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RESUMO

A melanina é um pigmento escuro resistente e que pode ser encontrado em tecidos animais, vegetais e
fangicos. Quando encontrada em tecidos vegetais € chamada de fitomelanina. A fitomelanina €
comumente descrita em sementes das Asparagales, em cipselas de algumas Asteraceae e recentemente foi
relatada em caules aéreos de espécies de Lychnophorinae (Vernonieae — Asteraceae). O pigmento esta
relacionado a protecdo contra invasdes fungicas e, ou, microbianas, contra herbivoria, alta radiacao solar
e dessecacdo. Os estudos relacionados a presenca do pigmento em sementes e frutos vém demonstrando a
grande importancia da fitomelanina nos estudos taxondnimos e evolutivos em Asparagales e Asteraceae.
Em Asparagales, por exemplo, a ocorréncia do pigmento no envoltorio da semente é considerada uma
sinapomorfia para a ordem. Nas Asteraceae, a ocorréncia do pigmento no pericarpo da cipsela é
considerada diagndstica para certas tribos, que compdem a “alian¢a da fitomelanina”. A partir da premissa
de que espécies da tribo Vernonieae apresentam fitomelanina em tecidos caulinares, este estudo pretendeu
entender a evolucdo desse pigmento em caules aéreos de Vernonieae, investigando espécies pertencentes
as principais linhagens da tribo. Além disso, pouco se sabe sobre a formacéo desse pigmento, ja que hé
poucos estudos relacionados a tematica, especialmente aos mecanismos celulares envolvidos com a sintese
e liberagcdo do pigmento nos tecidos. Assim, com o intuito de entender quais células e quais mecanismos
celulares estariam envolvidos com a sintese da fitomelanina em caules aéreos de Vernonieae, foi realizado
um estudo ontogenético, estrutural e subcelular de caules da espécie Piptocarpha axillaris (Less.) Baker.
Para isso, utilizaram-se metodologias usuais em anatomia vegetal e em microscopia eletrénica de
transmissdo. Para o entendimento da evolucéo da ocorréncia do pigmento na tribo Vernonieae, além de
analises usuais em anatomia vegetal, foi realizada a reconstrugdo dos estados ancestrais dos caracteres de
ocorréncia de fitomelanina, por maxima verossimilhanca, utilizando-se uma hip6tese filogenética recente
de Vernonieae, baseada em dados morfolégicos e moleculares. Na caracterizagdo da ocorréncia de
fitomelanina em caules aéreos de Vernonieae, a presenca de fitomelanina foi observada nos espacos
intercelulares de esclereides com diferentes graus de espessamento, mas mais frequente em esclereides
espessadas. Pode-se observar uma maior frequéncia do pigmento na medula, no floema secundario e no
cortex, respectivamente. As reconstrugdes dos estados ancestrais dos caracteres sugerem que
provavelmente o ancestral comum mais recente da tribo Vernonieae apresentava fitomelanina na regido
do cértex, no floema secundario e na medula. Nas demais regides e, ou tecidos do caule, o pigmento teria
surgido ao longo da evolucdo da tribo. Ja as analises dos caules da espécie P. axillaris possibilitam
observar que a polimerizagéo da fitomelanina pode ocorrer simultdneamente ou apds a esclerificacdo e
gue essa deposicdo aumenta de acordo com o espessamento caulinar. A partir das analises subcelulares
sugerimos a participagdo de compostos fenélicos formados em plastideos como importantes precursores

da fitomelanina, pois foi possivel observar ampla frequéncia de compostos eletrondensos nessas organelas.
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Também sugerimos a participacdo de material provindo do reticulo endoplasmaético rugoso e de
ribossomos livres como precursores da fitomelanina. Foi descrito o processo de sintese, secrecdo e
transporte de material eletrondenso até o espago intercelular, onde o pigmento é polimerizado.

Palavras-chave: Caules aéreos, compostos fendlicos, estados ancestrais, melanina, secrecdo, analises
subcelulares.
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ABSTRACT

Melanin is a dark, tough pigment that can be found in animal, vegetable and fungal tissues. When found
in plant tissues is called phytomelanin. Phytomelanin is commonly described in Asparagales seeds, in
cypselas of some Asteraceae, and has recently been reported in aerial stems of Lychnophorinae
(Vernonieae - Asteraceae) species. The pigment is related to protection against fungal and microbial
invasions, against herbivory, high solar radiation and desiccation. Studies related to the presence of
pigment in seeds and fruits have demonstrated the great importance of phytomelanin in the taxonomic and
evolutionary studies in Asparagales and Asteraceae. In Asparagales, for example, the occurrence of the
pigment in the seed envelope is considered a synapomorphy for the order. In the Asteraceae, the
occurrence of the pigment in the pericarp of the cypsela is considered diagnostic for certain tribes, which
make up the "phytomelanin alliance". From the premise that species of the Vernonieae tribe present
phytomelanin in cauline tissues, this study aimed to understand the evolution of this pigment in aerial
stems of Vernonieae, investigating species belonging to the main lineages of the tribe. Moreover, little is
known about the formation of this pigment, since there are few studies related to the subject, especially
the cellular mechanisms involved with the synthesis and release of the pigment in the tissues. Thus, in
order to understand which cells and which cellular mechanisms would be involved in the synthesis of
phytomelanin in aerial stems of Vernonieae, an ontogenetic, structural and subcellular study of stems of
the species Piptocarpha axillaris (Less.) Baker was carried out. For this, we used usual methodologies in
plant anatomy and in transmission electron microscopy. In order to understand the evolution of the
pigment occurrence in the Vernonieae tribe, in addition to the usual analyzes in plant anatomy, the
ancestral states of the phytomelanin occurrence characters were reconstructed by maximum likelihood
using a recent phylogenetic hypothesis of Vernonieae based in morphological and molecular data. In the
characterization of the phytomelanin occurrence in aerial stems of Vernonieae, phytomelanin presence
was observed in the intercellular spaces of sclereids with different degrees of thickening, but more frequent
in thickened sclereids. It can be observed a higher frequency of pigment in the medulla, in the secondary
phloem and cortex respectively. Reconstructions of the ancestral states of the characters suggest that
probably the most recent common ancestor of the Vernonieae tribe presented phytomelanin in the cortex,
the secondary phloem, and the marrow. In the other regions and, or tissues of the stem, the pigment would
have appeared throughout the evolution of the tribe. On the other hand, the analysis of P. axillaris stems
makes it possible to observe that the polymerization of phytomelanin can occur simultaneously or after
sclerification and that this deposition increases according to the thickening of the stem. From the
subcellular analyzes we suggest the participation of phenolic compounds formed in plastids as the main
precursors of phytomelanin, since it was possible to observe a wide frequency of electron-dense

compounds in these organelles. We also suggest the participation of material coming from the rough
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endoplasmic reticulum and free ribosomes as precursors of phytomelanin. It was described the process of

synthesis, secretion and transport of electrodependent material to the intercellular space, where the
pigment is polymerized.

Key words: Aerial stems, cypselas, phenolic compounds, ancestral states, melanin, secretion, seeds,
subcellular analysis.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Importancia da fitomelanina

A melanina é um pigmento que apresenta coloragdo escura, reportada em tecidos de animais,
vegetais e de fungos. N&o apresenta uma estrutura quimica Unica, sendo assim classificada em:
eumelanina, feomelanina e alomelanina (Solano, 2014). O pigmento denominado de eumelanina é
encontrado em tecidos animais, apresenta coloracdo marrom a preto, é formado a partir da oxidagdo da
tirosina e estruturalmente apresenta os elementos 5,6-di-hidroxi-indol e acido 5,6-di-hidroxi-indol-2-
carboxilico (Aroca et al., 1992; Solano, 2014). A feomelanina também é encontrada em tecidos animais,
possui tons que variam do amarelo ao vermelho. Esse grupo se difere da eumelanina principalmente pela
presenca de enxofre em sua estrutura quimica. Sua formagdo também ocorre a partir da oxidacdo da
tirosina, mas nesse caso, ha participacdo do aminoacido cisteina (Pazella et al., 2011; Napolitano et al.,
2013; Solano, 2014). O grupo das alomelaninas é encontrado em tecidos vegetais e de fungos,
apresentando coloragio escura (assim como as eumelaninas). E formado a partir da acio da enzima fenol
oxidase, durante a polimerizagdo de compostos fendlicos como: y-glutaminil-4-hidroxibenzeno, &cido
homogentisico, acido 4-hidroxifenilacético, 1,8-di-hidroxinaftaleno e o-benzenodiol (catecol)) (Plonka &
Grabacka, 2006; Solano, 2014). Quando extraida de tecidos animais 0s precursores mais comuns da
melanina apresentam o composto aromatico indol, sendo que a melanina formada é classificada como
“indol melanina”. Ja nos tecidos vegetais e de fungos, COMO 0 precursor mais comum €é o catecol, a
melanina formada ¢ classificada como “catecol melanina” (Nikolaus, 1964; Solano, 2014; Cordero &
Casadevall, 2017).

A presenca do pigmento em tecidos animais inclui fungdes de protecdo contra a exposicao ao
sol, camuflagem, termorregulacdo (no caso dos répteis), entre outros (De Leeuw et al., 1994; Hill et al.,
1997; Riley, 1997). Estudos publicados indicam que a melanina animal possua uma atividade anti-HIV
(Virus da Imunodeficiéncia Humana) em culturas in vitro (Montefiori & Zhou, 1991). Nos fungos, ela
também exerce papel de protecdo contra alta radiacdo, alta pressdo osmética, baixa disponibilidade de
nutrientes e de agua, temperaturas extremas (Cordero & Casadevall, 2017), entre outros, sendo que as
pesquisas relacionadas aos fungos melanizados se direcionam principalmente para o papel da melanina na
viruléncia do fungo. Também ha relatos de que o pigmento pode aumentar a resisténcia das hifas contra o
sistema de defesa do hospedeiro e que a sua presenca pode afetar significativamente a atividade de
antiflngicos utilizados na medicina (Paim et al., 1990; Gémes & Nosanchuk, 2003; Eisenman &
Casadevall, 2012).

Nas plantas, esse pigmento é denominado como fitomelanina (Hartwich, 1885, apud Hanausek,

1907 e Griebel 1913; Nicolaus, 1964; Huber, 1969; Heubl et al., 1988; Pandey & Dhakal, 2001). A
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fitomelanina é comumente descrita em frutos de espécies da familia Asteraceae (Huber, 1969; Pandey et
al., 1989; Pandey & Dhakal, 2001; Park et al., 2007), em sementes de espécies da ordem Asparagales
(Wittich & Graven, 1995, 1998) e também em sementes da familia Convolvulaceae (Park, 2012; Freitas
et al., 2015). Nesses 6rgaos reprodutivos, o pigmento é considerado uma substancia muito resistente,
estando geralmente relacionada a protecdo contra predadores, como por exemplo nos frutos do girassol,
dificultando a oviposicdo de mariposas e aumentando a efetividade no cultivo da planta (Pandey et al.,
1989; Pandey & Dhakal, 2001). Estudos relatam que a presenca da fitomelanina influencia positivamente
0 cultivo e o rendimento de sementes de girassdis, demonstrando que essa substancia ndo s6 funciona
como um bloqueador fisico, mas também apresenta caracteristicas toxicas ou impalataveis, que fazem as
larvas de determinados insetos preferirem plantas sem a fitomelanina (Carlson et al., 1972; Rogers &
Kreitner, 1983). Além disso, o0 pigmento protege as sementes e frutos contra a invasdo fungica e
microbiana, contra a desidratacao e contra a radiacdo solar intensa (Pandey et al., 1989; Pandey & Dhakal,
2001; Jeffrey, 2009). Sava et al. (2001) e Ozdenir & Keles (2018) afirmam que a fitomelanina, com suas
propriedades antioxidantes, teria um grande potencial industrial, auxiliando no desenvolvimento de novos
produtos comésticos e nas industrias alimenticias, ja que a fonte desse pigmento seria abundante, a partir
da extracdo de sementes de girassol.

Além disso, a deteccdo do pigmento tem apresentado grande relevancia nos estudos
relacionados a taxonomia e & evolucdo das espécies de Asparagales e das espécies de Asteraceae. Em
Asparagales, por exemplo, a presenca do pigmento nas sementes é uma caracteristica diagnéstica para o
grupo (Kubitzki, 1998). Em Asteraceae, o pigmento € comumente relatado para as cipselas e representa
um carater distintivo para as tribos: Bahieae, Chaenactideae, Coreopsideae, Eupatorieae, Feddeeae,
Helenieae, Heliantheae, Madieae, Millerieae, Neurolaeneteae, Perityleae, Polymnieae, Tageteae e
Cardueae (Panero, 2007, Baldwin, 2009; Pandey et al. 2014). A presenca do pigmento em todas essas
tribos auxilia na delimitagdo taxondmica dos membros, de tal maneira que o grupo recebeu o nome de
“Alianca da fitomelanina” (Funk et al., 2009; Pandey et al. 2014).

Os registros encontrados na literatura para a familia Asteraceae associam a ocorréncia da
fitomelanina principalmente ao pericarpo das cipselas, relacionando a presenca do pigmento as fibras e as
camadas mais internas da hipoderme (Rogers et al., 1982; Hartwich, 1885, apud Hanausek, 1907 e Griebel,
1913; Pandey et al., 1989; De-Paula et al., 2013). Entretanto, também ha trabalhos que indicam que essa
substancia esta presente em raizes e rizomas das tribos Cardueae e Heliantheae (Asteraceae) (Hartwich,
1885, apud Hanausek, 1907 e Griebel, 1913; Heubl et al., 1988; Mistrikova & Vaverkova, 2007; Fritz &
Saukel, 2011). Recentemente, Lusa et al. (2018) relataram pela primeira vez a presenca da fitomelanina
em caules aéreos e folhas de individuos da subtribo Lychnophorinae (Vernonieae). Nesse estudo, os
autores constataram que o pigmento ocorre entre as esclereides espessadas e que a frequéncia dele é maior

em caules lenhosos. Assim, Freitas et al. (2015) e Lusa et al. (2018) indicam que a ocorréncia de
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fitomelanina em Asteraceae pode estar subestimada. Contudo, estudos para uma melhor compreenséo da

ocorréncia da fitomelanina na familia ainda se fazem necessarios.

1.2 Hipoteses sobre a sintese da fitomelanina

Além disso, o processo de formacédo celular e a identificacdo dos tecidos e, ou, tipos celulares
envolvidos na sintese da fitomelanina, ainda ndo estdo completamente desvendados. Em 1907, Hanausek
sugeriu que a fitomelanina é formada por substancias advindas da parede celular esclerenquimatica
transportadas até a lamela média. Contudo, Rogers et al. (1982) sugeriram que a formagdo do pigmento
nas cipselas das Asteraceae ocorre através da desintegracéo de células hipodérmicas. Pandey et al. (1989)
e De-Paula et al. (2013) propdem que a hipoderme ¢, ou, o esclerénquima (fibras) das cipselas, secretam
0s precursores que formardo a fitomelanina nos espacos intercelulares. Ja para a presenca de fitomelanina
em caules aéreos e folhas de Lychnophorinae, Lusa et al. (2018) relataram que a presenga do pigmento
parece estar relacionada as esclereides e as células parenquimaticas adjacentes. Apesar dessa sugestao,
ainda ndo hé registro de investigacBes dos processos celulares envolvidos na sintese da fitomelanina em

sistemas caulinares.

1.3 Caracteristicas gerais da familia Asteraceae e da tribo Vernonieae

Asteraceae, também conhecida como Compositae (compostas), € uma familia de plantas, dentre
as angiospermas, pertencente a ordem Asterales, com cerca de 1.600-2.000 géneros e 24.000-30.000
espécies, representando aproximadamente 10% da flora mundial (Bremer, 1994; Funk et al., 2005; Jeffrey,
2007; Funk et al., 2009). Asteraceae teve origem na América do Sul e é encontrada em grande parte dos
continentes, exceto no continente Antartico (De Vore & Stuessy, 1995; Funk et al., 2009).

Seus representantes sdo ervas, subarbustos, arbustos, arvoretas e arvores. A inflorescéncia é
agregada em capitulos (caracteristica marcante das compostas) com flores pequenas e envolvidas por
bracteas involucrais, com anteras aderidas entre si e com apresentagdo secundaria de pdlen pelo estilete
(Bremer, 1994; Funk et al., 2009; Judd et al. 2007). Caracteristicas moleculares e morfoldgicas sustentam
sua condi¢do monofilética (Jansen & Palmer, 1987; Kim et al.,1992; Panero & Funk, 2002; Funk et al.,
2009). As caracteristicas morfoldgicas observadas nos representantes desta familia sdo: folhas geralmente
alternas, capitulos discoides, estiletes longos, delgados, agudos e pilosos anteras sinanteras e o fruto do
tipo cipsela, provindo de ovario bicarpelar (raramente tricarperlar) infero com évulo basal ereto (Jansen
& Palmer, 1987; Kim et al., 1992; Bremer, 1995; Panero & Funk, 2002; Funk et al., 2009; Keeley &
Robinson, 2009). As espécies dessa familia produzem compostos quimicos secundarios como
poliacetilenos, compostos fendlicos e lactonas sesquiterpénicas (uma importante sinapomorfia da familia)
geralmente relacionados a defesa contra patdgenos e herbivoria (Emerenciano, 1983; Judd et al., 2007;
Calabria et al., 2009).

Asteraceae apresenta 12 subfamilias e 43 tribos (Funk et al., 2009). A tribo Vernonieae é uma
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das maiores, com 129 géneros e 1.100 espécies representantes. Sua distribuicdo pode ocorrer em toda a
América, Africa do Sul, Asia (regifo Sudeste), e também na regi&o do Pacifico (Bremer, 1995; Keeley &
Robinson, 2009). As espécies de Vernonieae podem apresentar diversos habitos, desde pequenas ervas a
grandes arvores, a disposicdo das folhas geralmente é alterna, o capitulo é discoide e 0s estiletes sdo
longos, delgados, agudos e pilosos (Bremer, 1995; Keeley & Robinson, 2009). Dados moleculares e
morfoldgicos publicados por Keeley & Jansen, (1994), Panero & Funk, (2002), Goertzen et al., (2003) e
Funk et al., (2005), sugerem que Vernonieae é monofilética. Loeuille et al., (2015), publicaram um estudo
sobre as Venonieae americanas, demonstrando o monofiletismo da subtribo Lychnophorinae. Apesar
disso, devido a grande dimenséo da tribo e a sua ampla distribuicdo, muitas perguntas ainda ndo foram

respondidas em relagéo a classificagdo das Vernonieae (Keeley et al., 2007; Keeley & Robinson, 2009).

1.4 Objetivos

O presente estudo teve por objetivo investigar a evolugdo da presenca de fitomelanina em
espécies da tribo Vernonieae, baseando-se em estudos filogenéticos realizados por Sinischalchi et al.
(2019, no prelo) e também analisar as células e os mecanismos celulares envolvidos com a presenca da

fitomelanina em caules aéreos de uma espécie da tribo Vernonieae.
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CAPITULO 1

Ocorréncia e evolugdo da fitomelanina em caules aéreos de Vernonieae (Asteraceae)

Manuscrito a ser submetido para a revista Botanical Journal of the Linnean Society
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Ocorréncia e evolucgdo da fitomelanina em caules aéreos de Vernonieae (Asteraceae)

RESUMO
A fitomelanina é um pigmento de coloracdo escura, sendo frequentemente relatada em frutos e em
sementes. Entretanto, recentemente foi registrada em caules aéreos de espécies de Vernonieae,
especificamente na subtribo Lychnophorinae. O presente estudo relata a presenca desse pigmento em
caules aéreos de outras espécies pertencentes a tribo Vernonieae e investiga a sua evolucdo da
ocorréncia do mesmo nessas linhagens. Amostras de 42 espécies pertencentes as principais linhagens
de Vernonieae, além de duas espécies pertencentes ao grupo externo, foram analisadas através de
técnicas usuais em anatomia vegetal. A partir dos dados coletados foi realizada a reconstrucdo dos
estados ancestrais da ocorréncia de fitomelanina, por maxima verossimilhanga, utilizando uma
reconstrucéo filogenética recente de Vernonieae baseada em dados morfoldgicos e moleculares. A
presenca de fitomelanina foi observada nos espacos intercelulares de esclereides com diferentes graus
de espessamento da parede celular, sendo mais frequente em esclereides espessadas. Pdde-se observar
maior frequéncia do pigmento na medula, floema secundario e no cértex. As reconstrucdes dos estados
ancestrais dos caracteres sugerem que provavelmente o ancestral comum mais recente da tribo
Vernonieae apresentava fitomelanina na regido do cértex, no floema secundario e na medula. Os dados
apresentados nesse trabalho indicam que novas investigagdes sdo necessarias em relacéo a ocorréncia
da fitomelanina em sistemas caulinares de espécies pertencentes a outras tribos de Asteraceae. Além
disso, também se faz necessario entender se fatores ambientais podem influenciar no processo de

formacgéo do pigmento.

Palavras-chave: esclereides, melanina, 6rgaos vegetativos, pigmento, reconstrugéo.
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1. INTRODUCAO

A fitomelanina é um pigmento de coloracao escura (marrom a preto) que recebe essa nomenclatura
por ser um tipo de melanina encontrada em tecidos vegetais (Nicolaus, 1964; Pandey & Dhakal, 2001).
Sua origem quimica é pouco conhecida, ja que ndo € sollvel para grande parte dos solventes conhecidos,
como: acido crémico, hidroxido de potassio, acido sulfarico, acido cloridrico, acido nitrico, dgua regia,
agua, alcool, éter de petréleo, glicerina, hidrato de cloro e aménia (Pandey & Dhakal, 2001). Assim como
a melanina encontrada em tecido animal, a fitomelanina é um pigmento associado a protecdo contra
radiacdo solar intensa, mas também contra desidratacdo (Pandey et al., 1989; Hill et al., 1997; Pandey &
Dhakal, 2001; Jeffrey, 2009). Além disso, ha relatos indicando que esse pigmento esta relacionado a
protecdo contra predadores, como por exemplo, em frutos de girassol, nos quais a presenga do pigmento
dificulta a alimentacdo das larvas de mariposas do girassol e aumenta a efetividade de cultivo da planta
(Carlson et al., 1972; Rogers & Kreitner, 1983; Aragén & Ravelo 2010; Prasifka et al., 2014). Além disso,
0 pigmento é considerado importante na protecdo contra infeccbes provocadas por fungos e outros
microrganismos (Pandey & Dhakal, 2001).

A fitomelanina esta presente em frutos ou cipselas de espécies da familia Asteraceae, em sementes
de espécies da ordem Asparagales e também ha relatos para sementes de Convolvulaceae (Huber, 1969;
Dahlgren et al., 1985; Pandey et al., 1989; Wittich & Graven, 1995; Pandey & Dhakal, 2001; Park et al.,
2007; Park, 2012; Freitas, et al., 2015). Assim, as pesquisas envolvendo a presenca do pigmento em frutos
e em sementes tém apresentado grande importancia no entendimento taxondmico e evolutivo dentro
Asteraceae e de Asparagales.

Nas Asteraceae, a presenca da fitomelanina é frequentemente associada ao pericarpo das cipselas
(Rogers et al., 1982; Pandey et al., 1989; De-Paula et al., 2013). No entanto, alguns trabalhos indicam que
essa substancia esta presente também em raizes e rizomas de espécies das tribos Cardueae e Heliantheae
(Hartwich, 1885, citado por Hanausek, 1907 e Griebel 1913; Huber, 1969; Heubl et al., 1988; Mistrikova
& Vaverkova, 2007; Fritz & Saukel, 2011). Além disso, Lusa et al. (2018) relataram a presenca da
fitomelanina em caules aéreos e folhas de Asteraceae, em individuos da subtribo Lychnophorinae
(Vernonieae). Os autores também relatam que essa substancia ocorre com maior frequéncia em caules
lenhosos do que em caules jovens. Esses estudos sugerem que é possivel que a ocorréncia da fitomelanina
em Asteraceae esteja subestimada, pela simples escassez de investigacGes, como ja enfatizado por Freitas
et al. (2015) e Lusa et al. (2018). Portanto, maior esforgo investigativo é necessario para uma melhor
compreensao da evolucdo da ocorréncia da fitomelanina na familia.

Vernonieae é uma das maiores tribos de Asteraceae, com cerca de 130 géneros e 1.100 espécies
distribuidas em todo o continente americano, no Sul da Africa, no Sudeste da Asia e no Pacifico (Bremer,

1995; Keeley et al., 2007; Keeley & Robinson, 2009). Os seus membros apresentam habitos variados,
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desde pequenas ervas a grandes arvores, com folhas geralmente alternas, capitulos discoides, estiletes
longos, delgados, agudos e pilosos (Bremer, 1995; Keeley & Robinson, 2009). Devido ao grande tamanho
da tribo e a ampla distribuicdo de Vernonieae, a classificacdo subtribal ainda ndo estd adequadamente
estabelecida, mas dados moleculares e morfoldgicos indicam que Vernonieae ¢ monofilética (Keeley &
Jansen, 1994; Panero & Funk, 2002; Goertzen et al., 2003; Funk et al., 2005). Em relacéo a classificacdo
das subtribos, Loeuille et al. (2015) publicou estudo sobre as Vernonieae americanas, sustentando o
monofiletismo da subtribo Lychnophorinae. Entretanto, para as demais subtribos ainda existem duvidas
sobre as relagGes de parentesco (Keeley et al., 2007; Keeley & Robinson, 2009).

Através da investigacdo evolutiva da ocorréncia de fitomelanina na subtribo Lychnophorinae,
realizado por Lusa et al. (2018), observou-se que a fitomelanina esta presente em outras espécies de
Vernonieae pertencentes ao grupo externo no estudo. A partir disso, objetivou-se ampliar a investigacdo
da ocorréncia de fitomelanina para a tribo Vernoniae, baseando-se nos estudos filogenéticos mais recentes
da tribo realizados por Siniscalchi et al. (2019, no prelo), com o intuito de procurar entender a evolugéo
da ocorréncia do pigmento dentro do referido grupo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material botanico

Para a determinacdo da ocorréncia da fitomelanina bem como para o seu estudo evolutivo, foram
analisadas amostras de 42 espécies pertencentes as principais linhagens de Vernonieae e de duas espécies
que fazem parte do grupo externo (Moquinia racemosa (Spreng.) DC. e Pseudostiffitia kingii H.Rob.)
(Tabela Al, Anexo I). As espécies foram selecionadas a partir da filogenia mais recente da tribo
(Siniscalchi et al., 2019, no prelo) (Figura 1) e de acordo com a disponibilidade de material nos herbarios.
Segundo estudos prévios de Lusa et al. (2018), os caules aéreos de Vernonieae sdo possivelmente os
Orgdos vegetativos que apresentam maior ocorréncia da fitomelanina, especialmente nas regifes lenhosas
dos ramos. Além disso, sdo as regides com maior facilidade para serem amostradas em materiais
herborizados. Assim, as amostras de material para o estudo evolutivo foram adquiridas por meio de coletas
a partir de material herborizado, obtido em herbarios nacionais e, ou internacionais, conforme a
disponibilidade de material e autorizacdo dos herbérios (Tab. Al, Anexo I). Efetuaram-se as amostragens
de forma a minimizar danos ao material herborizado, sendo obtidas exclusivamente das regifes mais basais
dos ramos. Sempre que possivel foram coletadas triplicatas para cada espécie, priorizando-se amostras

provenientes de diferente localizagdo geogréfica.

2.2 Procedimentos para analise micromorfoldgica do material herborizado

As amostras de material herborizado foram reidratadas em solucédo de detergente, agua e glicerina
(na proporc¢éo: 1:89:10 - v/v), de acordo com Alcorn & Arsk (1953). Apos a hidratacdo, as amostras foram
seccionadas a mao livre com auxilio de lamina de barbear. N&o foi necesséaria a utilizacdo de corantes, ja
que a coloracdo natural marrom escura da fitomelanina caracteriza bem a sua presenca nos tecidos. Apds
o0s procedimentos citados, laminas semipermanentes com o material histoldgico foram montadas com
gelatina glicerinada (Kaiser, 1880). Para a observagdo dessas laminas foi utilizado microscopio
Olympus®, modelo CX21FS1. Os resultados foram documentados através de captura de imagens das
laminas, utilizando-se de microscépio de luz Olympus®, modelo BX41, com cdmera (Q-imagin 3.3

mpixel) acoplada.

2.3 Reconstrucéo dos estados ancestrais dos caracteres na filogenia
A reconstrucdo evolutiva da ocorréncia da fitomelanina nas espécies de Vernonieae foi realizada
com base na analise filogenética mais recente da tribo (Siniscalchi et al., 2019, no prelo) (Figura 1). Os
terminais que ndo foram elencados para a analise foram retirados da arvore com auxilio do programa
Mesquite 3.01 (Maddison e Maddison 2014). Os caracteres analisados foram: ocorréncia da fitomelanina
no parénquima cortical, no periciclo, no floema (primario e secundario), no xilema (primario e secundario)
e no parénquima medular. Os estados dos caracteres foram codificados em uma matrix como presentes e
29



ausentes. A reconstrucdo dos estados ancestrais dos caracteres foi efetuada através do método de maxima
verossimilhanga contida na funcdo Analise Filogenética e Evolucdo (APE) disponivel em um ambiente

computacional, denominado R, verséo 5.1 (R Core Team, 2018).
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Figura. 1. Reconstrucéo filogenética mais recente da tribo Vernonieae. Método de maxima verossimilhanca.

Marcador EST (Expressed Sequence Tag) (Siniscalchi, 2019, no prelo). As espécies elencadas para o presente

estudo estdo destacadas com circulos vermelhos. Indicagéo das subtribes foi realizada de acordo com estudos
foi indicada como pertencente a subtribo X pelos autores, enquanto feitos por Keeley & Robinson (2009). A

espécie Allocephalus gamolepis foi descrita posteriormente por de Azevedo Bringel et al. (2011) e indicada
pelos autores como pertencentes a subtribo Dypterocypcelinae. As spp. Paralychnopphora harleyi e

Stophopappus speciosus foram indicadas nos estudos de Loeuille et al. (2015) como pertencentes as subtribos

Lychnophorinae e Lepidaploinae respectivamete.
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3. RESULTADOS
3.1. Ocorréncia da fitomelanina nas diferentes regies do caule

Os caules analisados estavam em fase de crescimento secundario (Fig. 2A). A ocorréncia de
fitomelanina nas regides e, ou tecidos do caule (cortex, periciclo, floema primario e secundario, xilema
primario e secundario e medula), esta apresentada na Tab. A2 (anexo I). A presenca da fitomelanina
esta associada as esclereides e é observada nos espacos intercelulares das mesmas (Fig. 2A-G).

Verificou-se que no cortex das espécies analisadas, as esclereides podem estar dispostas de
forma agrupada (Fig. 2B) ou isolada (Fig. 2C). A presenca de fitomelanina foi observada nos espacos
intercelulares entre esclereides com diferentes graus de espessamento da parede celular, sendo mais
frequente em esclereides bastante espessadas (Fig. 2B-D e 2G). No entanto, ha algumas esclereides
com paredes bastante espessadas que aparentemente ndo apresentam o pigmento nos espagos
intercelulares adjacentes (Fig. 2C — seta preta). A fitomelanina foi observada também nos espacos
intercelulares de células parenquimaticas vizinhas, que posteriormente se diferenciam em esclereides
(Fig. 2D — asterisco branco).

Na regido periférica ao cilindro vascular foi observada a presenca de calotas de fibras
perivasculares (Fig. 2A). Em todos os exemplares analisados as fibras ndo apresentaram fitomelanina
nos espacos intercelulares (Fig. 2A). No cilindro vascular, esclereides formadas a partir do periciclo
podem apresentar fitomelanina (Fig. 2D-E, setas vermelhas). As mesmas distribuem-se justapostas as
calotas de fibras com abundante presenca do pigmento (Fig. 2D-E). No floema priméario observou-se
presenca de fitomelanina nos espacos intercelulares de esclereides bastante espessadas. No floema
secundério, o acumulo do pigmento ocorre de forma semelhante (Fig. 2A). Na regido do xilema
primario ndo foi observada a presenca do pigmento em nenhuma das espécies estudadas, ja no xilema
secundério a presenca da fitomelanina foi identificada em duas das espécies investigadas (Tab. A2 do
anexo I). Nesse tecido, o0 acimulo do pigmento foi observado entre esclereides na regido do raio (Fig.
2F). A maioria das espécies analisadas apresentou o pigmento na regido medular, sempre associado
as esclereides.

As esclereides apresentam parede secundaria bastante espessada, formato relativamente
isodiamétrico no plano transversal, com pontoacdes simples ramificadas (Fig. 2G — seta amarela),
sendo levemente alongadas no plano longitudinal. Levando em conta as espécies analisadas, a
presenca da fitomelanina é abundante no cortex, no floema secundario e na medula, enquanto que no

floema primario e no xilema secundario, ¢ rara (Fig. 2A).
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Fig. 2 — Secc0es transversais dos caules aéreos de espécies da tribo Vernonieae. (A-B,E) Caule de Eremanthus
incanus. (C) Caule de Gorceixia decurrens. (D,G) Caule de Lychnophora salicifolia. (F) Caule de Lychnophora
haploppapa. (A) Esclereides na regido cortical, floematica e medular com presenca de fitomelanina (seta
branca). (B) Detalhe das esclereides corticais agrupadas, com fitomelanina nos espacos intercelulares (seta
branca). (C) Esclereides isoladas no cortex com e sem fitomelanina. (D) Esclereides e células parenquimaticas
circunvizinhas (asteriscos brancos) apresentando fitomelanina nos espacos intercelulares (seta branca); E)
Esclereides periciclicas (seta vermelha) e floematicas com presenca de fitomelanina (seta branca). (F) Tecido
xilematico com fitomelanina entre esclereides do raio (seta branca). (G) Detalhe das esclereides medulares com
presenca de fitomelanina nos espagos intercelulares (seta branca). Ctx = Cortex; Esc = Esclereide; Esf =
Esclereide floematica; Fib = Fibras; FIm = Floema; Med = Medula; Xil = Xilema; seta amarela = pontoagdes;
seta preta = Esclereides; seta vermelha = esclereides periciclicas. (A) 100um; (B-D) 50um; (E-F) 25um; (G)
S5um.
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3.2. Evolucdo da fitomelanina: reconstrucdes dos estados ancestrais dos caracteres

As figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8 bem como a Tabela 1 representam as reconstrugdes dos estados
ancestrais da ocorréncia da fitomelanina para cada tecido e, ou regido avaliados. A partir dessas
reconstruces, verificou-se que a fitomelanina provavelmente ja ocorria no ancestral comum mais
recente da tribo (ACR) na regido do cortex (75%, Fig. 3), no floema secundario (80%, Fig. 4) e na
medula (100%, Fig. 5). Também foi possivel observar que o pigmento esta presente na regido medular
do caule de individuos pertencentes ao grupo externo (Moquinia racemosa (Spreng.) DC.) (Fig. 5).

As andlises de reconstrucdo do estado ancestral da ocorréncia de fitomelanina no
parénquima cortical demonstraram que dentro da tribo esse caractere teria se perdido vérias vezes no
grupo irmao de Lychnophorinae (Fig 3, Tab. A2, Anexo I), sendo a probabilidade de presenca do
pigmento no parénquima cortical do ACR de 0.75 e de auséncia de 0.25 (Tab. 1). No periciclo, a
probabilidade de auséncia do pigmento no ACR é de 0.57 e de presenca é de 0.43 (Tabela 1), estando
presente em cinco géneros (Fig. 6).

As reconstrugdes correspondentes a presenca de fitomelanina no floema primario indicaram
gue o ACR da tribo provavelmente ndo apresentava fitomelanina nessa regido (probabilidade de
auséncia de 0.88 e de presenca de 0.12) (Fig7). No floema secundério as reconstrucdes designaram
gue a fitomelanina estaria presente no ACR da tribo (probabilidade de presenca de 0.80 e de auséncia
de 0.20) (Fig. 4 e Tab. 1 e Tab. A2 do anexo I). Para o xilema secundério, as reconstru¢@es apontaram
gue provavelmente ndo havia fitomelanina presente no tecido do ACR da tribo, com probabilidade de
auséncia 0.95 e presenca 0.05 (Fig 8 e Tab. 1, anexo 1). O pigmento apareceu nesse tecido duas vezes,
independentemente, nos géneros Lychnopora (em L. salicifolia) e Paralychnophora (em P. harleyi).
Para a ocorréncia do pigmento na medula, as reconstrucdes apontam que a fitomelanina provavelmente
estava presente no ACR da tribo, com probabilidade de presenca de 1.00 e de auséncia de 0.00 (Tab.
1, Fig. 5 e Tab. A2 do Anexo I).

34



O 11uos.1apup pjasdio0.421fy
O suaivd p.anyjuvuou.ta,

Qpajup313 piuou.1a, —%¢ mu
O PILINSSIW DIUOUID,
O Wou Is2.4y7)

O prydasousdd pisay)
Q pijofiisndup visaiy)
O c.:e\.a.:t‘\ pisaLy
O saprour.inodnd visay) -
Osap101d.i0os panudd0144)

O visoddo vojdoprda
QSsn.inp snyuv1uISsaT ©
O snpydasouotu snyjuvi E&QNU
O stjjow sndojuvyda)sy
Qpulinjaa pisaipog &
O snsojuawo) snddpdoud)g

Osnsorads snddvdoydo.g ©
Quinpound wnidyiv.gua))

@ SISud1]ISAq DIULLIGlY

OSua.LIN2p E&m&ebu
O Sap101010.4D SMIUDWALT
@ vivnounpad s1dajojopy
@ DUDIUDULYD DUIOIOAIDL]
O suo.fiq snddvdouo.y)
@ 204]1S0]j2u SAYIDISOIDYISDIN
@ 4oL.ivy vaoydouyda by
@ 2v.112.42d ISDUIY
@ sap109o112 sidajoydi
O 1Liow vjjaso0ydouyd47
@ D10f121 s p.aoydouydd]
@ vddvdojdoy Ee&&ezwu\.ﬁ\
@ 114o0qyOsIDY Eeq&e:ﬁp 7

@ [1501ups vjja.coydouyd47
@ Uo.ipuapoona] vjja.coydouydLT
@ snddvdo.njidia snypupwia.azy
@ SnUDOUL SNYIUDWILT
OSHIDINILIND SNYIUDWALT
saprooun.q v.ioydouysA
Osidajowns snppydadojy

O S142v] DISIYOIS

elougsny O
eduasald .

(%S ¥ov
ou edussaid ap apepl|iqeqold)
X8U0D OU N 14 Bp BIOUaL020

Quinupp3Awp wnwdyupuwAr)

OpvonuIwyuD SPI0DYIIDG

Qvsow22a. pruinbopy

O uSury viffusopna

5 ————F
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Tab. 1. ReconstrucGes dos estados ancestrais da ocorréncia da fitomelanina na tribo
Vernonieae (Asteraceae) por maxima verossimilhancga

Modelo de duas Modelo de uma Estados dos caracteres ancestrais
Caracteres taxas taxa estimados para a tribo Vernonieae
_ (probabilidade proporcional de
Regides da Verossimilhanca ~ Verossimilhanca ~ Presenca de FTM nas regides do caule

planta/ - X ;

tecidos Log Log no ACR da tribo).

. Auséncia (0.25)
Cortex 17.74377 28.89608 Presenca (0.75)
- Auséncia (0.57)
Periciclo 16.88091 29.87272 Presenca (0.43)
Floema 14.8851 23.87447 AUSETETE (U6E)
primario Presenca (0.12)
Floema Auséncia (0.20)
secundario L 21.64607 Presenca (0.80)
Xilema Auséncia (0.95)
secundario el 11.29634 Presenca (0.05)
Auséncia (0.00)

Medula 17.50855 25.47666 Presenca (1.00)

*Em negrito somente 0 modelo que foi considerado através do teste Akaike Information
Criterion. ACR = Ancestral comum mais recente; FTM = Fitomelanina

4. DISCUSSAO
4.1. Ocorréncia da fitomelanina nas espécies de Vernonieae e distribuicéo nos tecidos

Em relacdo ao aspecto da fitomelanina nas espécies analisadas nesse estudo, pode-se
observar que ela apresenta coloracdo escura (de marrom a preto) e que esta presente nos espagos
intercelulares, corroborando os trabalhos que a descreveram previamente (Nicolaus, 1964; Pandey &
Dhakal, 2001; De-Paula et al., 2013; Freitas et al., 2015; Lusa et al., 2018). Em frutos de Asteraceae,
0 pigmento é associado ao pericarpo e sua presenca associada as fibras e, ou &s camadas mais internas
de células hipodérmicas (Rogers et al., 1982; Stussy & Liu,1983; Pandey et al., 1989; De-Paula et al.,
2013; Pandey et al., 2014). J& em raizes, rizomas, caules aéreos e folhas o pigmento é associado as
esclereides e/ou as células parenquimaticas vizinhas (Mistrikova & Vaverkova, 2007; Fritz & Saukel,
2011; Lusa et al., 2018). Na presente investigacao pode-se observar que nos ramos caulinares lenhosos
as espécies de Vernonieae apresentam depositos de fitomelanina nos espacos intercelulares de tecidos
corticais, vasculares e medulares, como j& descrito por Lusa et al., 2018, sempre associados as
esclereides, ja que as células parenquimaticas com depdsitos de fitomelanina em espacos intercelulares
adjacentes se diferenciam invariavelmente em esclereides (vide Capitulo 2).

No que se refere a funcgéo, a fitomelanina é descrita como um pigmento associado a protecdo
contra a desidratacdo e radiagdo solar intensa (Pandey et al., 1989; Hill et al., 1997; Pandey & Dhakal,
2001; Jeffrey, 2009). Estudos com frutos de girassol realizados por Carlson et al. (1972), Rogers &
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Kreitner (1983), Aragon & Ravelo (2010) e Prasifka et al. (2014) relacionam a fitomelanina a protecéao
contra predadores, pois indicam que a presenga do pigmento aumenta a produtividade da planta,
dificultando a alimentacdo das larvas das mariposas do girassol. Os autores ainda afirmam que o
pigmento além de servir como bloqueador mecénico, também apresenta caracteristicas tdxicas ou
impalataveis, fazendo com que os insetos tenham preferéncia por plantas que ndo apresentem o
pigmento. Além disso, a fitomelanina é considerada importante na prote¢éo contra invasdes flngicas
e microbianas (Pandey & Dhakal, 2001). No presente estudo, as espécies que apresentaram o pigmento
no cdrtex, no floema secundario e na medula sdo ervas, arbustos e arvoretas. Essas espécies foram
coletadas em regides com altitudes elevadas (entre 600 a 2000 metros) com clima que varia de tropical
litordneo Umido a tropical sazonal, de inverno seco (Mendonga & Oliveira, 2007; Cavalcanti et al.,
2009). Levando em consideracdo que as plantas presentes nessas determinadas localidades estdo
expostas a intensa radiagdo solar e elevadas temperaturas, é possivel que a fitomelanina presente nas
porcGes externas dos caules, ou seja no cértex e no floema, possa estar exercendo a funcéo de protecdo
contra efeitos danosos, como os da radiacdo solar intensa, da dessecacdo, ou atuando como um
bloqueador mecénico contra a¢do de predadores, como sugerido por Carlson et al. (1972), Rogers &
Kreitner (1983), Aragén & Ravelo (2010) e Prasifka et al. (2014). Lusa et al. (2018) sugeriram que a
presenca do pigmento pode atuar na protecdo de efeitos danosos provocados pela exposicdo das
Lychnophorinae ao fogo frequente no dominio Cerrado. As espécies analisadas no presente estudo,
gue preponderantemente apresentaram fitomelanina pertencem a mesma subtribo citada
anteriormente, corroborando com a descrigdo feita pelos autores. Além disso, Moquinia racemosa que
ndo pertencente a subtribo Lychnophorinae também tem ocorréncia na regido do Cerrado, 0 que
poderia estar relacionado a protecéo contra queimadas, como sugerido por Lusa et al. (2018). Os dados
apresentados nesse estudo sugerem novas investigacOes, especialmente relacionadas ao sinal
filogenético da ocorréncia da fitomelanina em sistemas caulinares aéreos de Vernonieae, ou seja, a
investigacdo do padrdo de semelhanca funcional entre as espécies filogeneticamente relacionadas
(Blomberg et al., 2003).

Por sua vez, a presenca da fitomelanina internamente, como na medula dos caules aéreos,
ainda se apresenta como uma questdo mal compreendida em termos funcionais. No entanto, quando
observamos que o0s tipos celulares presentes no cortex sdo 0s mesmos da medula, ou seja, parénquima
de preenchimento, onde algumas células se diferenciam em esclereides pelo processo de espessamento
da parede celular, podemos sugerir que a diferenciacéo de esclereides com presenga de fitomelanina
ocorra internamente na medula como parte de resposta metabdlica mais generalista ao estresse, assim
como foi relatado por Mangena (2018) para as alteragdes anatémicas corticais e medulares em plantas

de Glycine max L. sujeitas ao estresse hidrico.

4.2. Estados ancestrais da fitomelanina em caules aéreos de Vernonieae
Os resultados obtidos das reconstrugdes indicam que provavelmente a fitomelanina ocorria

no ACR da tribo. Contudo, a capacidade de produzir o pigmento em caules aéreos parece ter surgido
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também em outras tribos de Asteraceae, pois Moquinia racemosa, pertencente a Moquineae
(representante do grupo externo a Vernonieae) apresentou fitomelanina na medula caulinar. Conforme
ja considerado por Freitas et al. (2015) e Lusa et al. (2018) possivelmente a fitomelanina esteja mais
distribuida em Asteraceae do que se tem registros. A descricdo da presenca de fitomelanina em
sistemas subterrneos de Cardueae (Fritz & Saukel, 2011; Upton, 2011), Heliantheae (Heubl et al.,
1988; Mistrikova & Vaverkova, 2007) e Nassauvieae (Hartwich, 1885, apud Hanausek, 1907 e
Griebel, 1913) também pode ser evidéncia dessa maior distribuigdo do pigmento na familia.

As anélises demonstraram que a ocorréncia da fitomelanina no cortex, no floema secundario
e na medula de caules espessados (lenhosos) teria surgido mais de uma vez, ou seja,
independentemente nas linhagens da tribo, apesar de ser preponderante na subtribo Lychnophorinae.
Levando em consideracdo essas observacdes e os relatos na literatura sobre a ocorréncia de
fitomelanina em outras tribos, ainda se fazem necessarios novos estudos a fim de esclarecer tanto a
distribuicdo do pigmento em 06rgéos vegetativos nas demais tribos da familia, bem como os fatores

gue poderiam estar relacionados & producdo da fitomelanina nesses 6rgéos.

5. CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel verificar que as espécies de Vernonieae apresentaram maior
frequéncia de fitomelanina na medula, no floema secundério e no cortex, respectivamente. A presenca
do pigmento geralmente foi observada entre as esclereides ja espessadas. A espécie pertencente ao
grupo externo (Moquinia racemosa) também apresenta fitomelanina. Assim, os dados apresentados
nesse estudo indicam que novas investigagdes sdo necessarias em relacdo a ocorréncia da fitomelanina
em caules aéreos de Asteraceae. Além disso, também é importante investigar mais profundamente se
fatores ambientais podem ter influencia no processo de formacdo do pigmento ao longo da
diversificagdo do grupo. Deste modo, novos estudos que tragam mais compreensdo sobre a
distribuicdo do pigmento nos tecidos vegetais, sua sintese e evolucdo sdo de extrema importancia e
podem trazer luz para um melhor entendimento das adaptacdes ocorridas nessa grande familia de

plantas, durante a sua diversificacao.
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ANEXO |
Tab. Al
Lista de espécies utilizadas para o presente estudo e seus respectivos vouchers. Divisdo das

subtribos de acordo com estudos feitos por Keeley & Robinson (2009), de Azevedo Bringel et al.
(2011) e Loeuille et al. (2015).

Subtribos Espécies Amostra Amostra Amostra
P 1 Voucher 2_Voucher 3_Voucher
Dipterocypselinae :g:)erocypcela andersonii H. Siniscalchi 601 ~  ~~~~~~~~ = ~~~~mee
Vernonanthura patens
(Kunth) H. Rob. Peres 28 Nunes 3834 Roth. P. 1452
Vernoniinae Vernonia gigantea (Nutt.) Hoywood, M.J.
Trell., Branner & Coville Maury, B. 0043591 Stuts 715 113
Vernonia missurica Raf. Mac Donald 9862 Friemann 6370
Chresta martii (DC.) H.Rob. Siniscalchi 482 Siniscalchi 637 Siniscalchi 642
Chresta pycnocephala DC.  Siniscalchi 522 gﬁslr;bach etal. Siniscalchi 535
Chresta angustifolia Gardner zzll?gl JR.etal. Hass, H. 228 233& IM, etal.
Chrestinae e .
Chresta filicifolia Siniscalchi Siniscalchi 512 USP Siniscalchi
& Loeuille -
Chresta pacourinoides
(Mart. ex DC.) Siniscalchi & Siniscalchi 613 ~  ~~~~~~~~ = ~~~~~~me
Loeuille.
. Cyrtocymura scorpioides Caxambu, M.G. et  Ogasawara H.A.  Silva, J.M. et al
Vernoniinae (Lam.) H.Rob. al. 4817 03 2474

Lepidaploa opposita
A.Teles, Sobral & J.N.Nakaj.
Lessingianthus durus (Mart.
ex DC.) H.Rob.
Lessingianthus
monocephalus (Gardner)

Siniscalchi 508

Monge 2246_ Rizzo 5221

Lepidaploinae

Hatschbach, G. Hatschbach, G.

H.Rob. 71370 64852
. . Queiroz, de L.M. - Nuemberg, A. &
Elephantopinae Elephantopus mollis Kunth 422 Pastorio, F.F. 37 Mello 62
Chrestinae Soaresia velutina Sch.Bip. g:ésé%hbach, G. Siniscalchi 577  ~~~~~~~~

Hatschbach, G.

i;gﬁ”gf’(agpcus 1OMeNtosUs & edes, M.L. 11884 ?;'gg”s' S-etal ¢ Hatschbach,
Lepidaploinae ' ' M. 56730
Strophopappus speciosus . Cordeiro, J. etal. Hatschbach, H.
(Less.) R. Esteves Loeuille 459 2848 64790
. Centratherum punctatum . Nuernberg, A. &  Wolff & Lusa,
Centratherinae Cass. Bresolim, A. 253 Mello, A.S. 456 2017
é:)?g;g“'a brasiliensis L.Kolenann 4955 ~ M.A.de A.124  Hotmanan 132
L Harley, R.M. Hatschbach, G.
Gorceixia decurrens Baker ~ Souza, J. P. 5238 _ 54071 46336

Eremanthus crotonoides

J.R.Stehmann et.al

Stehnann et.al

Pirani, J.R. 5336

(DC.) Sch.Bip. (11-09-1990) 06400

Hololepis pedunculata (DC. Nakajima, J.N.

ex Pers.) DC. Roth, L.1651 V.C Souza 21141 et al 1174
Lychnophorinae Heterocoma ekmaniana

(Philipson) Loeuille, USP 198893 ~~~~~~~~ o~~~

J.N.Nakaj. & Semir

Chronopappus bifrons(DC. | \«p 100212 oo

ex Pers.) DC. USP 189313

Maschalostachys mellosilvae o .cooiiag) oo

Loeuille & Roque

Paralychnophora harleyi Hatschbach, G. Giulietti CFCR

Gason, P. 5905

(H.Rob.) D.J.N.Hind. 47486 1497

(continua na préxima pagina)
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Tab. Al (continuacéo)

Subtribos Espécies Amostra Amostra Amostra
1 Voucher 2_Voucher 3_Voucher
Minasia pereirae H.Rob.  Siniscalchi 554 Loeulle 494 Hatschbach, G.

Lychnophorinae

Dipterocypselinae

Stokesiinae

Vernoniinae

Gymnantheminae

Grupo externo

Piptolepis ericoides
Sch.Bip.

Lychnophorella morii
(H.Rob.) Loeuille, Semir
& Pirani

Lychnophora salicifolia
Mart.

Lychnophora haplopappa
Loeuille, Semir & Pirani
Lychnophora
hatschbachii (H. Rob.)
Loeuille, Semir & Pirani
Lychnophorella santosii
(H. Rob.) Loeuille, Semir
& Pirani

Lychnophorella
leucodendron (Mattf.)
Loeuille, Semir & Pirani
Eremanthus
erythropappus (DC.)
MacLeish

Eremanthus incanus
(Less.) Less.

Eremanthus auriculatus

MacLeish & H.Schumach.

Lychnophora
brunonioides Mart.

Allocephalus gamolepis
de Azevedo Bringel,
J.N.Nakajima & H. Rob.

Stokesia Laevis (Hill)
Greene

Baccharoides
anthelmintica (L.)
Moench.
Gymnanthemum
amygdalinum (Del.) Sch.
Bip. ex Walp.

Moquinia racemosa
(Spreng.) DC.
Pseudostiffitia kingii
H.Rob.

USP 1377

Conceicdo 1072

Pirani, J.R. 5286

Loeuille 905

USP CFCR9552

Harley, R.N. 26329

Harley 26351

Caxambu, M.G. et
al. 4735

Arndt, MH.L. &
Avristobolo,M.S.
(09-09-1990)

Loeuille 836

Loeuille 598

Sevilha, A.C. et al.
5244

USP Siniscalchi

Chapman 498

Venturi,S. 75

Hatschbach, G.
44265
Furlan, A. et al.
18746

Hatschbach, G.
2884

Monge 1402

Lusa, M. et al.
Pico das almas,
BA-26/05/12

Ditrich 1831

Hatschbach, G. et
al. 49603

de Azevedo
Bringel Jr, J.B.A;;
Sevilha, A.C.; et
al. 423

Kral, R. 46971

Carpanezzi, A.A.
51

Hind 3985
Hind 3553

51160
Loeulle 500

Lusa,M. et al.
Pico das almas,
BA-26/05/12

Silva, da B.P.
3382

Hatschbach, G.
27012

Coutinho, P.P
201310 (25-02-
1972)

Cordeiro, I. &
Mellosilva, R.
CFR10042
Hatschbach, H.
47924
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Tab. A2

Espécies pertencentes as principais linhagens da tribo Vernonieae (Asteraceae) e presenca (1)\
auséncia (0) de fitomelanina nas diferentes regides/tecidos do caule espessado. Em negrito somente
as espécies que apresentaram fitomelanina em pelo menos uma regido/tecido do caule. Divisdo das
subtribos de acordo com estudos feitos por Keeley & Robinson (2009), de Azevedo Bringel et al.
(2011) e Loeuille et al. (2015).

Caule espessado

Subtribos Especies Periciclo _Cor FI1® FI22 Xil2® Xil1® _Med
Dipterocypselinae Heterocypsela andersonii 0 0 0 0 0 0 0
Vernonanthura patens 0 0 0 0 0 0 0
Vernoniinae Vernonia gigantea 0 0 0 0 0 0 0
Vernonia missurica 0 0 0 0 0 0 0
Chresta martii 0 0 0 0 0 0 0
Chresta pycnocephala 0 0 0 0 0 0 0
Chrestinae Chresta angustifolia 0 0 0 0 0 0 0
Cresta filicifolia 0 0 0 0 0 0 0
Chresta pacourinoides 0 0 0 0 0 0 0
Vernoniinae | Cyrtocymura scorpioides 0 0 0 0 0 0 0
Lepidaploa opposita 0 0 0 0 0 0 0
Lepidaploinae Lessingianthus durus 0 0 0 0 0 0 0
Lessingianthus monocephalus 0 0 0 0 0 0 0
Elephantopinae | Elephantopus mollis 0 0 0 0 0 0 0
Chrestinae Soaresia velutina 0 0 0 0 0 0 0
. . Stilpnopappus tomentosus 0 0 0 0 0 0 0
Lepidaploinae Strophopappus speciosus 0 0 0 0 0 0 0
Centratherinae Centratherum punctatum 0 0 0 0 0 0 0
Albertinia brasiliensis 0 1 0 1 0 0 1
Gorceixia decurrens 0 0 1 1 0 0 1
Eremanthus crotonoides 0 0 0 1 0 0 1
Hololepis pedunculata 1 1 1 1 0 0 1
Heterocoma ekmaniana 0 1 0 0 0 0 1
Chronopappus bifrons 0 0 0 0 0 0 1
Maschalostachys mellosilvae 0 1 0 0 0 0 0
Paralychnophora harleyi 1 1 1 1 1 0 1
Minasia pereirae 1 1 0 0 0 0 1
Lychnophorinae Piptolepis ericoides 0 1 0 1 0 0 0
Lychnophorella morii 0 0 0 1 0 0 0
Lychnophora salicifolia 1 1 0 1 1 0 1
Lychnophora haplopappa 1 1 1 1 0 0 1
Lychnophora hatschbachii 0 1 0 1 0 0 1
Lychnophorella santosii 1 1 0 1 0 0 1
Lychnophorella leucodendron 0 1 0 1 0 0 1
Eremanthus erythropappus 1 1 0 1 0 0 1
Eremanthus incanus 0 1 1 1 0 0 1
Eremanthus auriculatus 0 0 0 1 0 0 1
Lychnophora brunonioides 0 0 0 0 0 0 0
Dipterocypselinae Allocephalus gamolepis 0 0 0 0 0 0 0
Stokesiinae | Stokesia laevis 0 0 0 0 0 0 0
Vernoniinae Baccharoides anthelmintica 0 0 0 0 0 0 0
Gymnantheminae | Gymnanthemum amygdalinum 0 0 0 0 0 0 0
Moquinia recemosa 0 0 0 0 0 0 1
Grupo externo Pseudostiffita kingii 0 o 0 o 0 o0 0
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CAPITULO 2

Mecanismos celulares envolvidos com a presenca de fitomelanina em caules aéreos de Piptocarpha
axillaris (Less.) Baker. (Vernonieae, Asteraceae)

Manuscrito a ser submetido para a revista Annals of Botany

Mecanismos celulares envolvidos com a presenca de fitomelanina em caules aéreos de Piptocarpha
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axillaris (Less.) Baker. (Vernonieae, Asteraceae)

RESUMO

¢ Introducdo e objetivos A fitomelanina é um pigmento de coloragdo marrom a preto encontrado em
tecidos vegetais. Frequentemente é registrado em sementes e cipselas, mas recentemente foi observado
em caules aéreos de espécies de Lychnophorinae. Estudos subcelulares envolvendo a formacdo do
pigmento foram feitos somente em sementes e cipselas. O presente estudo apresenta a primeira
investigacdo subcelular dos mecanismos envolvidos com a presenca da fitomelanina em caules aéreos de
Vernonieae (Asteraceae).

¢ Material e métodos Foram analisados caules da espécie Piptocarpha axillaris, os quais passaram por
processos usuais em estudos de anatomia vegetal e microscopia eletrnica de transmisséo.

e Principais resultados A polimerizacdo da fitomelanina em P. axillaris inicia-se a partir do segundo
no caulinar (na regido medular), pode ocorrer simultaneamente a esclerificacdo e aumentar de acordo com
0 espessamento do caule (a partir da diferenciacdo de outras esclereides). As andlises subcelulares
permitiram observar a participacao de plastideos na formacdo de material fendlico, principal precursor da
fitomelanina. Foi possivel descrever a sintese, secrecao e transporte desse material fendlico até o espago
intercelular, onde ocorre a polimeriza¢do do pigmento.

e Conclusbes Sugerimos que os compostos fendlicos produzidos pelos plastideos estariam envolvidos
na sintes e polimerizacdo da fitomelanina. Além disso, propomos a provavel participacdo do reticulo
endoplasmatico rugoso e de ribossomos livres na sintese de enzimas que participam do processo de

polimerizacdo dos compostos fenolicos ou na sintese de proteinas que compdem a fitomelanina.

Palavras-chave: cipselas, compostos fenolicos, melanina, pigmento, plastideos, tanino, subcelular.
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1. INTRODUCAO

A melanina é um pigmento de coloragdo escura (marrom a preta), encontrado em tecidos
animais, vegetais e fungicos (Nikolaus, 1964). Quando encontrado em tecidos vegetais esse pigmento é
denominado de fitomelanina (Hartwich, 1885, apud Hanausek, 1907 e Griebel, 1913; Nicolaus, 1964;
Huber, 1969; Heubl et al., 1988; Pandey & Dhakal, 2001). A ocorréncia de melanina vegetal é usualmente
relatada em frutos ou cipselas de Asteraceae e em sementes de Asparagales (Wittich & Graven, 1995,
1998). Estudos recentes realizados por Park et al. (2007) e Park (2012) também relataram a presenca do
pigmento em sementes de Convolvulaceae. O pigmento esta geralmente relacionado a protecdo contra
predadores (Beard et al., 1977; Johnson & Beard, 1977; Pandey et al., 1989; Pandey & Dhakal, 2001),
apresentando caracteristicas toxicas ou impalataveis e também agindo como bloqueador mecanico
(Kiewnick,1964; Carlson et al., 1972; Kreitner & Rogers, 1981; Rogers & Kreitner, 1983). Além disso,
0 pigmento é relatado como sendo protetor contra a desidratacdo e contra a radiacdo solar intensa (Pandey
et al., 1989; Pandey & Dhakal, 2001; Jeffrey, 2009).

A literatura registrada para Asteraceae geralmente associa a presenca da fitomelanina ao
pericarpo das cipselas, sendo considerada uma camada mecanica resistente (Rogers et al., 1982; Pfister,
1894; Pandey et al., 1989; Pandey & Dhakal, 2001; De-Paula et al., 2013). No entanto, menos
frequentemente relatado, esse pigmento pode estar presente em raizes e rizomas das tribos Cardueae e
Helianthae, de Asteraceae (Hartwich, 1885, citado por Hanausek, 1907 e Griebel 1913; Huber, 1969;
Heubl et al., 1988; Mistrikova & Vaverkova, 2007; Fritz & Saukel, 2011). Lusa et al. (2018) descreveram
pela primeira vez a presenca da fitomelanina em folhas e caules aéreos de Asteraceae, em espécies de
Lychnophorinae (Vernonieae) relando a ocorréncia em maior frequéncia em caules lenhosos do que em
caules jovens.

A natureza quimica da fitomelanina ainda ndo é totalmente conhecida devido a sua
complexidade estrutural, pois ndo € sollvel em grande parte dos solventes conhecidos, como: &cido
crémico, hidroxido de potassio, acido sulfurico, acido cloridrico, &cido nitrico, agua regia, agua, alcool,
éter de petroleo, glicerina, hidrato de cloro e aménia (Pandey & Dhakal, 2001). Nikolaus (1964) afirma
gue a substancia apresenta compostos fenolicos do tipo catecol conjugado. Além disso, estudos de Whitich
& Graven (1995, 1998) apontam a provavel participacdo de compostos fendlicos e da calose na
constituicdo da fitomelanina em Asparagales. Estudos mais recentes realizados por Plonka & Grabacka
(2006) e com Solano (2014), indicam que em tecidos vegetais a melanina é formada a partir da acdo da
enzima fenol oxidase, durante a polimerizagio de compostos fendlicos como: y-glutaminil-4-
hidroxibenzeno, acido homogentisico, acido 4-hidroxifenilacético, 1,8-di-hidroxinaftaleno e o-
benzenodiol (catecol)). Portanto, nesse estudo assumimos a hipotese de que os principais precursores da

fitomelanina sejam compostos fenélicos.
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Em relacdo a origem celular da fitomelanina € causa de debates no meio cientifico. Estudos
realizados por Knowles (1978), em cipselas de girassdis, indicaram que a obtencdo da substancia
precursora da fitomelanina possa vir da parede celular do esclerénquima. Além disso, outros pesquisadores
defendem que o desenvolvimento da fitomelanina em cipselas pode ocorrer: pela degradacéo das células
hipodérmicas parenquimaticas (Rogers et al., 1982), ou por secre¢do da hipoderme parenquimatica e, ou
das fibras (Pandey et al., 1989; De-Paula et al., 2013). Para Pandey et al., (1989) e De-Paula et al., (2013)
0 conteudo secretado entre a hipoderme e o esclerénquima nas cipselas, juntamente com as enzimas
liberadas por esses tipos celulares seriam os precursores da fitomelanina. De acordo com Pandey et al.
(1989), a secrecdo das substancias precursoras da fitomelanina em Ageratum conyzoides L. (Asteraceae)
esta relacionada a maior atividade do reticulo endoplasmético liso nas células da hipoderme, ndo
apresentando alteracdes no protoplasto das fibras. Ja as investigacdes realizadas por De Paula et al. (2013)
em Praxelis difusa (Rich.) Pruski indicaram a atividade potencialmente secretora no protoplasto das fibras,
tanto no reticulo endoplasmatico liso quanto nas vesiculas de Golgi. Pandey et al. (1989) e De-Paula et al.
(2013) apontam ainda que a fitomelanina é formada no espaco esquizégeno entre as fibras e a camada
mais interna da hipoderme nas cipselas. Investigagdes realizadas por Lusa et al. (2018) sugerem que em
caules aéreos de Lychnophorinae (Vernonieae, Asteraceae) os precursores da fitomelanina possivelmente
sdo formados nas esclereides e/ou nas células parenquimaticas vizinhas. No entanto, em 6rgdos
vegetativos o conhecimento a respeito do processo de sintese celular dessa substancia é completamente
desconhecido. Logo, o presente estudo apresenta a primeira investigacdo subcelular envolvendo o
processo de sintese da fitomelanina em 6rgdos vegetativos de Vernonieae (Asteraceae).

A espécie investigada no presente estudo foi Piptocarpha axillaris (Less.) Baker. A mesma foi
selecionada ap0s analise prévia, por apresentar abundante fitomelanina nos tecidos caulinares. A espécie
pertence a subtribo Piptocarphinae e a tribo Vernonieae (Asteraceae) (Bremer, 1995; Keeley & Robinson,
2009). P. axillaris é encontrada em matas do sul e sudeste do Brasil, com hébito arb6reo, medindo de 3 a
16 metros de altura (Volet, 2017). Geralmente cresce nas bordas e no interior da Floresta Ombroéfila Mista
e também na Floresta Ombréfila Densa, sendo conhecida popularmente por: cambara, cambara-do-campo,
canela-podre, maria-mole, pau-de-cinza, pau-toucinho-de-folhas-largas, saboeiro e vassoura-preta (Volet,
2017).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material botanico

Para as analises estruturais e subcelulares foram coletadas em campo amostras de caule de trés
individuos da espécie Piptocarpha axillaris (Less.) Baker (Vernonieae, Asteraceae). Foram selecionadas
amostras de diferentes estagios do desenvolvimento do eixo caulinar aéreo da espécie P. axillaris, ou seja,
da gema apical até as regibes lenhosas, em torno do 30° n6 caulinar. A coleta foi realizada entre outubro

de 2017 a outubro de 2018 no Morro da Lagoa da Conceicdo (Wolff & Lusa 002 e 004), Florianépolis,
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Santa Catarina, na trilha da “pista de asa delta” (27°35°39” S; 48°28°39,4” O, a 265 metros de altura ).

2.4 Observagdes estruturais — Microscopia de luz

Amostras de caule de Piptocarpha axillaris, de regides meristematicas e adultas, foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sodio 0,1M e pH 7,2 (Feder & O’Brien, 1968) e em FAA
70% (Johansen, 1940) respectivamente, por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
série butandlica terciaria crescente, pré-infiltradas em 6leo de parafina e butanol tercidrio (1:1 v/v),
infiltradas em parafina e incluidas em parafina pura (Johansen, 1940). Os blocos foram seccionados (de 7
a 15 um de espessura) em micrétomo rotativo (RM 2125 RT Leica Microsystem, Nussloch, Alemanha).
As seccdes foram coradas com safranina 1% e azul de astra 1% (Bukatsch, 1972), montadas entre lamina
e laminula com Entelann (Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha) e observadas em microscépios de luz. As

imagens foram registradas em microscdpio Olympus, modelo BX41, com camera Q-imagin acoplada.

2.5 Observacdes subcelulares — Microscopia Eletronica de Transmissao

Ap0s a andlise da distribuicao da fitomelanina no caule em diferentes fases de desenvolvimento
caulinar, através das observacdes estruturais, foi determinada a regido para a realizagéo das investigagdes
subcelulares. A regido elencada foi a partir do promeristema, na regido do meristema central (Figura 1),
onde a diferenciacéo das esclereides e a formagao da fitomelanina comumente se inicia. Foram amostradas
quatro regides consecutivas, a partir do domo meristematico.

As amostras foram dissecadas sob microscopio estereoscopico (Leica EZ4), fixadas em
glutaraldeido 3% em tampdo cacodilato de s6dio 0,2M, pH 7,25 em bomba de vacuo por 12 horas (O’
Brien, 1966, modificado). Posteriormente as amostras foram pés-fixadas com OsO4 1,0% por duas horas,
desidratadas em série acetdnica e embebidas em resina Spurr®. As sec¢des semifinas foram realizadas em
ultramicrotomo Leica® (modelo RM2125RT) com auxilio devnavalhas de vidro, coradas com azul de
toluidina 1% em tampéo fosfato-citrato (Sakai, 1973), por 1 a 2 minutos em placa aquecedora e
examinadas em microscopio de luz para selecdo da regido de interesse. As seccBes ultrafinas foram
executadas em ultramicrétomo Leica® (modelo RM2125RT) com auxilio de navalha de diamante para
ultramicrotomia (DIATOME), coletadas em telas de cobre de 150-Mesh e contrastadas com acetato de
uranila 5% (Watson, 1958) e citrato de chumbo 5% (Reynolds, 1963). As sec¢des foram examinadas em
microscopio eletrénico de transmissdo JEM-1011 TEM, operado a 200 Kv. Para o embasamento de
hipoteses foram levadas em consideracao investigacfes subcelulares prévias realizadas em cipselas que

apresentam fitomelanina (Pandey et al., 1989 e De-Paula et al., 2013).
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Fig. 1- Apice caulinar: regides selecionadas para as analises em Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET).
Linha pontilhada (= - « ): promeristema; linha tracejada ( _ _ _ ): procAmbio; pentagonos roxos: esclereides em
inicio de diferenciac&o; pentdgonos vermelhos: esclereides difereciadas (contornos representam a fitomelanina nos
espacos intercelulares entre as esclereides).

3. RESULTADOS
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3.2 Analises estruturais

A partir de seccBes transversais observamos a ocorréncia da fitomelanina em espagos
intercelulares no cdrtex, periciclo, floema priméario ou secundario e na medula, geralmente associada as
esclereides, as quais se distribuem de forma agrupada ou isolada (Fig. 2A-D). As esclereides apresentam
parede secundaria espessa, formatos e tamanhos ligeiramente variados no plano transversal (Fig. 2B-C),
pontoacdes simples ramificadas abundantes (Fig. 2C-D) sendo levemente alongadas no plano longitudinal
(Fig. 2D).

Na por¢do mais apical da gema caulinar ha pouca diferenciacao celular (Fig. 3A). Logo abaixo
do promeristema, os tecidos meristematicos se diferenciam, contudo, sem formacao de fitomelanina ou de
esclereides (Fig. 3A-B), embora algumas células apresentem contelido mais densamente corado. No
segundo no foi possivel observar, em sec¢do transversal, a formacdo de esclereides em tecidos pouco
diferenciados (Fig. 3C). Nessa mesma fase, no cortex e na medula das porcdes caulinares apicais, as
esclereides em diferenciacdo podem se apresentar isoladas ou agrupadas (Fig. 3C-D), sendo que na medula
ha presenca de fitomelanina nos espacos intercelulares (Fig. 3D).

A partir do sexto no é possivel observar algumas esclereides completamente diferenciadas com
presenca de fitomelanina no cortex (Fig. 3E-F-detalhe). Na regido periférica ao cilindro vascular, calotas
de fibras perivasculares se diferenciam a partir do periciclo e do floema primario. Essas calotas de fibras
nao apresentam fitomelanina (Fig. 3E, circulo branco). A regido medular apresenta esclereides espessadas
com presenga de fitomelanina entre elas (Fig. 3E, G).

A partir do sétimo nd do eixo caulinar foram observadas esclereides espessadas e isoladas na
regido cortical, geralmente sem presenca de fitomelanina nos espacos intercelulares. Contudo, nos nés
subsequentes em que as esclereides corticais formam agrupamentos mais conspicuos é possivel observar
a fitomelanina depositada nos espacos intercelulares dessas células (Fig. 2A). Na periferia do sistema
vascular notam-se as calotas de fibras perivasculares completamente diferenciadas e sem fitomelanina
(Fig. 2A-B, 3H). Entretanto, observa-se também a formacdo de esclereides de origem periciclica,
justapostas as calotas de fibras perivasculares, com abundante presenca de fitomelanina (Fig. 2A-B, 3H).
As esclereides presentes no floema secundario também apresentam o pigmento nos espacos intercelulares,
especialmente na regido dos raios (Fig. 2A, B, 3I). A regido medular apresentou esclereides espessadas

abundantes com fitomelanina entre elas (Fig. 2A, C).
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Fig. 2- Secgdes transversais (A-C) e longitudinal (D) do 13° n6 de Piptocarpha axillaris. A) Aspecto geral do
caule: distribuicdo das esclereides corticais (seta preta), periciclicas (seta laranja), floematicas (seta vermelha) e
medulares (seta preta). B) Regido perivascular: detalhe das calotas de fibras, esclereides periciclicas e floematicas
com fitomelanina. C-D) Detalhe das esclereides com pontoacgdes simples ramificadas (seta amarela) e fitomelanina
presente nos espacos intercelulares (seta branca). Ct = cortex; Fi = fibras; FI = floema; Me = medula; Xi = xilema.
Barras de escala: 100um (A); 50um (B-D).
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A) Vista geral do MAC. B) Detalhe das células indiferenciadas com contetido mais densamente corado. C-1)
Secgdes transversais. C-D) Segundo no: detalhe das esclereides (seta preta) em diferenciacdo no cortex e na
medula respectivamente. E-G) Regido do 6° n6: E) Esclereides corticais e medulares (seta preta) com
formac&o de fitomelanina (seta branca). Calotas de fibras perivasculares se diferenciando a partir do periciclo
e do floema primério (circulo branco); F) Esclereides agrupadas na regido cortical (seta preta), com
fitomelanina. F- (Detalhe) Esclereides com presenca de fitomelanina (seta branca); G) Regido medular com
esclereides (seta preta) e fitomelanina nos espagos intercelulares (seta branca). H-1) Regido do 13° n6: H)
Detalhe das esclereides periciclicas (seta laranja) com fitomelanina (seta branca). I) Detalhe das esclereides
floematicas (seta vermelha) com presenca de fitomelanina no raio floematico (seta branca). Ct = cortex; Fv =
feixe vascular; FI = floema; Me = medula; asterisco branco = meristema fundamental; asterisco amarelo =
procambio. Barras de escala: 250um (B); 100um (E); 50um (F-detalhe), H-1); 25um (A, C, G); 20um (F);
10um (D).
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3.2 Observacdes subcelulares — Formagéo da fitomelanina

Logo abaixo do domo apical do Meristema Apical Caulinar (Fig. 1), na regido do meristema
medular, as células em processo de diferenciacdo (Fig. 4A-D) apresentam protoplasto denso, um ou
mais vacuolos conspicuos, pré-plastideos (Fig. 4B-C), mitocéndrias (Fig. 4C), membrana nuclear (Fig.
4D), corpos de Golgi (Fig. 4B), inimeras vesiculas e ribossomos dispersos no protoplasto (Fig. 4B).
Tais organelas se localizam na porcao periférica da célula em funcéo do volume do(s) vactolo(s).

No decorrer da diferenciacdo das células que formardo as esclereides, os plastideos passam a
apresentar tilacoides empilhados com deposi¢cdo intensa de material osmiofilico ou eletrondenso,
possivelmente compostos fenodlicos (Fig. 4E-F). Observou-se aumento no volume dos tilacéides (Fig.
4F), com a formacdo de Idculos de diferentes tamanhos entre as pilhas de tilac6ides, onde ha acumulagéo
de material eletrondenso (Fig. 4G-H). A configuracédo dos tilacéides no plastideo se altera (Fig. 5A-C),
e 0 material eletrondenso pode ser secretado através da emissdo de vesiculas transportadoras (Fig. 5C-
D). As vesiculas transportadoras, que podem apresentar diferentes formas (Fig. 5E-G), se fundem a
membrana plasmatica (Fig. 5G).

No processo de esclerificacdo, ou seja, na formacdo da parede secundaria das esclereides
medulares (que se da a partir do segundo né, Fig. 1, regido D) a deposicdo de material eletrondenso
amorfo é bastante conspicua (Fig. 6A-C). Do mesmo modo, também é possivel observar vesiculas
préximas a membrana plasmatica (Fig. 6A, C). O material depositado atravessa a parede celular, se
direciona até o espaco intercelular, onde é acumulado (Fig. 6A, D), em seguida polimerizado, formando
assim a fitomelanina (Fig. 6E). Apos secretarem o material eletrondenso, os plastideos se tornam
inviaveis, se fundido ao vacuolo, onde serdo degradados (Fig. 7A-F).

O processo de formagdo de compostos eletrondensos ndo é sincrénico, ou seja, plastideos em
diferentes estagios de sintese e secrecdo podem ser observados na mesma célula (Fig. 7D-E). Nessa fase
inimeros ribossomos livres e reticulo endoplasmatico rugoso também séo visualizados na periferia
celular (Fig. 7D-detalhe).
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Fig. 4 — Eletromicrografias de transmissdo de células em diferenciag&o do apice caulinar de Piptocarpha axillaris.
A) Vacuolo conspicuo e protoplasto denso. B) Protoplasto denso, mitocondria (asterisco branco), corpos de Golgi
(seta azul), reticulo endoplasmético rugoso (seta verde), ribossomos livres (seta vermelha) e vesiculas (seta
amarela). C) Detalhe das mitocondrias (asterisco branco); D) Membrana nuclear (seta rosa); E-H) Plastideos com
intensa deposi¢do de material eletrondenso, com lI6culos de diferentes tamanhos acumulando material
osmiofdlico entre os tilacdides (asterisco azul). H) Detalhe da parede celular com deposi¢do de material
osmiofilico (seta branca). Ei = espago intercelular; Pc = parede celular; Pl = plastideo. Barras de escala = 1um
(E); 0,5um (A, H); 0,2um (B-D, F-G).
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Fig. 5 — Eletromicrografias de transmissao de células em diferenciagéo do apice caulinar de Piptocarpha axillaris.
A-C) Diferentes conformagdes dos tilacéides nos plastideos. Em A, C-D notar material osmiofilico livre no
estroma (seta branca); C-D) Secrecdo do material eletrondenso através da emisséo de vesiculas transportadoras
(seta azul); E-G) Diferentes formatos de vesiculas transportadoras (seta azul); G) Detalhe do transportador (seta
azul) se fundindo @ membrana plasmaética. Pc = parede celular; Pl = plastideo; V¢ = vacUolo; asterisco amarelo =
diferentes conformagdes dos tilacdides nos plastideos. Barras de escala = 0,5um (F-G); 0,2um (A-E).
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Fig. 6 — Eletromicrografias de transmissao de esclereides em diferenciacdo na medula caulinar de Piptocarpha
axillaris. A-C) Material osmiofilico (seta branca) sendo liberado e transportado através da parede celular; D)
Deposicdo de material osmiofilico na regido do espaco intercelular; E) Fitomelanina polimerizada no espago
intercelular. Ei = espago intercelular; Pc = parede celular; Pl = plastideo; V¢ = vaclolo; asterisco amarelo =
fitomelanina polimerizada; asterisco azul = Idculos com deposicdo de material eletrondenso; seta amarela =
vesiculas; seta azul = transportador; seta branca = material osmiofilico. Barras de escala = 0,5um (D-E); 0,2 um

(A-C).
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Fig. 7 — Eletromicrografias de transmissdo de células em diferenciacéo do apice caulinar de Piptocarpha axillaris.
A-E) Diferentes estagios de degradacao dos plastideos (asterisco vermelho); em D-E notar a formag&o de material
osmiofilico nos plastideos (asterisco amarelo); D (detalhe) reticulo endoplasmatico rugoso (seta verde) e dos
ribossomos livres (seta vermelha) na periferia celular; F) detalhe da degradagdo do plastideo no vactolo. Pc =
parede celular; Pl = plastideo; V¢ = vaclolo. Barras de escala = 0,5mm (E, F); 0,2 mm (A-C); 0,1mm (D-detalhe).

3.3. Ontogénese de precursores da fitomelanina
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O processo de formacdo das vesiculas contendo material eletrondenso, o0 modo como séo
transportados, bem como, que forma assumem esses depositos na célula, obedecem a dois distintos
padrdes em Piptocarpha (Fig. 8A-E, 9A-F). Tais padrGes serdo denominados a seguir, tendo como base
referencial os estudos realizados por Brillouet et al., (2013), Brillouet (2014, 2015) que descrevem a
formacdo de tanossomos em plastideos. N6s denominaremos essas organelas como corpos fendlicos, ja
gue seu processo ontogenético se assemelha ao observado para a formagdo dos tanossomos, descritos pelos
autores (Brillouet et al., 2013, Brillouet 2014, 2015) para a formac&o de taninos, contudo nesse trabalho
estdo relacionados com a formacao e liberagdo de compostos fenolicos precursores da fitomelanina:

1) Modelo “colar-de-pérolas”:

Inicialmente os tilacoides aumentam de volume e ocorre a formagdo de um ou mais espagos
entre os tilacéides empilhados (Fig. 4G), também chamados de léculos. Nesses l6culos (Fig. 9A-B) ha
acumulo de corpos esféricos osmiofilicos (corpos fenélicos), que sdo secretados a partir da membrana
interna do tilacoide e se mantém unidos através de um fino corddo osmiofilico, como um colar-de-
pérolas (Fig. 8A, 9B). Ao finalizar esse acumulo, os léculos estdo cheios de corpos fendlicos e
envolvidos pela membrana do tilacdide, sdo segregados do plastideo por vesiculas transportadoras (Fig.
5D-G, 8D, 9C-D). Nessas vesiculas, os corpos fendlicos podem se apresentar conectados pelo cordao
osmiofilico ou mais densamente acumulados (Fig. 8D, 9C-D). Essas vesiculas transportadoras
posteriormente se fundem a membrana plasmatica e sdo segregados a célula, como descrito
anteriormente (Fig. 6A-D, 8C-E, 8E-detalhe).

2) Modelo “tanossomo™:

A formacdo dos corpos fenolicos se da também através de tilacoides ndo empilhados que
aumentam de volume e produzem corpos esféricos osmiofilicos (corpos fendlicos, (Fig. 5A)
semelhantes a “tanossomos”, a partir da membrana interna do tilacdide. No entanto, neste modelo esses
corpos fendlicos se mantém individualizados (Fig. 9A), tanto no plastideo, quanto no transportador e

ainda individualizados, séo liberados do transportador na parede celular (Fig. 8D-E, 8E-detalhe, 9F).
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Fig. 8- Formacédo celular e a liberacdo de corpos fendlicos precursores da fitomelanina: modelo de formagéo
“colar-de-pérolas” (plastideo 1) e modelo de formag&o “tanossomo” (plastideo 2). A) Acimulo de corpos esféricos
osmiofilicos (circulos pretos) secretados através da membrana interna do tilacdide (em amarelo); em detalhe:
esferas osmiofilicas (corpos fendlicos), que se mantém unidas através de um fino corddo, como um colar-de-
pérolas; B) Formacdo de corpos fendlicos através do aumento de volume dos tilacoides ndo empilhados; em
detalhe: esferas osmiofilicas se mantém individualizadas, envolvidas por membrana; C) Célula em processo de
formagdo de corpos fenodlicos (1) e de liberacdo dos mesmos a partir do plastideo através de vesiculas
transportadoras (2); D) Plastideo 1 liberando vesiculas, plastideo 2 incluido no vacuolo e vesiculas transportadoras
se fundindo a membrana plasmatica; E) Plastideos 1 e 2 incluidos no vacuolo e vesiculas transportadoras se
fundindo & membrana plasmética, liberando os corpos fendlicos; em detalhe: material fendlico atravessando a
parede celular e se acumulando no espaco intercellular (cabeca de seta preta), onde ocorre a formagdo da
fitomelanina (cabeca de seta vermelha).
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Fig. 9 — Eletromicrografias de transmissdo de células em diferenciagéo do épice caulinar de Piptocarpha axillaris.
A-B) Loculos de diferentes conformagfes com acumulo de material (eletrodenso) fendlico (asterisco azul); B)
Detalhe da organizagdo dos corpos fendlicos: Notar linha pontilhada que indica a organizagdo como um “colar-
de-pérolas”. Seta branca indica os corpos fenolicos individualizados; C-D) Vesiculas transportadoras (seta azul);
D) Transportador se fundindo & membrana plasmaética; E) Vesicula transportadora com material fenélico
organizado como no modelo “colar-de-pérolas” (seta verde); F) Vesicula transportadora com material fendlico
organizado como no modelo “tanossomo” (seta rosa). Pc = parede celular; P1 = plastideo; V¢ = vactiolo; asterisco
azul = l6culos com deposicdo de material eletrondenso; seta azul = transportador; seta branca = corpos fendlicos;
seta rosa = modelo “tanossomo”; seta verde = modelo “colar-de-pérolas™. Barras de escala = 0,5mm (C, D); 0,2
mm (A, B, E, F).
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4. DISCUSSAO
4.1, Caracterizagao tecidual da distribui¢do da fitomelanina

No presente estudo, a fitomelanina foi observada nos seguintes tecidos caulinares: parénquima
cortical, periciclo, floema primério, floema secundario e medula, diferindo do padrdo de deposicdo
descrito por Wittich & Graven (1995, 1998), que relataram a presenca de fitomelanina nas células
epidérmicas de sementes de Gasteria verrucosa (Mill.) Duval (Asparagales). A presenca do pigmento foi
observada com maior frequéncia em caules espessados de P. axillaris, corroborando os estudos realizados
por Lusa et al. (2018).

Quando presente, 0 pigmento estd sempre associado as esclereides e depositado nos espagos
intercelulares. Tais resultados corroboram com os dados publicados para ocorréncia de fitomelanina em
Orgdos vegetativos de espécies de Asteraceae, como as investigacdes realizadas por Mistrikova &
Vaverkova (2007) em raizes de Echinacea, Fritz & Saukel (2011) em raizes e rizomas de Cardueae, Upton
et al. (2011) em raizes e rizomas de Heliantheae e por Lusa et al. (2018) em caules e folhas de
Lychnophorinae (Asteraceae). No presente estudo verificou-se que a polimerizacdo da fitomelanina nos
espacos intercelulares pode ocorrer logo no inicio ou durante o processo de esclerificacdo. Com isso, para
caules aéreos de Vernonieae pode ser considerado que a presenca da fitomelanina esta relacionada as
esclereides ou as células parenquimaticas que em seguida se diferenciam em esclereides, concordando

com estudos publicados por Lusa et al. (2018).

4.2. Origem quimica da fitomelanina e caracterizagéo subcelular

A natureza quimica da fitomelanina ndo é totalmente esclarecida, no entanto ja em 1964
Nikolaus afirmava que o pigmento apresenta compostos fendlicos do tipo catecol conjugados, o que foi
também relatado por Sava et al. (2001) e Asad et al. (2017). De acordo com Klabunde et al. (1998) as
melaninas em plantas sdo unidades polifendlicas de catecol resultantes de autopolimerizagéo de quinonas
altamente reativas, formadas pela oxidacdo enzimatica de o-difendis (como o &cido cafeico) a 0-quinonas,
cujo processo visa proteger a planta danificada por patdgenos ou insetos, ja que, de acordo com Ozdemir
e Keles (2018), as fitomelaninas tem alto poder antioxidante. Os compostos fenélicos sdo substancias que
apresentam um anel aromatico, os quais, quando encontrados em tecidos vivos, estdo geralmente
acumulados nos vacuolos (Roshchina, 1993).

Os compostos fendlicos sdo de grande importancia na constituicdo da célula, pois fazem parte
da estruturacdo da parede celular, especialmente da parede celular secundaria, pois atuam na formacéao da
lignina e da suberina (Roshchina, 1993; Gunning & Steer, 1996; Hutzler, 1998; Beckmann, 2000). Tais
compostos sdo sintetizados nos plastideos, os quais sdo 0s primeiros compartimentos a armazenarem
fendis (Roshchina, 1993), o que é também descrito no presente trabalho. Assim, Pinard & Mizrachi (2018)
relatam, por exemplo, a participacgao dos plastideos no crescimento secundario de plantas vasculares, onde

os plastideos atuariam como precursores de compostos aromaticos presentes na formacéo da lignina. A
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fitomelanina presente em 6rgaos vegetativos de Asteraceae tem sido observada em espacos intercelulares
circunvizinhos a células que passam por processo de esclerificacdo. Assim, nds sugerimos que 0S
compostos fendlicos envolvidos na formacdo da parede celular secundaria possam também estar
relacionados a sintese da fitomelanina no material investigado.

As analises em microscopia eletrbnica de transmissdo realizadas na presente investigacéo
possibilitaram a observagéo de grande quantidade relativa de material osmiofilico durante os estagios de
difenciacdo celular das esclereides. Levando-se em consideracdo os estudos que atestam a origem fendlica
da fitomelanina, as imagens obtidas foram comparadas com aquelas de trabalhos que relatam a sintese de
compostos fendlicos (Brillouet et al., 2013; Brillouet, 2014, 2015) e, a partir disso, consideramos que 0
material osmiofilico observado se trata de compostos fendlicos agrupados em unidades que denominamos
de corpos fendlicos, os quais sao liberados pela células esclerificadas ou em esclerificacdo para o espaco
intercelular, onde sdo polimerizados, formando a fitomelanina. Além disso, Whitich & Graven (1995,
1998) também apontam provavel participa¢do de compostos fendlicos na constituicdo da fitomelanina em
seus estudos, relatando a presenca de material osmiofilico no reticulo endoplasmatico rugoso.

Brillouet et al. (2013) e Brillouet (2014, 2015) descreveram trés modelos de formagdo de
compostos fenoélicos do tipo taninos no plastideo: modelo “colar-de-pérolas”, modelo “caracol” e modelo
“tanossomo”. No presente estudo foi possivel observar dois dos trés modelos sugeridos pelos autores,
envolvidos na formagao dos corpos fenolicos precursores da fitomelanina: o modelo “tanossomo” e o
modelo “colar de pérolas”. No modelo “tanossomo” o volume intratilacoidal do granum é limitado e as
lamelas ndo empilhadas incham, gerando sequéncias de estruturas esféricas livres no estroma (vide Figura
5A, 9A-D), que neste trabalho denominamos de corpos fendlicos. Os corpos fendlicos se mantém
individualizados mesmo dentro das vesiculas transportadoras (vide Figura 9A-D, 10E) e produzem pontos
osmiofilicos que podem preencher o seu volume parcial ou totalmente. No modelo “colar de pérolas”
formam-se léculos entre os tilacGides, onde esferas eletrondensas sdo conectadas através de uma jungéo
osmiofilica ténue (vide Figura 8A-D, 10B) e se projetam no lumen do 16culo como um “colar-de-pérolas”.
Nesse modelo, a polimerizagdo dos corpos fendlicos, assim como dos tanossomos (Brillouet, 2014) é
concomitante a formacao dos léculos (vide Figura 10A), podendo ocorrer de forma individual, ou seja, em
corpos fenolicos separados entre si, ou na estrutura de “colar-de-pérolas” (vide Figura 8A-D, 10B). O
modelo “caracol” descrito por Brillouet (2014) difere do modelo “tanossomo” apenas porque os
tanossomos néo estdo livres no estroma, mas agregados em forma esférica como em um espiral. Esse
modelo n&o foi observado no presente estudo.

Assim, a formacéo dos corpos fendlicos descrita anteriormente se assemelha muito ao processo
de sintese de taninos relatado por Brillouet et al., (2013) e Brillouet (2014, 2015), especialmente nas fases

anteriores a liberacdo dos corpos fenolicos. No entanto, na formacdo da fitomelanina o processo de
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acumulo desses corpos fenolicos, ou o seu destino final é distinto ao apresentado para os taninos. Em
qualquer um dos trés modelos propostos para a ontogénese dos tanossomos, 0s mesmos sao expelidos para
fora dos plastideos em vesiculas transportadoras, denominadas pelos autores simplesmente por
transportadores (Brillouet, 2014) e se acumulam no vactolo (Wiermann, 1981; Zhao & Dixon, 2010;
Brillouet et al., 2013; Qu et al., 2017). J& na sintese dos corpos fendlicos precursores da fitomelanina, apos
a liberacdo dos mesmos no plastideo, os corpos fendlicos sdo levados pelas vesiculas transportadoras até
a membrana plasmatica, onde se fundem a ela e liberam o material fendlico que atravessa a parede celular
e se acumula no espago intercelular, onde é polimerizado, formando a fitomelanina. O mecanismo pelo
gual ocorre a transposicdo do material fenolico através da parede celular ainda necessita de maiores
investigagoes.

Além dos inimeros plastideos observados nesse estudo, que relacionamos com a sintese de
fendis precursores da fitomelanina, as andlises subcelulares realizadas nesse trabalho apontaram a
presenca de corpos de Golgi, reticulo endoplasmatico liso (REL), reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
e ribossomos livres, 0s quais possivelmente estdo associados a formacéo de parede celular, assim como a
manutencao e, ou ampliacdo da membrama plasmatica e a polimerizacéo da fitomelanina. Na formacao
da parede celular, os corpos de Golgi tém papel fundamental, pois juntamente com o RER, participam da
conformagcdo de glicoproteinas de parede (Driouich et al., 1993; Roshchina, 1993; Beckmann, 2000).
Nesse processo, 0 RER e os ribossomos livres sédo responsaveis pela sintese de proteinas (inclusive aquelas
do complexo celulose-sintase, responsaveis pela sintese de microfibrilas de celulose que participam da
formag&o da parede), enquanto que os corpos de Golgi originam os carboidratos que glicosilam algumas
destas proteinas constituintes da parede celular, além de sintetizarem carboidratos de parede ndo
celulésicos, como pectinas e hemiceluloses (Driouich et al., 1993; Roshchina, 1993; Beckmann, 2000). O
reticulo endoplasmatico liso, por sua vez, faz parte da sintese de lipidios (Hepler, 1982; Hepler et al.,
1990), possivelmente relacionados a constitui¢cdo ou manutengdo da membrana plasmatica. Além da 6bvia
relacdo dos compartimentos subcelulares citados com a formacéo de parede e de membrana, os ribossomos
livres e 0 RER provavelmente estdo participando da sintese de enzimas que atuam na polimerizagdo dos
compostos fendlicos no espaco intercelular, como as fenol-oxidases relatadas por Plonka & Grabacka
(2006) e Solano (2014) resultando na formacéo da fitomelanina.

Além disso, trabalhos anteriores de investigacdo subcelular da sintese de fitomelanina em
cipselas de Asteraceae (Pandey et al., 1989 e De-Paula et al., 2013) sugerem a participacao de carboidratos
como precursores do pigmento. Nesse trabalho ndo observamos evidéncias dessa participacéo, contudo
encorajamos investigacoes quimicas que desvendem a estrutura complexa da fitomelanina.

Os dados obtidos na presente investigacdo sao inéditos e apresentam um modelo de sintese de
fitomelanina distinto daquele até entdo conhecido e discutido na literatura para a formacéo de fitomelanina

em cipselas de Asteraceae (Pandey et al., 1989 e De-Paula et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

O desenvolvimento caulinar da espécie Piptocarpha axillaris demonstrou que a presenca da
fitomelanina esta associada as esclereides, sempre ocorrendo nos espacos intercelulares. Também foi
possivel observar que a polimerizagdo da fitomelanina pode ocorrer no inicio ou concomitante ao processo
de esclerificacdo e que essa deposicdo aumenta em caules mais espessados (a partir da diferenciacdo de
outras esclereides). Em geral, ocorreu uma maior frequéncia do pigmento no cértex, periciclo, floema
primério, floema secundario e medula. Sugere-se que o pigmento esta presente mais abundantemente nas
regides mais periféricas do caule e também em seus tecidos condutores provavelmente por questdes
protetoras (contra predadores, contra os efeitos danosos da dessecacdo e da alta radiacdo solar) como
citado na literatura para frutos de Asteraceae.

A partir das analises subcelulares pode-se considerar que para caules da espécie Piptocarpha
axillaris ha participacdo de plastideos na sintese de material fenolico, principal precursor da fitomelanina.
Além disso, ha uma provavel participacdo do reticulo endoplasmético rugoso e de ribossomos livres na
sintese de enzimas que participam do processo de polimerizagdo dos compostos fenélicos.

O presente estudo representa a primeira investigacdo subcelular relacionada a sintese da
fitomelanina em 6rgéos vegetativos de Asteraceae, agregando informagdes inéditas a respeito do processo
de sintese, liberagdo de precursores e formacao da fitomelanina em érgaos vegetativos. Contudo, apesar
dos resultados obtidos, ainda sdo necessarios maiores esclarecimentos sobre a caracterizagdo quimica
desses compostos fenodlicos envolvidos com a sintese da fitomelanina. Além disso, 0 processo de
translocagdo dos precursores de fitomelanina através da parede celular ainda ndo esta totalmente

esclarecido, sendo necessarias maiores investigacdes a esse respeito.
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2. DISCUSSAO GERAL
No presente estudo, em ambos os capitulos se observou que a presenca de fitomelanina se da

nos espagos intercelulares de células esclerificadas (esclereides) de caules mais desenvolvidos,
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concordando com as observacdes feitas por Lusa et al. (2018). No estudo de desenvolvimento caulinar da
espécie Piptocarpha axillaris (que esté4 apresentado no capitulo dois) observamos que a polimerizacéo da
fitomelanina pode ocorrer juntamente ou apds a esclerificacdo das esclereides e que a presenga do
pigmento diminui em caules jovens, concordando com os dados publicados por Lusa et al. (2018). Nos
dois capitulos, a deposicéo foi observada nos seguintes tecidos caulinares: parénguima cortical, periciclo,
floema primério, floema secundario e parénquima medular. Assim como nas demais espécies de
Asteraceae que apresentam fitomelanina, as células epidérmicas ndo apresentaram o0 pigmento, 0 que
difere da descrigdo feita por Wittich & Graven (1995, 1998), que relataram a presenca do pigmento nas
células epidérmicas de sementes de Gasteria verrucosa (Mill.) Duval (Asparagales).

No capitulo um as reconstrugdes dos estados ancestrais da ocorréncia de fitomelanina indicaram
que o pigmento provavelmente ja ocorria no ancestral comum mais recente de Vernonieae. E possivel que
0 pigmento tenha surgido em outras tribos pertencentes a Asteraceae, pois 0 mesmo foi detectado na regido
medular da espécie Moquinia racemosa, pertencente ao grupo externo a Vernonieae. Esses dados
confirmam as considerag0es feitas por Freitas et al. (2015) e por Lusa et al. (2018), os quais sugerem que
a fitomelanina esteja mais distribuida em Asteraceae do que se tem registros. Com isso, um maior esforco
investigativo se faz necessério a fim de esclarecer a distribuicdo desse pigmento dentro de Asteraceae e
também a fim de compreender sua evolugéo dentro da familia.

No capitulo dois, os estudos subcelulares nos levaram a sugerir a participagdo dos compostos
fendlicos como precursores da fitomelanina. Nessa etapa, foi possivel identificar uma grande quantidade
de material osmiofilico (que chamamos de corpos fenolicos) presente nos plastideos e sendo secretada até
0 espaco intercelular. As imagens obtidas foram comparadas as imagens publicadas nos estudos de
Brillouet et al. (2013) e de Brillouet (2014 e 2015), que relataram a sintese de compostos fendlicos em
Tracheophyta. Os autores descreveram trés organizacdes de formacao de fendélicos (taninos) nos plastideos
(modelo “colar-de-pérolas”, modelo “caracol” e modelo “tanossomo”). Na sintese dos corpos fendlicos
envolvidos na formacéo da fitomelanina relatados no presente estudo, foram observados dois dos trés
modelos sugeridos pelos autores: o modelo “tanossomo” e o modelo “colar de pérolas™ (descritos no
capitulo dois). Além disso, para sintese da fitomelanina sugerimos também a participacdo de precursores
provindos do reticulo endoplasmatico rugoso e dos ribossomos livres, processo detalhado no capitulo dois.
Tais dados séo inéditos e trazem uma descri¢do bastante distinta daquelas j& publicadas para a sintese de

fitomelanina em cipselas de Asteraceae (Pandey et al., 1989 e De-Paula et al., 2013).

3. CONSIDERACOES FINAIS
Na presente dissertacdo, foram investigadas as caracteristicas morfoanatémicas, subcelulares e

evolutivas de individuos de espécies pertencentes a tribo Vernonieae (Asteraceae), com o principal
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objetivo de compreender quais células e mecanismos celulares estariam envolvidos com a sintese da
fitomelanina e como ocorreu a evolugdo desse pigmento dentro da tribo.

Em Asteraceae, as investigacfes da fitomelanina comumente estéo relacionadas as cipselas, no
entanto, estudos recentes apontaram a presenga do pigmento em caules aéreos de espécies da subtribo
Lychnophorinae e também em seu grupo externo. Com isso, estudos que abrangessem os caules das
espécies pertencentes a tribo Vernonieae e analisassem a evolucdo desse pigmento dentro da tribo se
fizeram necessarios para preencher essa lacuna de conhecimento. Os estudos do capitulo um apontaram
quais espécies representantes das principais linhagens de Vernonieae apresentaram fitomelanina nas
diferentes regides do caule: cortex, periciclo, floema priméario/secundario, xilema priméario/secundario e
medula. Além da distribuicdo do pigmento nas diferentes regides do caule, foram feitas reconstrugdes dos
estados ancestrais da ocorréncia da fitomelanina na tribo. As reconstrugdes indicaram que o pigmento
possivelmente ja ocorria no ancestral comum recente da tribo nas regides do cértex, floema secundario e
medula. A espécie Moquinia racemosa, pertencente ao grupo externo, também apresentou fitomelanina
na regido medular, indicando que o pigmento provavelmente estd muito mais distribuido do que se
conhece.

Para um melhor entendimento da distribui¢do da fitomelanina nos diferentes tecidos/regides do
caule e também compreender os mecanismos celulares envolvidos na formacao do pigmento, o capitulo
dois abrangeu o desenvolvimento caulinar da espécie Piptocarpha axillaris. Nessa etapa, foi possivel
observar que a fitomelanina esta presente no cdrtex, floema primario (raramente) e floema secundario e
medula. Péde-se observar que o pigmento esta sempre relacionado as esclereides e é polimerizado nos
espacos intercelulares. A presenca do pigmento pode aparecer relacionada as esclereides de diferentes
graus de espessamento, mas ocorre principalmente em esclereides espessadas. Além disso, no capitulo
dois ha a descricdo da primeira investigacdo subcelular feita em caules de Asteraceae. Através dessa
investigacdo, pode-se sugerir o envolvimento de compostos fenolicos advindos de plastideos como
principais precursores da fitomelanina nos caules, assim como, a participacdo do reticulo endoplasmatico
rugoso e de ribossomos livres através da formacao de precursores responsaveis pela polimerizacéo do

pigmento nos espacos intercelulares de células esclerificadas ou em esclerificacao.

4. REFERENCIAS GERAIS

Aroca P, Solano F, Salinas C, Garcia-Borron JC, Lozano JA. 1992. “Regulation of the final phase of
mammalian melanogenesis. The role of dopachrome tautomerase and the ratio between 5,6-
dihydroxyindole-2-carboxylic acid and 5,6- dihydroxyindole.” European Journal of Biochemistry 208:
155-163.

78



Baldwin BG. 2009. Heliantheae alliance. In: Funk VA, Susanna A, Stuessy T, Bayer R, eds.
Systematics, Evolution and Biogeography of the Compositae. IAPT, 689-711.

Bremer K. 1995. Asteraceae: cladistics and classification. Timber Press 97: 176-178.

Brillouet JM, Romieu C, Schoefs B, Solymosi K, Cheynier V, Fulcrand H, Verdeil JL, Conéjéro G.
2013. The tannosome is an organelle forming condensed tannins in the chlorophyllous organs of
Tracheophyta. Annals of Botany 112: 1003-1014.

Brillouet JM. 2014. Plasticityofthetannosome ontogenesisin the Tracheophyta. Journal of Plant
Sciences 2: 317-323.

Brillouet JM. 2015. On the role of chloroplasts in the polymerization of tannins in tracheophyta: a
monograph. American Journal of Plant Sciences 6: 1401.

Calabria LM, Emerenciano VP, Scotti MT, Mabry TJ. 2009. Secondary chemistry of Compositae. In:
Funk VA, Susanna A, Stuessy TF e Bayer RJ eds. Systematics, Evolution and Biogeography of
Compositae. International Association for Plant Taxonomy. IAPT, 171-189.

Carlson EC, Knowles PF, Dillb JE. 1972. Sunflower varietal resistance to sunflower moth larvae.
California agriculture 26: 11-13.

Cordero RJ, Casadevall A. 2017. Functions of fungal melanin beyond virulence. Fungal Biology
Reviews, 31: 99-112.

De Leeuw SM, Janssen S, Simons JW, Lohman PH, Vermeer BJ, Schothorst AA. 1994. The UV
action spectra for the clone-forming ability of cultured human melanocytes and
keratinocytes. Photochemistry and photobiology 59: 430-436.

De-paula OC, Marzinek J, Oliveira DMT, Machado SR. 2013. The role of fibres and the hypodermis
in Compositae melanin secretion. Micron 44: 312-316.

De Vore ML, Stuessy TF. 1995. The place and time of origin of the Asteraceae, with additional comments
on the Calyceraceae and Goodeniaceae. In: Hind DJN, Jeffrey CE, Pope GV eds. Advances in
Compositae systematicsKew: Royal Botanic Gardens 23-40.

Emerenciano VP. 1983 A evolucdo de lactonas sesquiterpénicas em Angiospermas. Dissertagdo em
guimica organica. Universidade de Sao Paulo.

Eisenman HC, Casadevall A. 2012. Synthesis and assembly of fungal melanin. Applied microbiology
and biotechnology 93: 931-940.

Freitas FS, Orlando C, De-paula OC, Nakajima JN, Marzinek J. 2015. Fruits of Heterocoma
(Vernonieae-Lychnophorinae): taxonomic significance and a new pattern of phytomelanin deposition
in Asteraceae. Botanical Journal of the Linnean Society 269: 255-265.

Fritz E, Saukel J. 2011. Secretory structures of subterranean organs of some species of the Cardueae and
their diagnostic value. Acta Biologica Cracoviensia. Series Botanica 53: 62-72.

79



Funk VA, Bayer RJ, Keeley S, Chan R, Watson L, Gemeinholzer B, Schilling E, Panero JL, Baldwin
BG, Garcia-Jacas NT, Susanna A, Jansen RK. 2005. Everywhere but Antarctica: using a supertree
to understand the diversity and distribution of the Compositae. In: Friis I, Balslev H. eds. Plant diversity
and complexity patterns — local, regional and global dimensions. Proceedings of an International
Symposium. Biologiske Skrifter 55: 343-373.

Funk VA, Susanna A, Stuessy TF, Robinson H. 2009. Classification of Compositae. In: Funk VA,
Susanna A, Stuessy TF e Bayer RJ, eds. Systematics, Evolution and Biogeography of Compositae.
International Association for Plant Taxonomy. IAPT, 171-1809.

GoOmez BL, Nosanchuk JD. 2003. Melanin and fungi. Current opinion in infectious diseases 16: 91-96.

Goertzen LR, Cannone JJ, Gutell RR, Jansen RK. 2003. ITS secondary structure derived from
comparative analysis: implications for sequence alignment and phylogeny of the Asteraceae.
Molecular Phylogenetics and Evolution 29: 216-234.

Griebel C. 1913. Uber das Vorkommen von Phytomelan im Wurzelstock von Inula
Helenium L. Zeitschrift fir Untersuchung der Nahrungs und Genuf3mittel. sowie der
Gebrauchsgegenstande. 25: 555-559.

Hanausek TF. 1907. Neue Mitteilungen iber die sogenannte Kohleschicht der Kompositen. Wiesner-
Festschrift, 139-150.

Heubl GR, Bauer R, Wagner H. 1988. Morphologische und anatomishe studien on Echinacea purpurea,
E. angustifolia, E. pallida und Parthenium integrifolium. Scientia Pharmaceutica 56: 145-160.

Hill HZ, Weixjiong LI, Xin P, Mitchell DL.1997. Melanin: A Two Edged Sword? Pigment Cell Res 10:
158-161.

Huber H. 1969. Die Samenmerkmale und Verwandtschaftsverhaltnisse der Liliiflorae. Mitteilungen der.
Botanischen Staatssammlung Miinchen 8: 219-538.

Jansen RK, Palmer JD. 1987. A chloroplast DNA inversion marks an ancient evolutionary split in the
sunflower family (Asteraceae). Procedings of the National Academy of Sciences of theUnited States of
American 84: 5818-5822.

Jeffrey C. 2007. Introduction with key to tribes. In: Kadereit JW, Jeffrey C eds. The families and genera
of vascular plants. Springer 8: 61-87.

Jeffrey C. 2009. Evolution of Compositae flowers. In: Funk VA, Susanna A, Stuessy TF e Bayer RJ, eds.
Systematics, Evolution and Biogeography of Compositae. Sheridan Books, 131-138.

Judd WS, Campbell CS, Kellogg EA, Stevens PF, Donoghue MJ. 2007. Plant systematics: a
phylogenetic approach 3: 508-515.

Keeley SC, Jansen RK. 1994. Chloroplast DNA restriction site variation in the Vernonieae (Asteraceae),
an initial appraisal of the relationship of New and Old World taxa and the monophyly of VVernonia.
Plant Systematics and Evolution 193: 249-265.

Keeley SC, Forsman ZH, Chan R. 2007. A phylogeny of “evil tribe” (Vernonieae: Compositae) revels

Old/New World long distance dispersal: support from separate and combined congruent datasets (trn
L-F, ndh F, ITS). Molecular phylogenetics and Evolution 44: 89-103.

80



Keeley SC, Robinson H. 2009. Vernonieae. In: Funk, V.A., Susana, A., Stuessy, T.F. e Bayer, R.J. (Ed.).
Systematics, Evolution, and Biogeography of Compositae. International Association for Plant
Taxonomy IAPT, 439-470.

Kim KJ, Jansen RK, Wallace RS, Michaels HJ, Palmer JD. 1992. Phylogenetic implications of rbcL
sequence variation in the Asteraceae. Annals of the Missouri Botanical Garden 79: 428-445.

Kubitzki K. 1998. Flowering Plants. Monocotyledons: Alismatanae and Commelinanae (except
Gramineae). In: Kubitzki K. The families and Genera of Vascular Plant. Springer 4.

Loeuille B. 2014. Eremanthus in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro
66: 4.

Loeuille B, Semir J, Lohmann LG, Pirani JR. 2015. A phylogenetic analysis of Lychnophorinae
(Asteraceae: Vernonieae) based on molecular and morphological data. Syst. Bot. 40: 299-315.

Lusa MG, Loeuille BFP, Appezzato-da-Gloria B. 2018. First record of phytomelanin in aerial
vegetative organs and its evolutionary implications in Lychnophorinae (Vernonieae: Asteraceae).
Perspectives in Plant Ecology, Evolution and Systematics 33: 18-33.

Mistrikova I, Vaverkova S. 2007. Morphology and anatomy of Echinacea purpurea, E. angustifolia, E.
pallida and Parthenium integrifolium. Biologia, Section Botany 62: 2-5.

Montefiori DC, Zhou J. 1991. Selective antiviral activity of synthetic soluble L-tyrosine and L-dopa
melanins against human immunodeficiency virus in vitro. Antiviral research 15: 11-25.

Napolitano A, Panzella L, d’Ischia VM. 2013. “Red hair benzothiazines and benzothiazoles: mutation
inspired chemistry in the quest for functionality,” Accounts of Chemical Research 46: 519-528.

Nicolaus RA, Piatelli M, Fattorusso E. 1964. The structure of melanins and melanogenesis: I\V. On some
natural melanins. Tetrahedron 20: 1163-1172.

Keeley SC, Forsman ZH, Chan R. 2007. A phylogeny of “evil tribe” (Vernonieae: Compositae) revels
Old/New World long distance dispersal: support from separate and combined congruent datasets (trn
L-F, ndh F, ITS). Molecular phylogenetics and Evolution 44: 89-103.

Keeley SC, Robinson H. 2009. Vernonieae. In: Funk, V.A., Susana, A., Stuessy, T.F. e Bayer, R.J. (Ed.).
Systematics, Evolution, and Biogeography of Compositae. International Association for Plant
Taxonomy IAPT, 439-470.

Keles Y, Ozdemir O. 2018. Extraction, purification, antioxidant properties and stability conditions of
phytomelanin pigment on the sunflower seeds. International Journal of Secondary Metabolite 5:
140-148.

Kubitzki K. 1998. Flowering Plants. Monocotyledons: Alismatanae and Commelinanae (except
Gramineae). In: Kubitzki K. The families and Genera of Vascular Plant. Springer 4.

Keles Y, Ozdemir O. 2018. Extraction, purification, antioxidant properties and stability conditions of

phytomelanin pigment on the sunflower seeds. International Journal of Secondary Metabolite 5: 140-
148.

81



Paim S, Linhares LF, Mangrich AS, Martin JP. 1990. Characterization of fungal melanins and soil
humic acids by chemical analysis and infrared spectroscopy. Biology and Fertility of Soils 10: 72-76.

Pandey AK, Lee WW, Sack FD, Stuessy TF. 1989. Development of the phytomelanin layer in fruits of
Ageratum conyzoides (Compositae). American Journal of Botany 75: 739-746.

Pandey AK, Dhakal MR. 2001. Phytomelanin in Compositae. Current Science 80: 933 -940.

Pandey AK., Stuessy TF, Mathur RR. 2014. Phytomelanin and Systematics of the Heliantheae
Alliance (Compositae). Plant Diversity and Evolution 131: 1-21.

Panero JL, Funk VA. 2002. Toward a phylogenetic subfamilial classification for the Compositae
(Asteraceae). Proceedings of the biological society of Washington 115: 909-922.

Panero JL. 2007. Key to the tribes of the Heliantheae alliance. In: Kadereit, JW. & Jeffrey, C. (eds.),
The Families and Genera of Vascular Plants. Flowering Plants. Eudicots. Asterales. Springer 8: 391
395.

Panzella GGL, d’ Ischia VM, Napolitano A. 2011. “Uncovering the structure of human red hair
pheomelanin: benzothiazolylthiazinodihydroisoquinolines as key building blocks,” Journal of Natural
Products 74: 675-682.

Park KIL, Ishikawa N, Morita Y, Choi JD, Hoshino A, lida S. 2007. A bHLH regulatory gene in the
common morning glory, Ipomoea purpurea, controls anthocyanin biosynthesis in flowers,
proanthocyanidin and phytomelanin pigmentation in seeds, and seed trichome formation. The Plant
Journal 49: 641-654.

Park KIL. 2012. A bHLH Protein Partially Controls Proanthocyanidin and Phytomelanin Pigmentation
in the Seed Coats of Morning Glory Ipomoea tricolor. Hort. Environ. Biotechnol. 53: 304-309.

Plonka PM, Grabacka M. 2006. Melanin synthesis in microorganisms - biotechnological
and medical. Acta Biochimica Polonica 53: 429-443.

Riley PA. 1997. Melanin. The international journal of biochemistry & cell biology 29: 1235-1239.

Rogers CE, Stafford RE, Kreitner GL. 1982. Phytomelanin development and role in hybrid resistance
to Homoeosoma electellum (Hulst.) larvae. In: Proceedings of the 10th International Sunflower
Conference, Surfers Paradise 138-141.

Rogers CE, Kreitner GL. 1983. Phytomelanin of Sunflower Achenes: a Mechanism for Pericarp
Resistance to Abrasion by Larvae of the Sunflower Moth (Lepidoptera: Pyralidae). Environmental
entomology 2: 1-9.

Sava VM, Yang SM, Hong MY, Yang PC, Huang GS. 2001. Isolation and characterization of melanic
pigments derived from tea and tea polyphenols. Food Chemistry 73: 177-184.

Siniscalchi C, Loeuille B. 2019. Phylogenomics of chresta and relationships within Vernonieae. Artigo
no prelo. 2018.

Solano F. 2014. Melanins: Skin Pigments and Much More - Types, Structural Models,
Biological Functions, and Formation Routes. New Journal of Science 2014: 1-28.

82



Wittich PE, Graven P. 1995. Histochemical study of the development of the phytomelan layer in the
seed coat of Gasteria verrucosa (Mill.) H. Duval. Protoplasma 187: 72—78.

Wittich PE, Graven P. 1998. Callose deposition and breakdown, followed by phytomelan, synthesis in
the seed coat of Gasteria verrucosa (Mill.) H. Duval. Protoplasma 201: 221-230.

83



