico a atravessar o
nucelo micropilar (Fig. 22), que em microscopia Optica corresponde ao espago marcado
entre o nucelo micropilar e o saco embrionario (Fig. 12), pelo que se confirma a
passagem desta estrutura através desta zona do 6vulo. Assim, o tecido nucelar

desempenha uma fungio importante na fecundagfo devido & sua posigdo estratégica entre
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o micrépilo e o saco embriondrio. Esta importéncia € reforgada pelo facto de os epitopos
reconhecidos pelos AcM JIM8 e JIM13 estarem presentes nas células do nucelo que se
encontram nesse trajecto através do nucelo micropilar e estarem ausentes das restantes
células nucelares. Por outro lado, a marcagdo do nucelo micropilar é acompanhada de
uma marcagio intensa do aparelho filiforme das sinergideas e das invaginagdes da célula
central. Assim, as PAGs parecem marcar um trajecto desde o micrépilo do 6vulo,
passando através do nucelo micropilar, ¢ estendendo-se até ao saco embrionario, mais

concretamente as sinergideas

A organizagio ultraestrutural da oosfera fecundada aparenta uma actividade muito
diferente daquela demonstrada antes da fecundagdio. Um desses aspectos ¢ relativo a
parede celular. Ap6s a fecundagdo ha a formagdo de uma parede celular a toda a volta do
zigoto (para uma revisdo ver Russell 1993). Logo, o facto de a célula identificada como a
oosfera estar completamente rodeada por parede celular € indicativo de que ocorreu a
fecundagfio. Nesta fase de desenvolvimento os padrdes de marcagdo sdo semelhantes aos
referidos para o 6vulo antes da fecundagdio, mas a marcagéo no nucelo micropilar € mais

fraca, particularmente para o AcM JIMS.

Hiilskamp et al. (1995b) fizeram uma série de estudos que sugerem que as células do
gametéfito feminino sfio importantes no direccionamento do tubo polinico até ao
micrépilo do évulo. No entanto, era dificil distinguir se esse direccionamento era
controlado directamente pelo gamet6fito feminino ou se era controlado por células
esporofiticas que por sua vez controlavam o desenvolvimento do saco embriondrio. No
seguimento destes trabalhos Ray et al. (1997) determinaram que pelo menos a fase final
de direccionamento do tubo polinico até ao dvulo é controlada pelo gametdfito feminino,
rejeitando a segunda hipotese colocada por Hiilskamp et al. (1995b).

Assim, ao nivel molecular foi encontrada uma evidéncia genética para uma
actividade de longo alcance que orienta o tubo polinico. Todavia as células do saco
embrionario e os genes gametofiticos envolvidos permanecem desconhecidos, bem como
as proteinas que codificam e 0 modo como interactuam com os tubos polinicos (Wilhelmi
e Preuss 1996).

Relativamente as células do saco embrionario, onde podera ter origem esse sinal? As
sinergideas parecem ser um bom candidato. Estas células sdo altamente especializadas,

com uma organizagio citoplasmatica muito particular e possuem uma série de
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modificagdes da parede na extremidade micropilar, o aparelho filiforme (Russell 1993).
Pensa-se que atraem os tubos polinicos, recebem os seus conteidos e promovem a
passagem dos gAmetas masculinos para a oosfera e a célula central. Parecem ser
fisiologicamente muito activas e estar envolvidas em fungdes de secregdo e de transporte
no saco embrionario. Destas funcdes, uma que parece consensual é a da secregdo de
materiais que atraem o tubo polinico e que sinalizam a receptividade do saco embriondrio
através da degeneracio de uma ou de ambas as sinergideas (Huang e Russell 1992).

A reforcar esta hip6tese tem sido descrito para inimeras plantas a presenca de
reticulo endoplasmatico e de dictiossomas activos associados a numerosas vesiculas
durante a formacio do aparelho filiforme, cuja presenga poderd estar relacionada com a
sintese e secregdio de substincias quimiotrépicas (Huang e Russell 1992, Russell 1993),
que poderdo ser PAGs, uma vez que a sintese destas glicoproteinas ocorre no reticulo

endoplasmético e nos dictiossomas (Youl et al. 1998).

De acordo com tudo o que foi referido a hipétese colocada no trabalho ¢ que o sinal
que orienta o tubo polinico através do évulo até ao saco embrionario ¢ uma PAG ou um
conjunto de PAGs que devem ser secretadas pelas sinergideas. Em 4. hypochondriacus a
presenga abundante de dictiossomas, de vesiculas e a intensa actividade metabolica das
sinergideas (Coimbra 1998) pode estar relacionada com a sintese de PAGs que aparecem
associadas 4 membrana plasmatica ¢ a parede celular do aparelho filiforme das
sinergideas.

A forte marcagiio com os AcM JIM8 e JIMI3 nas sinergideas, especialmente no
aparelho filiforme, marcagfio que se estende ao nucelo micropilar, apoia a hipdtese acima
enunciada. O nucelo micropilar ¢ a Gltima zona a ser atravessada pelo tubo polinico antes
de terminar o seu longo percurso no saco embriondrio, e penetrar numa das sinergideas.
As sinergideas ocupam a extremidade mais micropilar do saco embrionério, local que as
coloca em posigdo preferencial para sinalizar a receptividade do saco embrionario e para
atrair o tubo polinico.

Ha ainda a salientar a forte marcago do tubo polinico a crescer no nucelo micropilar,
com o AcM JIMS. Esta marcagfo intensa podera indicar, tal como acontecia no tecido de
transmissdo do estilete (mas para 0 AcM JIM13), que o tubo polinico na sua passagem

incorpora as PAGs presentes no nucelo micropilar e as utiliza para o seu crescimento.
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Um aspecto interessante a considerar € a forte marcagdo no tegumento externo, numa
zona proxima do micrépilo do évulo, com 0 AcM JIM13. A ser uma marcagio especifica,
estas células do tegumento, pela sua proximidade com a zona micropilar poderdo estar
relacionadas com o fornecimento de nutrientes para o tubo polinico, nomeadamente de
PAGs. Baker et al. (1997) verificaram uma deficiéncia na fase final do direccionamento
do tubo polinico em mutantes ino de Arabidopsis thaliana. Nestes mutantes o gametéfito
feminino e o tegumento interno sdo morfologicamente normais, mas as c€lulas do
tegumento externo estdo ausentes. Estes autores concluem que a existéncia de um
gametofito feminino normal é necessdrio mas néo suficiente para o direccionamento do

tubo polinico até ao aparelho da oosfera.
Concluindo, os nossos resultados e os de outros que aqui discutimos parecem

confirmar a importincia das PAGs no crescimento e direccionamento do tubo polinico

através dos tecidos do pistilo.
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5. CONCLUSOES

O crescimento e direccionamento do tubo polinico desde o estigma até ao 6vulo
envolve uma série de complexos fenémenos de comunicagdo entre as células. Os grdos de
pblen e os tubos polinicos interactuam com varios tecidos dipléides e com varias células
haploides do pistilo para que ocorra com sucesso o processo de reprodugéo sexuada nas
angiospérmicas. Em 4. hypochondriacus a abundancia das PAGs nos tecidos do pistilo e
a sua distribuigdo selectiva, j4 verificada para um vasto conjunto de angiospérmicas, séo a
razdo principal para considerar que esta classe de proteoglicanos desempenha fungdes
importantes na reproducéo sexuada.

A expressdo selectiva dos epitopos das PAGs nos tecidos do pistilo indica que cada
conjunto de PAGs deve desempenhar fungdes diferentes e relacionadas com o tecido
onde estiio presentes. Assim ao nivel do estigma sugere-se que as PAGs desempenham
uma fungfio de suporte adesivo; no estilete as PAGs desempenhardo fungGes relacionadas
com a nutricio e orientagiio do tubo polinico; as PAGs presentes nos elementos traqueais
de xilema estarfio relacionadas com o processo de diferenciagio destas c€lulas. Ja ao
nivel do 6vulo os dados obtidos sugerem que as PAGs fagam parte de um mecanismo
quimiotrépico de atracgdio do tubo polinico desde o micropilo do 6vulo até ao saco
embrionario. A localizacio na membrana plasmatica e na parede celular relaciona-as sem
divida, com processos de interacg¢dio célula-célula, essenciais durante o desenvolvimento.

Parece-nos claro que o conhecimento das relagdes exactas entre as diferentes PAGs
dos tecidos do pistilo e as suas fungdes, incluindo acontecimentos como os da interacgio
polen-pistilo, nutri¢éo do tubo polinico e diferenciagfo celular, depende do conhecimento
detalhado da estrutura de cada uma das PAGs. No entanto até ao momento apenas um
pequeno nimero destas glicoproteinas foi caracterizado. No futuro sera necessario
purificar e caracterizar as PAGs dos tecidos reprodutores de algumas plantas para melhor
determinar as suas fungdes. Para investigar a regulagdo das PAGs durante o
desenvolvimento serd importante utilizar por exemplo anticorpos produzidos contra as
regides proteicas ndo glicosiladas das PAGs ou entdo técnicas baseadas na clonagem
molecular de modo a examinar a expressio dos nucleos proteicos das PAGs. Seria
importante ainda verificar a possibilidade de algumas PAGs interactuarem entre si ou

com outras moléculas, para realizarem determinada fungéo sendo provével que miltiplas
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proteinas desempenhem fungdes que se sobrepdem de modo a suportar o crescimento do
tubo polinico e a diferenciagéo celular.

Concluindo, tudo indica que as PAGs estdio envolvidas em multiplos processos
relacionados com o desenvolvimento das plantas, mas a descrigdo pormenorizada de

como tal acontece é ainda uma tarefa para a investigagio dos préximos anos.
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