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Desenvolvimento reprodutivo de Hyptis suaveolens (L.) Poit.: relacéo
entre fotoperiodo, densidade celular meristematica e padré&o de expressao
de um ortdlogo putativo do gene LEAFY de arabidopsis
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ABSTRACT - (Reproductive development of Hyptis suaveolens (L.) Poit.: relationship among photoperiod, meristem cell
density and expression pattern of a putative arabidopsis gene LEAFY ortholog). Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Lamiaceae)
isatypical invasive plant that produces an essential oil with several biological properties. The largest essentia oil content is
found at the flowers. So, advancesin the current knowledge about the H. suaveolens reproductive development are important
when the essential oil productivity issought. Furthermore, the comprehension of the mechanismsinvolved in the H. suaveolens
floral induction would be useful to clarify the adaptive responses in invasive plants. We here reported some H. suaveolens
reproductive development features. The plants were grown at two photoperiodic treatments (natural photoperiod from
Alfenas, Minas Gerais, Brazil and natural photoperiod extended of 16 h). Samples of floral and vegetative aeria apices were
taken at five different periods of time, for anatomical and scanning el ectron microscopic analysis, aswell asin situ hybridization
experiments, in order to detect the transcripts of a putative ortholog of Arabidopsisthaliana LEAFY gene. Hyptis suaveolens
is a short day plant, with critical photoperiod nearby 13 h. The cell density has increased according to higher vegetative or
floral meristem activities. The putative ortholog of LEAFY in H. suaveolens has shown an expression pattern similar to that
reported in Antirrhinum and Arabidopsis, although it was also expressed in vegetative apices at the natural photoperiod
plants. Nevertheless, under extended natural photoperiod (16 h) no gene expression was detected in vegetative meristem. These
results suggest a basal expression of LEAFY in H. suaveolens vegetative meristem, which is strongly decreased by extended day
length conditions, or isincreased under photoperiodslower than 13 h, when suitable levelsare reached for floral determination.

Key words - expression pattern, gene LEAFY, Hyptis suaveolens, invasive plant, Lamiaceae

RESUMO - (Desenvolvimento reprodutivo de Hyptis suaveolens (L.) Poit.: relacéo entre fotoperiodo, densidade celular
meristemética e padréo de expressio de um ortélogo putativo do gene LEAFY de arabidopsis). Hyptis suaveolens (L.) Pait. &
uma planta da familia Lamiaceae, considerada uma espécie tipicamente invasora. Entretanto, € produtora de 6leo essencial, ao
qual varias atividades biol 6gicas sdo atribuidas. Informacfes sobre 0 desenvolvimento reprodutivo nesta espécie seriam Gteis a
elucidacdo de mecanismos adaptativos relacionados a indugéo floral em espécies invasoras, e ao incremento na producéo de
Oleo essencial, devido sua preponderéncia nas flores. Assim, aqui caracterizamos alguns aspectos do desenvolvimento
reprodutivo em Hyptis suaveolens. Plantas de H. suaveolens foram submetidas a dois tratamentos fotoperiddicos (fotoperiodo
natural deAlfenas e fotoperiodo minimo de 16 h) para amostragem de apices aéreos vegetativos e florais em cinco datas. Nestes
materials botanicos foram realizadas andlises anatdbmicas, ensaios de hibridizago in situ para detecgéo dos transcritos de um
ortélogo putativo de LEAFY e microscopia€letrénicade varredura. Hyptis suaveolens € umaplantade dias curtos, com fotoperiodo
critico emtorno de 13 h. A atividade meristemética vegetativa ou floral pdde ser evidenciada pela densidade celular. O ort6logo
putativo de LEAFY em H. suaveolens exibiu o padr&o de expressio cléssico descrito em Antirrhinum e Arabidopsis, mas também
fol expresso em &pices vegetativos de plantas cultivadas sob fotoperiodo natural, independente da época de amostragem.
Entretanto, ndo foi expresso em meristemas vegetativos de plantas cultivadas em fotoperiodo minimo de 16 h. Estesresultados
sugerem umaexpressao basal de LEAFY em meristemas vegetativos de H. suaveolens, que é fortemente reduzidasob fotoperiodo
minimo de 16 h ou incrementada em fotoperiodos inferiores a 13 h, atingindo niveis satisfatorios a determinacéo floral.

Palavras-chave - espécie invasora, gene LEAFY, Hyptis suaveolens, Lamiaceae, padréo de expressdo

Introducéo

Hyptissuaveolens(L.) Poit. éumaervaeretaanual,
com dturaoscilando entre um adois metros (Silva et al.
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2003) nafenofase defrutificacio. E conhecidano Brasil
como bamburral (nordeste) e ervacanudo (sudesteesul),
onde é consideradainvasorade lavouras de milho (Polo
& Felippe 1983) e de pastagens (Silvaet al. 2003). Esta
planta é encontrada em locais onde os solos foram
drasticamente alterados, e estd amplamente distribuida
nas regidestropicais e subtropicais (Wulff 1973), sendo
utilizada na medicina popular como carminativa e para
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o tratamento de disturbios gastrintestinais (Menghini et
al. 1996, Grassi et al. 2005).

Como outras espécies da familia Lamiaceae, H.
suaveol ens € uma planta semilenhosa, com poucosramos
laterais, caule quadrangular e filotaxia oposta (Zaidan
et al. 1991). A epiderme de todos os 6rgaos aéreos
apresenta alta densidade de tricomas glandulares (Silva
et al. 2003). Tais anexos epidérmicos armazenam uma
mistura de, principa mente, terpendides no interior de
uma capsula situada no apice da estrutura. Esta mistura
perfaz 0 6leo essencial, cuja constituicéo vem sendo
extensivamente investigada (Martins et al. 2006). Este
0leo essencial tem sido avaliado quanto a sua agéo
antisséptica (Rojas et al. 1992), anticarcinogénica
(Kingston et al. 1979); antibacteriana(Rojaset al. 1992,
Asekun et al. 1999), antifungica (Qureshi et al. 1997,
Malele et al. 2003), larvicida contra Aedes aegypti
(Noegroho & Srimulyani 1997), anticonvulsivante (Akah
& Nwanbie 1993) e nematicida (Babu & Sukul 1990).

Devido anotavel importanciaecondmicaeo potencia
farmacol 6gico dos 6l eos essenciai s de espécies do género
Hyptis (Falcdo & Menezes 2003), sd0 necessarios
estudos objetivando melhoramento, otimizacéo e
padronizacdo da producdo destas espécies. Tratando-se
de H. suaveolens, esta necessidade é acentuada em
funcéo daamplavariacdo quimicae quantitativado 6leo
essencial, que esta sujeito principalmente asinfluéncias
ambientais e genéticas (Martins et al. 2006, Grassi et
al. 2005, Oliveira et al. 2005). Até mesmo os 0leos
essenciais isolados de diferentes partes de um mesmo
quimiotipo de H. suaveolens apresentam variagdo na
composicdo e no teor alcancado (Silva et al. 2003).

Acercado teor, o 6leo essencial extraido de plantas
provenientes de Vicosa, Brasil, apresentou o maior
percentual nas flores (0,068%), seguido das folhas
(0,030%). Embora exista a oportunidade de trabahos
adicionais, quecorrelacionem aproducado de éleo essencial
nos diferentes 6rgéos de H. suaveolens com variaveis
afins, aparentemente as flores consistem no principal
0rgdo de armazenamento de 0leo essencia no vegetal.
Destaforma, o cultivo de H. suaveolensvisando aproducéo
quantitativade 6leo essencia parafinsmedicinaisrequer
futuramente a otimizacéo do florescimento.

A regulagdo do florescimento em muitas espéciesé
afetada por fatores ambientais, em particular pela
temperaturaefotoperiodo. Em Hyptisbrevipesfoi relatado
um forte controle das condic¢des fotoperiodicas sobre a
regulacdo do florescimento, inclusive sendo demonstrado
0 potencial desta espécie paraestudos de inibicéo floral
(Zaidan et al. 1991). Dados obtidos em Antirrhinum
majus (Coen et al. 1990) e Arabidopsisthaliana (Weigel

et al. 1992) permitiram a deteccdo de alguns dos genes
envolvidos na regulagdo da inducéo e diferenciacéo
floral. Dentre estes, um gene promotor aparentemente
desempenhaum papel chave nadeterminagdo deidentidade
do meristemafloral, denominado FLORICAULA (FLO)
em Antirrhinum (Coen et al. 1990) e seu homologo
LEAFY (LFY) em Arabidopsis (Weigel et al. 1992). A
expressao congtitutiva de homologos de LFY isolados
em diversas espécies de plantas € capaz de promover a
inducdo do florescimento em Arabidopsis, possuindo este
gene semelhangas estruturai se expressivas entre espécies
devéariostaxonsvegetais (Dornelas & Rodriguez 2005,
Dornelaset al. 2004, Frohlich & Parker 2000, Southerton
et al. 1998). Homdlogos de FLO/LFY sdo altamente
conservados entre espéci es fil ogeneticamente distantes
(Frohlich & Parker 2000), ocorrendo maior similaridade
entre as sequiéncias de aminoécidos daregido C-terminal

das proteinas codificadas por estes genes, como por
exemplo, haidentidade de 84% entre asregides C-termind

dosfatores detranscricao protéicos codificadospor FLO
(Antirrhinum majus) e por EgLFY (ortélogo de LFY

em Eucalyptus grandis) (Dornelas et al. 2004). Ja a
regido N-terminal € menos conservadaentreasproteinas
codificadas pelos ortélogos de FLO/LFY isolados de
diversasespécies. Novamente podemoscitar acomparacéo
entre FLO e EgL FY, onde existeidentidade de 58% entre
as seguéncias de aminoéacidos na regido N-terminal

(Dornelas et al. 2004). Embora estas observacdes
reflitam uma possivel conservagéo funcional entre os
homélogosde FLO/LFY em espécies pouco rel acionadas
filogeneticamente, variacBes significativasarespeito dos
padrdes de expressdo destes genes vém sendo relatadas
(Dornelaset al. 2004, Veit et al. 2004). Em Antirrhinum,

FL O éexpresso exclus vamente durante afase reprodutiva
nas bracteas e meristemas florais (Coen et al. 1990),

enquanto que ortélogos deste gene so também expressos
em baixasintensidades nos primérdiosfoliaresde outras
espécies, como em Arabidopsis (Blazquez et al. 1997),

tabaco (Kelly et al. 1995), ervilha (Hofer et al. 1997),

petinia (Souer et al. 1998) e tomate (Rosales et al.

1999). Contrapondo o padréo de expressao aproximado
dosortologosde FLO/LFY em dicotiledOneas, asespécies
demonacotiledéneasreforcam ahipdtesededivergéncia
funciona destegene. Tal evidénciaénotada, por exemplo,

pelaausénciaderelacdo entre ainiciacdo de meristemas
floraiseaexpressdo de RLF, o ortélogo de FLO/LFY no
arroz (Kyozukaet al. 1998), e pelaexpressdo de LtLFY,

o ortélogo de FLO/LFY no joio, ocorrer somente apds
outrosgenes que s2o ativadospor LFY emdicotiledbneas
terem sido expressos nestagraminea (Gocal et al. 2001).

Para tentar compreender a evolucéo de FLO/LFY nos
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taxons vegetais, alguns estudos foram conduzidos em
angiospermas basais (peperdmias) e em espécies de
gimnospermas (Frohlich & Meyerowitz 1997, Frohlich
& Parker 2000), contudo apenas dados estruturais
relacionados as seqiiéncias de ortélogos de FLO/LFY
foram obtidos, e pouco se sabe sobrearelagdo fisiol0gica
destes genes nestas plantas. Alternativamente, uma
provavel fungdo durante o desenvolvimento foliar foi
atribuida aos ortologos de FLO/LFY, baseada nas
ateracBesfoliares manifestadas em mutantes de ervilha
(Hofer et al. 1997) e tomate (Rosales et al. 1999) com
perda de funcdo de UNIFOLIATA e FALSIFLORA,
respectivamente.

No entanto, nenhum dado até o presente momento
foi apresentado sobre caracteristicas estruturais e
funcionais de homadlogos de FLO/LFY em espécies da
familia Lamiaceae, e poucos estudos semelhantes vém
sendo realizados com espécies invasoras, como e.g. ha
graminea Lolium temulentum (Gocal et al. 2001).

Em Hyptis suaveol ens o conhecimento dos processos
gue induzem e regulam o desenvol vimento reprodutivo
Nndo seria importante apenas para a conservacgao e
mel horamento desta espécie, mastambém viabilizariao
incremento na producdo de 6leo essencial, devido sua
preponderancianasflores. Além destas contribuigdes, a
compreensdo detaiseventosauxiliarianaelucidagéo de
mecanismos adaptativos relacionados a indugéo floral
em espécies invasoras, nas quais o desenvolvimento
reprodutivo esta programado para promover uma
propagacéo répida e eficiente da espécie, respondendo
namesmavel ocidade em que asflutuagdes nos parametros
ambientaisocorrem (Muller-Scharer et al. 2004). Como
parte de nossos estudos sobre a otimizacdo da producéo
de H. suaveolens visando a obtencdo de 6leo essencial
qualificado farmacol ogicamente e, principalmente, em
teores apreciaveis, este trabalho foi realizado para
caracterizar aspectos do desenvolvimento reprodutivo
emH. suaveolens, taiscomo interferéncias do fotoperiodo
sobreainducdo e diferenciacdo floral e suas correlacdes
com o padréo de expressdo de um ortologo putativo de
LFY, e adescricdo concisa dos estégios da ontogénese
reprodutiva.

Material e métodos

Localizagcdo — A cidade de Alfenas esta localizada nas
coordenadasde 21°27' Se45°56' W, aumaaltitudede 880 m,
com climatropical moderado Umido, sendo que astemperaturas
do més maisfrio oscilam entre 13 e 16 °C e as do més mais
guente entre 21 e 23 °C. Os invernos tém de dois a quatro
meses secos com déficit hidrico pegueno, entre 10 a 30 mm.

Seu regime de precipitaces fica entre 1.400 a 1.700 mm,
sendo o seu regime de di stribui¢&o periddica, predominando
no periodo mais quente do ano. A umidade relativa do ar
apresenta média anual em torno de 70% (Carvalho &
Martins 1994).

Obtencédo das nuculas para semeadura — Plantas de Hyptis
suaveolens vém sendo cultivadas no viveiro daUniversidade
Federal de Alfenas (Unifal-MG), sendo que as niculas de
H. suaveolens utilizadas na semeadura das plantas
experimentais foram colhidas em dois individuos na fase
de dispersdo das sementes. A coletafoi feita manualmente e
as niculas foram escolhidas, descartando as imaturas,
danificadas e chochas, e armazenadas em sacos de papel
em condigdes ambientais até 0 momento da semeadura.

L ocal decultivo e preparo do substrato: grupos experimentais
— Plantas de H. suaveolens foram cultivadas em casa de
vegetacdo na &rea do viveiro da Unifal-M G, entre os meses
de agosto de 2003 e marco de 2004. Foram preparados 0,18 m?®
de substrato, composto de solo, areia e esterco curtido de
galinha na proporcéo 3:2:1 em volume. A este substrato
foram adicionados fertilizantes quimicos nas quantidades
de: 20 g de sulfato de ambnio, 10 g defosfato decélcioe20 g
de cloreto de potéssio (Alves et al. 2000).

Paracadatratamento foram utilizados seisvasos plasticos
com capacidade de 14 litros, sendo cultivada apenas uma
Unicaplanta por vaso. Foi respeitadaumadistanciade 50 cm
entre 0s centros dos recipientes e, entre estes e os limites
das estantes. As plantas cultivadas em fotoperiodo natural
permaneceram sob condi¢des deluz ambiente, em fotoperiodo
natural de Alfenas compreendido entre os meses de agosto
de 2003 a marco de 2004. Ja as plantas cultivadas em
fotoperiodo natural estendido foram mantidas sob fotoperiodo
longo, que correspondeu ao fotoperiodo natural acrescido
de complemento de 4 horas de luz artificial fornecida por
l&mpada incandescente de baixa intensidade (General
Electric, 100 w, 1,6 pmol m2 s?) (Zaidan et al. 1991).

Assim foram obtidos os dois tratamentos, referentes as
duas condices de fotoperiodo, com seis plantas cada. Nos
dias seguintes a preparacdo do substrato e até as plantas
completarem 30 dias de emergéncia, os recipientes foram
irrigados diariamente. Apds este periodo, os recipientes
foram irrigados em dias intercalados.

Coletadetecidos vegetais paraanalises anatémicas e ensai 0s
de hibridizag&o in situ — As coletas foram realizadas em
cinco datas diferentes. Em todas as coletas, as seis plantas
de cada tratamento foram amostradas. Na primeira coleta
as plantas tinham cerca de 30 dias de idade (03 de outubro
2003; fotoperiodo de 12h11); na segunda coleta cerca de 60
dias (04 de novembro de 2003; fotoperiodo de 12h49); na
terceira coleta cerca de 100 dias de idade (16 de dezembro
de 2003; fotoperiodo de 13h18); na quarta coleta 130 dias
(14 de janeiro de 2004; fotoperiodo de 13h11) e por fim, na
quinta coleta as plantas apresentavam cerca de 150 dias de
idade (02 de fevereiro de 2004; fotoperiodo de 12h55). A
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data de inicio do cultivo experimental foi marcada pela
presenca de no minimo uma plantula emersa em cada
recipiente (04 de setembro de 2003).

Os tecidos vegetais foram coletados retirando-se as
regides dos nos situados préximos ao dpice de ramosjovens,
coletando-seinclusive aregi&o apical destesramos. Em todas
as plantas de cada grupo experimental foram amostrados
tecidos de vérios ramos, sendo que estes segmentos de caule
de aproximadamente 2 mm foram fixados em solucéo FAA
em etanol 70% (Johansen 1940). Em seguida foi aplicado
vacuo (60 mmHg) por 20 minutos e 0s materiais
permaneceram 72 horas submersos em solucéo fixadora,
sendo posteriormente desidratados em série al codlicaetilica,
diafanizados em xilol, inclusos com parafina, emblocados e
secionados longitudinalmente em micrétomo de rotagao.
Foram obtidos vérios cortes longitudinais de 8 um de
espessura, sendo destinados as andlises anatdbmicas e aos
ensaios de hibridizac&o in situ.

Andlises anatdmicas— Para estas observacdes os cortesforam
assentados em la&minas, desparafinados e corados com
safranina 1% em etanol 50% (Berlyn & Miksche 1976). A
confeccdo final daslaminasfoi feitacom aresina Entellan®.

Também foi estimada a densidade celular por meio de
morfometria de contagem de pontos nas camadas adjacentes
a tunica meristematica, em cortes onde a emisséo dos
primérdiosfoliaresou de sépalas haviaocorrido recentemente.
Para cada grupo experimental foram utilizados seis cortes,
constituindo um corte de cada planta, escolhido
aleatoriamente, uma parcela. Utilizou-se um microscopio
fotdnico (Olympus® CBA), acoplado aumacamerade video
(SV Micro SoundVision®), e um reticulo sobreposto a
imagem do campo microscopico, projetada em monitor de
15 polegadas. Para cada parcela analisaram-se 15 campos
aleatorios, obtendo-se o valor médio dessas medidas. A area
teste do reticulo foi de 625 um? (Melo et al. 2005).

Nas amostras apresentando gemas florais, a densidade
celular foi obtida no meristema floral e no meristema
vegetativo apical dos ramos amostrados, enquanto que na
auséncia de gemas florais a estimativa da densidade celular
foi realizadaapenas no meristemavegetativo apical dosramos.
Umaamostrado materia vegetal foi identificada, herborizada
eincorporadaao acervo do Herbario daUniversidade Federal
de Alfenas sob o nimero HEFOA 00189.

Hibridizacdo in situ — As preparacfes dos tecidos apds as
secgdes em micrétomo, assim como astécnicas paramarcacao
da sonda de RNA e as condicdes de hibridizacdo, foram
procedidas conforme descrito anteriormente por Dornelas
et al. (1999, 2000).

Foi utilizada uma sonda de RNA antisenso heteréloga
para identificac8o dos transcritos de um ortélogo putativo
deLFYem H. suaveolens nos diferentes grupos experimentais,
épocas de coleta e estagios do desenvolvimento floral.
Também foi sintetizadauma sondasenso, aqual foi utilizada
como controle dos ensaios de hibridizacgo. Paraa marcacdo

de ambas as sondas, foi utilizado o conjunto de reagentes
para marcagéo de sondas ndo radioativas com digoxigenina
(DIG-UTP), segundo asinstrucdes do fabricante (Boehringer
Mannheim/Roche 2000). Como molde para a marcacéo in
vitro foi utilizado o cDNA completo de LFY de Arabidopsis
thaliana (codigo At5g61850 para acesso no GenBank),
clonado no plasmideo pDW124 (Weigel et al. 1992). Os
transcritos de um ortélogo putativo de LFY em H. suaveolens,
hibridizados com a sonda antisenso, foram detectados pela
visualizacgo de um precipitado vermelho escuro produzido
pelaconversdo enziméticado substrato pelafosfatase acalina,
conjugada ao anticorpo anti-digoxigenina. As lavagens dos
materiais foram conduzidas em baixa estringéncia (2xSSC
a35°C), afimdeevitar ainespecificidade de sinais. Os cortes
hibridizados foram analisados imediatamente e fotografados
com auxilio de um microscopio ZeissAxiovert 35 (Dornelas
et al. 2004).

Microscopia el etrénicade varredura—Algumas gemasflorais
jovensforam coletadas de cadaumadas seis plantas cultivadas
sob fotoperiodo natural, quando as mesmas tinham 150 dias
de idade (quinta coleta), e imediatamente fixadas seguindo
0s mesmos procedimentos adotados para os materiais
destinados as andlises anatdmicas. Porém ap0ds a desidratacdo
em série alcodlica etilica, os materiais foram conservados
em etanol absoluto a 4 °C até o momento da secagem pelo
método de ponto critico em CO,. Essa secagem foi feitaem
aparelho de ponto critico Balzers, CPD-010, utilizando CO,
liquido. Em seguida os materiais foram montados em bases
metdlicas com fitaadesiva de carbono condutivo, recobertos
com ouro coloidal em aparelho de lon Sputter Balzer,
SCD-040, e observados a 15 kV usando um microscopio
eletrénico de varredura LEO 435 VP, na Universidade de
S80 Paulo (ESALQ-NAP/MEPA) (Dornelas et al. 2004).

Andlise estatistica — Os resultados de densidade celular
meristeméatica foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA), sendo que as médias significativamente diferentes
(P < 0,05) foram discriminadas pelo Teste de Tukey (Tukey
1991).

Resultados e discussao

Plantas mantidas sob fotoperiodo natural estendido
néo floresceram, ocorrendo apenas o desenvolvimento
de ramos vegetativos axilares, enquanto plantas
cultivadas em fotoperiodo natural floresceram 50 dias
ap6s asemeadura e permaneceram floridas durante todo
0 periodo de estudo. Hyptis suaveolens apresentou
comportamento classico de uma planta de dias curtos,
uma vez que o fotoperiodo minimo de 16 horas inibiu
completamente afloracdo. Exemplaresde H. suaveolens
vém sendo continuamente cultivados no viveiro da
Universidade Federal de Alfenas, os quais apresentam
desenvolvimento reprodutivo ativo sob condicdes
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fotoperiddicas naturaisinferioresa 12 horas (fotoperiodo
minimo de 10h41), destacando-seinclusiveflorescimento
precoce. Essa dependéncia fotoperiddica para o
florescimento foi descrita previamente em outraespécie
do género, Hyptis brevipes (Zaidan et al. 1991).

Algumeasinflorescénciasaxilaresforam caracterizadas
em amostras de plantas cultivadas em fotoperiodo natural
e coletadas aos 30 e 60 dias de idade (fotoperiodos de
12h11 e 12h49, respectivamente), com predominancia
defloresisoladas nestas ocasi 6es. Contudo, aos 150 dias
de idade (12h55) foram identificadas inflorescéncias
axilares em todos os pices aéreos analisados de plantas
cultivadas sob fotoperiodo natural. Em plantas com 150
diasdeidade, ainducéo eadiferenciacdo dos meristemas
florais recém formados ocorreram simultaneamente ao
processo de organogénesefoliar. Esse desenvolvimento
diferencid dasinflorescénciasaxilarespodeestar re acionado
aoutros fatores ecofisiol 6gicos, como, por exemplo, a
temperatura, visto que o fotoperiodo foi aproximadamente
similar nas trés épocas de amostragem em questao.
Zaidan et al. (1991) descreveram em Hyptis brevipes
uma intensificagdo da floragdo mediante elevacéo da
temperatura. Nesteestudo néofoi redlizado o monitoramento
didrio desta variavel ambiental, mas, durante o periodo
referente asduas primeirasamostragens, astemperaturas
médias mensais foram inferiores aquela relativa ao
periodo daultimacoleta (plantas com 150 diasdeidade).
Provavel mente H. suaveolens seassemelheaH. brevipes
n&o apenas nadependénciafotoperiddicamas, também,
guanto ainfluénciadatemperaturaparao florescimento.
Generalizando, com relacdo aintensidade deflorescimento,
plantas cultivadas sob tais fotoperiodos inferiores a 13
horas s@o semelhantes aos exemplares que vém sendo
continuamente cultivados em Alfenas quando expostos
aos fotoperiodos naturais inferiores a 12 horas, mas,
existem diferengas de intensidade de florescimento
dependentes daidade e da época de cultivo das plantas.

A diferenciagéo dos primordios florais ocorreu de
forma centripeta e iniciou-se nas extremidades do
meristema floral como cinco protrusdes (figuras 1, 2),
correspondentes as sépal as, seguido dadiferenciacdo das
pétalas que permaneceram recobrindo as estruturas
internas (figura 3). Tricomas epidérmicos, inclusive
tricomas glandul ares reservatorios de 0leos essenciais,
foram originados em um estégio imediatamente posterior
ao desenvolvimento primordial das sépalas (figura 1).
As inflorescéncias axilares foram formadas pelos
meristemas laterais (figura 4).

Seccles anatbmicas de plantas cultivadas sob
fotoperiodo natural e coletadas aos 100 e 130 dias de
idade (fotoperiodos de 13h18 e 13n11, respectivamente)

revelaram apresencade meristemasfloraislatentes. Essa
condi¢do de latenciagdo dos meristemas florais axilares
pode estar relacionadaaelevacdo do fotoperiodo natural
nestas datas de amostragem, similarmente ao relatado
em H. brevipes, onde o fotoperiodo critico estdentre 12
e 13 horas. A latenciagdo do meristema foi observada
também em niveis celulares, devido areducdo do nimero
de céulas no meristema floral de ramos col etados aos
100 dias de idade, quando o fotoperiodo natural atingiu
ovaor maximo entre asépocasde col etas (13h18). Nessa
ocasidon, a média obtida foi significativamente inferior
n&o apenas em relagdo aos demai s val ores de densidade
celular nos meristemas florais, mas também foi menor
em comparagdo as médias obtidas em meristemas
vegetativos de plantas col etadas aos 100 diasdeidade e
cultivadas em ambos ostratamentos (tabela 1). Por outro
lado, asmédias de densdade celular em meristemasflorais
intensamente ativos, coletados na primeira, segunda e
guinta datas de amostragem, foram superiores aquelas
obtidas em meristemas vegetativos coletados nas
respectivas épocas de coleta, independentes dos
tratamentos. Tal fato pode ser também verificado em
meristemas florais latentes de ramos amostrados na
guartacoleta(plantasde 130 diasdeidade), evidenciando
possiveis ateragdes mitdticas precoces induzidas pela
reducdo fotoperiodica progressiva da terceira data de
amostragem (fotoperiodo maximo de 13h18) paraaquarta
data de coleta (fotoperiodo de 13h11). Essas alteractes
celulares conduzirdo os meristemasfloraislatentes para
um estagio ativo naquintacol eta, fase esta caracterizada
por forte elevac&o do nimero de células nos meristemas
florais (30,11 + 1,40; média + desvio padr&o). Nessa
ocasi 80 o desenvolvimento reprodutivo foi aceleradoem
relacdo as demais épocas de amostragem sob fotoperiodo
natural. Comportamento similar € descrito em outras
espécies durante a transicdo para a floragdo, como em
Xanthium (Corbesier et al. 1996) e Citrus sinensis
(Pereira et al. 2003), onde um significativo aumento
no indice mitético ocorre no apice vegetativo apos
tratamento indutivo adequado. Contudo, em H.
suaveol ens meristemasflorais aparentam manter indices
mitéti cos significativamente maiores quando comparados
aos meristemas vegetativos, preferencialmente em
condicdes fotoperiddicas naturais apropriadas ainducéo
ediferenciacdofloral, ou sgja, emfotoperiodosinferiores
a 13 horas (primeira, segunda e quinta datas de
amostragem). Na quarta data de amostragem, o indice
mitotico dos meristemas floraistambém foi maior quea
taxa de divisdo celular dos meristemas vegetativos,
todavia, o fotoperiodo foi superior a 13 horas (13h11).
Mas, nessa ocasido, o fotoperiodo se encontrava em



136 F. T. Martins & M. Polo: Meristema aéreo de Hyptis suaveolens e expresséo do gene LEAFY

Figuras 1-4. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) de gemas florais de Hyptis suaveolens. 1, 2. Diferenciagéo inicial
dos primdrdios de sépalas nas extremidades dos meristemas florais como cinco protrusdes (setas brancas). 3. Pétalas recém-
diferenciadas recobrindo regides meristeméticas internas (tridngulo). 4. Inflorescéncia axilar em desenvolvimento (em
destaque). Os materiais botanicos sdo de plantas de 150 dias de idade (quinta coleta) cultivadas sob fotoperiodo natural.
Setas pretas = tricomas glandulares. Barra = 20 pym (figura 1); 30 pm (figuras 2, 3); 100 um (figura 4).

Figures 1-4. Scan electron micrographs (SEM) of Hyptis suaveolensfloral buds. 1, 2. Initial differentiation of sepal primordia
inthefloral meristem flanksasfive protrusions (whitearrows). 3. Newly differentiated petalsrecovering internal meristematic
regions (triangle). 4. Development of axillary inflorescences (detached). The botanic materials are from 150 day-old plants
(fifth sampling) cultivated under natural photoperiod. Black arrows = glandular trichomes. Bar = 20 um (figure 1); 30 um

(figures 2, 3); 100 um (figure 4).

diminuicéo apdster atingido o valor maximo nadata de
amostragem imedi atamente anterior, indicando, portanto,
um restabelecimento da atividade mitotica nos
meristemasflorais. Jao valor médio dedensidade celular
dos meristemas florais originados sob fotoperiodo
natural de 13h18 foi menor que aquele dos meristemas
vegetativos coletados de plantas do tratamento
correspondente, na mesma época de coleta. 1sso prova
gue em H. suaveolens os indices mitéticos ndo estéo
condicionados ao tipo de meristema, floral ou vegetativo,
e, Sm, estao rel acionados com aatividade meristemética
€, conseglentemente, com a organogéneses floral ou
foliar/caulinar. Tal evidénciaéreforcadapelacorrelacéo
existente entre os valores de densidade celular e o
crescimento vegetativo de plantas cultivadas sob
fotoperiodo natural acrescido de4 horasdeluz artificial.
Nessetratamento, adensidade celular alcangou um valor

médiode 17,97 £ 1,00 (média+ desvio padréo) naterceira
data de amostragem, quando as plantas se encontravam
no auge do seu crescimento vegetativo, umavez que o
desenvolvimento reprodutivo foi inibido pela condicéo
fotoperiédica. Por outro lado, na dltima data de
amostragem, quando as plantas ja haviam reduzido
bruscamente o crescimento vegetativo, a densidade
celular revelou um valor médio de 6,40 + 0,52 (média+
desvio padr&o), o menor valor de densidade celular
observado. Sumarizando, osvalores de densidade celular
dependem fortemente datividade mitéticado meristema.
Entdo, para o estabelecimento de correlages entre tal
pardmetro histol 6gico e o tipo de meristemaaéreo (floral
Ou Vegetativo) € necessario levar em consideracéo a
atividade meristemética. Adiciona mente, aatividade do
meristemafloral, por suavez, € modul adapel as pequenas
variagdes do fotoperiodo natural entre 12 e 13 h.
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Tabela 1. Densidade celular nas camadas adjacentes a tinica meristematica de dpices jovens de plantas de Hyptis suaveolens
cultivadas em diferentes tratamentos fotoperiodicos. Os dados apresentados consistem nas médias do nimero de células
presentes em uma area de se¢éo longitudinal de 625 pum?, seguidos de seus respectivos valores de desvio padréo. (* Médias
iguais entre os tratamentos fotoperiodicos em uma determinada idade (P > 0,05); @ médias iguais entre as diferentes idades

das plantas em um determinado tratamento (P > 0,05)).

Table 1. Cell density at the innermost layers adjoining to tunica from early apical meristems of Hyptis suaveolens plants
cultivated under different photoperiodic conditions. The displayed data are the means + standard deviation of cell number
counted in a longitudinal section area of 625 pm?. (* Equal means among the different photoperiodic conditions under
unchangeable plant age condition (P > 0.05); @ Equal means among the different plant ages under unchangeabl e photoperiodic

condition (P > 0.05)).

Tratamento Meristema Idade das plantas em dias

fotoperiodico 30 100 130 150
Natural (12-13 h)  Floral 2570 + 161 2043+ 050 9,78 + 0,71 19,962+ 0,82 30,11 + 1,40
Natural (12-13 h)  Vegetativo *11,76°+ 046 *11,37°+ 0,49  12,40°+ 0,35 *12,81°+ 0,74 12,76+ 0,62
Estendido (16 h) Vegetativo  *13,112+ 0,80 *10,52 + 044 17,97 +100 *1330°+ 152 640 + 0,52

O padréo de expressao do ortdlogo putativo do gene
LFY em H. suaveolens foi observado em meristemas
reprodutivos de plantas cultivadas sob fotoperiodo
natural deAlfenas, independente daépocade amostragem
e atividade meristematica. Inicialmente, a detecgdo foi
uniforme em todo meristema (figuras 5, 6; materiais
amostrados na primeiracoleta), seguido de declinio nos
orgéos recém diferenciados e manutencdo do sina de
hibridizagdo em &reas de desenvol vimento de primordios
florais (figuras 7-9; materiais amostrados nas segunda
e quintacoletas), remanescendo aexpressdo nas anteras
duranteaformacao do pdlen (figura10; material amostrado
na quinta coleta). Apds o término do desenvolvimento
dasestruturasfloraiso sinal de hibridizacdo n&o foi mais
detectado. Tal padrdo de expressdo é similar a outros
padrdes descritos para homologos de LFY/FLO em
espécies de varios tdxons vegetais (Coen et al. 1990,
Weigel et al. 1992, Southerton et al. 1998, Dornelas et
al. 2004). Em secOes anatémicas de dpices aéreos de
plantas mantidas em fotoperiodo natural e coletadosem
todasascinco datas de amostragem, o transcrito do ortdlogo
putativo de LEAFY também foi detectado em primérdios
foliares, principalmente nos 4pices, e nos respectivos
meristemas vegetativos de origem, porém a baixas
intensidades. Asfiguras5 e 11 exibem fotomicrografias
de materiais provenientes de plantas cultivadas sob
fotoperiodo natural, os quais foram amostrados nas
primeirae quartacol etas, respectivamente. Essasimagens
S80 representativas dos demais materiais coletados nas
outras datas, onde os sinais de hibridizagdo s&o notados
nos primérdios foliares e nos meristemas vegetativos.
Embora a express@o de LEAFY, FLORICAULA e a

maioria dos demais homologos estar restrita a tecidos
reprodutivos de Arabidopsis, Antirrhinum e outros
géneros, os resultados assemelham-se, em parte, ao
estudo realizado em Eucalyptus grandis, onde foi
verificado que EgLFY é expresso tanto em meristemas
florais quanto em primoérdiosfoliares de plantas adultas
(Dornelas et al. 2004). Entretanto, este homologo de
LFY ndo éexpresso no meristemavegetativo propriamente
dito de E. grandis, diferentemente de H. suaveolens. Ja
em outraespéci etipicamenteinvasora, Loliumtemulentum,
LtLFY ndo é expresso em apices vegetativos e somente
€ detectado tardiamente (cerca de 12 dias ap6s inducéo
floral dediaslongos) nosmeristemas e primordiosflorais
(Gocal et al. 2001), contrastando assim em véarios aspectos
com o padréo de expressdo do ortélogo putativo de LFY
em H. suaveolens. Contudo, comparagdes entre 0s
padrbes de expressdo de homdlogosde LFY nestasduas
espécies invasoras hdo sdo muito informativas, devido
principalmente as diferencas nos ciclos fotoperiédicos
indutivos e nas respectivas classes das espéciesem questao,
dicotiledbneas (H. suaveolens) e monocotileddneas
(Lolium temulentum). O papel de genes relacionados a
LFY é menos compreendido em monocotileddneas do
gue em dicotileddneas, e aparentemente a hierarquiada
regulacéo floral envolvendo genes de identidade do
meristema descrita em dicotiledéneas pode ndo ser
conservada em monocotiledéneas (Gocal et al. 2001).
A divergénciafuncional dosortélogosde FLO/LFY em
monocotiledbneas pode ser notada também em outras
espécies, como no trigo, onde o gene WFL estaassociado
com o desenvolvimento das espiguetas ao invés da
especificagdo de identidade do meristemaflora devido
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a auséncia de deteccdo dos transcritos nos meristemas
axilares onde se originam as espiguetas (Shitsukawa et
al. 2006), e no milho, onde ostranscritos das duas copias
ortélogasde FLO/LFY, ZFL1 e ZFL 2, foram detectados
em 4pices vegetativos de plantas apresentando 20 dias
de idade, incluindo também expressdo nos primordios
foliares (Bomblies et al. 2003). Em contraste aos
resultados obtidos para o trigo, os transcritos de ZFL 1
e ZFL2 foram detectados nos meristemas das
inflorescéncias em regiBes onde as espiguetas seiniciam,
e continuam aserem fortemente expressos nas espiguetas
em desenvolvimento, incluindo expressio nos primordios
de drgédos florais (Bomblies et al. 2003). Ainda assim,
existe semelhanca entre H. suaveolens e Lolium
temulentum e estarestritaavariacdo de densidade celular
nos meristemas, incondicionada as flutuacfes na
expressdo dos homdlogos de LFY (Gocal et al. 2001).
Dentre todos os padrdes de expressdo analisados, o mais
compativel com este estudo foi observado em
Chenopodium rubrum (Veit et al. 2004). Nessa espécie
a expressdo do ortdlogo de LEAFY (CrFL) éregulada
pelofotoperiodo, onde os niveisdo transcrito aumentam
mediante exposi¢do ao estimulo floral de dias curtos.
CrFL também € expresso em meristemas vegetativos,
desempenhando importante papel fisiol 6gico tanto nestes
tecidos quanto em gemasflorais (Veit et al. 2004). Nao
foi possivel discriminar as intensidades da coloragéo
vermelha escura em meristemas florais, inviabilizando
assim a determinacdo de diferentes niveis de expresséo
do ort6logo putativo de LEAFY em gemasfloraisde H.
suaveolens, entre as datas de amostragem. Contudo, a
expressdo deste gene em ambos os meristemas florais e
vegetativosde H. suaveol ens aparentaestar condicionada
ao fotoperiodo natural, oscilante entre 12 e 13 horas
durante o periodo de estudo em Alfenas, uma vez que
sob fotoperiodos superiores a 16 horas o sinal de
hibridizacdo ndo foi detectado em primordiosfoliarese

meristemas vegetativos. Nas datas de amostragem de
materiais de plantas cultivadas sob fotoperiodo
estendido, também n&o foi possivel detectar sinal de
hibridizagdo nas estruturas mencionadas acima. A
fotomicrografia de um material amostrado na quinta
coleta (figura 12) é representativa dos demais materiais
coletados nas outras datas. Trabalhos na literatura
relatam a regulacéo positiva e rapida da expressdo de
homadlogosdeLFY em diversas angiospermas mediante
exposicdo a estimulos florais, entre estes fotoperiodos
adequados (Coen et al. 1990, Weigel et al. 1992). Em
certos casos, este aumento na expressao atraves da
regulacéo positiva é precedido por um nivel basal de
transcritosde LFY, evidenciando ser aquantidade deste
gene um fator determinante para o desenvolvimento
reprodutivo (Dornelas & Rodriguez 2005). N&o distante,
osresultadosagqui apresentados podem indicar expressao
basal do ortdlogo putativo de LFY em H. suaveolens
nostecidos vegetativos, mesmo quando o estimulo floral
ndo é adequado (fotoperiodo de 13h18). Mediante
regulagéo positiva, através do cultivo sob fotoperiodos
inferioresa 13 horas, aexpressdo de LFY incrementaria,
atingindo niveissatisfatoriosadeterminagéo floral. Jaem
plantas cultivadas sob fotoperiodos inibitorios, minimo
de 16 horas, até mesmo a expressdo basal € fortemente
reduzida, onde ent&o os transcritos do ortologo putativo
de LFY hibridizados com a sonda antisenso n&o foram
possiveis de visualizacdo pela técnica utilizada. Em
cortes longitudinais hibridizados com a sonda senso de
LEAFY (controle negativo) nenhum sinal foi percebido,
a ndo ser a coloragdo de fundo (figura 13; material
amostrado na primeira coleta sob fotoperiodo natural).

Em adicdo, as andlises anatdmicas dos materiais
corados via hibridizag&o in situ e por safranina 1%
propiciaram adescricdo de caracteres diferenciais entre
meristemas vegetativos e florais. Todos os detalhes
anatomicos observados nos materiais corados por

Figures 5-13. In situ detection (dark red precipitate) of the transcripts from the putative Hyptis suaveolens homolog LEAFY
gene at apical meristems. 5, 6. Transcripts have been uniformly detected at the vegetative and early axillary floral meristems
from 30 day-old plants cultivated under natural photoperiod, as well asin leaf primordia. 7. Detection at the upper layers of
floral meristem, in the tunica region (T), and in the sepal primordial from 60 day-old plant cultivated under natural
photoperiod, whereas the signal intensity has decreased at deep zones, where there is predominance of vacuolated cells that
compose the fundamental meristem (MF). 8. Detection in the petals and strong hybridization signal at the meristem apex
and stamen primordial from 60 day-old plants cultivated under natural photoperiod. 9. Detection closed to the region of
gynoecium differentiation, in a 150 day-old plant cultivated under natural photoperiod. 10. Signal at the anthers during the
pollen producing in the microsporangia, in a 150 day-old plant cultivated under natural photoperiod. 11. Detection at the
leaf primordia and vegetative meristem from 130 day-old plant cultivated under natural photoperiod. 12. Signal was not
detected in the vegetative apex and leaf primordia from 150 day-old plant cultivated under at least 16 hours of photoperiod.
13. Absence of signal in the meristems hybridized with a LEAFY sense probe (30 day-old plant cultivated under natural
photoperiod). Arrows = the main tissue sites that the hybridizations have occurred. Bar = 25 pm (figures 5, 7); 40 pm
(figure 6); 100 pm (figures 8-10, 13); 50 um (figures 11, 12).
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safraninasdo vistos em secdes histol6gicasde materiais  de H. suaveolens. Os meristemas florais analisados ndo
submetidosaosensaiosdehibridizagdoinsitu, e, assim,  apresentaram aorganizacao tipicade um &pice vegetativo
as imagens dos materiais hibridizados com a sonda e ndo foi possivel acompanhar alteraces citoldgicas
heter6loga do gene LFY também sdo adequadas paraa  caracteristicas datransicéo de um meristemavegetativo
apresentacdo dos caractereshistol6gicosdosmeristemas  para floral. A organizagéo do meristema floral de H.

Figuras 5-13. Deteccéo in situ (precipitado vermelho escuro) dos transcritos do putativo ortélogo de LEAFY em meristemas
apicais de Hyptis suaveolens. 5, 6. Deteccéo uniforme nos meristemas florais axilares em inicio de formagdo, em meristemas
vegetativos e nos primordios foliares de plantas de 30 dias de idade cultivadas sob fotoperiodo natural. 7. Detecgéo no apice
do meristema floral, na regido da tunica (T), e nos primordios de sépalas de planta de 60 dias de idade cultivada sob
fotoperiodo natural, porém ocorreu diminuicdo do sinal em por¢des basais do meristema, onde predominam células
vacuolizadas formadoras do meristema fundamental (MF). 8. Detecgéo nas pétalas e forte sina de hibridizag&o no apice
meristemético e nos primordios de estames de planta de 60 dias de idade cultivada sob fotoperiodo natural. 9. Detecgéo
restrita & regido de diferenciacéo do gineceu, em planta de 150 dias de idade cultivada sob fotoperiodo natural. 10. Sinal nas
anteras, durante a formagdo do pdlen nos microsporangios, em planta de 150 dias de idade cultivada sob fotoperiodo
natural. 11. Detecc@o nos primérdios foliares e no meristema vegetativo de planta de 130 dias de idade cultivada sob
fotoperiodo natural. 12. Sinal ndo foi detectado no meristema vegetativo e nos primérdios foliares de planta de 150 dias de
idade cultivada em fotoperiodo minimo de 16 horas. 13. Auséncia de sinal nos meristemas hibridizados com a sonda senso
de LEAFY (planta de 30 dias de idade cultivada sob fotoperiodo natural). Setas = principais sitios tissulares onde ocorreram
hibridizagdes. Barra = 25 pum (figuras 5, 7); 40 um (figura 6); 100 um (figuras 8-10, 13); 50 um (figuras 11, 12).
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suaveolens serevel ou similar as descricdes de meristemas
florais de outras espécies vegetais (Oliveiraet al. 2001,
Reinheimer et al. 2005, Hochwallner & Weber 2006,
Carmona et al. 2007), apresentando células do ponto
central do gpice em atividade meristematica reduzida,
guando comparadas as células da extremidade apical,
vacuolizadas, pouco coradas, formando 0 meristema
fundamental que é encerrado pelatinica (figura 7).

A discriminagdo entre meristemas vegetativos e
floraisfoi possivel através de caracteristicas anatdmicas
pronunciadas antes e apds a organogénese foliar e das
sépalas. Anteriormente a emisséo dos primordios
foliares, os meristemas vegetativos apresentaram regides
anatdmicas tipicas (Kwiatkowska 2004) (figura5), ea
emissdo dos primordios foliares foi precedida por um
desenvolvimento longitudinal relativamente pequeno do
meristema (figuras 6, 11, 12). Por outro lado, os
meristemasflorais ndo apresentaram as mesmasregides
anatbmicas de um apice vegetativo e a emissdo das
sépalas ocorreu apds o meristema ter sofrido maior
extensdo longitudinal em comparaco ao apicevegetativo
(figura?). Diferengas semel hantes namorfometriaentre
apices vegetativos e florais sdo relatadas em outras
espécies, como em Arabidopsisthaliana (Dewitte et al.
2007). Outradiferencaresideno achatamento do meristema
floral imediatamente apos a emissdo das sepalas (figura
7), enquanto que o 4pice vegetativo adquiriu um formato
conico gpdsaemissdo dos primérdiosfoliares (figuras 11,
13). Este achatamento meristematico apods a iniciacéo
dos primérdios de sépalas € tipico deste estagio de
diferenciacéo floral (Pereira et al. 2003).

Hyptis suaveol ens € uma planta de dias curtos, com
fotoperiodo critico oscilando préximo al3 h. Estaespécie
ndo sofre transicdo para floragcdo e o meristema flora
N30 apresentaaorganizagao tipi cade um &pi ce vegetativo.
A atividade meristematica, de um meristema aéreo
vegetativo ou floral, pode ser claramente evidenciada
através da densidade celular. Os resultados relativos ao
padréo de expressdo de um ortologo putativo de LFY
em H. suaveolensindicam apossibilidade de conservacéo
dos elementos moleculares iniciadores do processo
reprodutivo nestaespécie. Contudo, sfo necessariosestudos
adicionais envolvendo isolamento, clonagem e andlise
da sequéncia nucleotidicade um provavel HsLFY, bem
como hibridizagdes de Southern e Northern eensaios de
complementagdes géni cas em plantas model os mutantes.
Todavia, esforcos maiores devem ser realizados com
intuito de esclarecer afuncdo de LEAFY em meristemas
vegetativosefloraise assm estabel ecer correlagbesentre
0 padréo deexpressio deste gene descrito em H. suaveolens
€ mecani smos adaptativos em espéciesinvasoras.
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