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RESUMO

Os conceitos de esquizogenia e lisigenia, utilizados para descrever a origem do
aerénquima em raizes de angiospermas, tem sido insuficientes para classificar os
diversos padroes de aerénquima. A incongruéncia de informacdes na literatura
evidencia a necessidade de estudos mais amplos que possam auxiliar na
classificacdo dos padrées e no entendimento de sua funcionalidade. O objetivo
deste trabalho foi analisar o aerénquima das raizes de Pistia stratiotes L., a fim de
esclarecer sua origem e estrutura das células envolvidas na formacdo das
cavidades. Para microscopia de luz, as raizes foram fixadas com solucdo Karnovsky,
incluidas em resina hidroxietilmetacrilato e coradas com azul de toluidina. Para
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) e imunocitoquimica, as amostras
foram fixadas com uma solucdo de glutaraldeido 1%, formaldeido 4% em tampé&o
fosfato de sdodio, pés-fixadas com tetroxido de 6smio e incluidas em resina
LRWhite®. Para MET, as grades com secc¢des (60nm) foram contrastadas com
acetato de uranila e citrato de chumbo. Para imunocitoquimica, as sec¢cées (500nm)
foram submetidas as incuba¢cbes com anticorpos monoclonais para deteccao de
diferentes glicanos de parede celular. O cortex externo é parenquimatico e oriundo
da camada subjacente a protoderme. O aerénquima na raiz de P. stratiotes é
formado na regido interna do cortex a partir de divisbes periclinais da pro-
endoderme. As lacunas de ar sdo formadas pela separacéo, diviséo e distensdo das
células dispostas radialmente no cértex interno. As células formadoras do
aerénquima apresentam parede, tonoplasto, nucleo e organelas com aparéncia
normal. Os compostos pécticos e hemicelulésicos analisados provavelmente nao
tem uma ligacdo direta com a separacao celular. O aerénquima das raizes de P.
stratiotes é esquizégeno do tipo radial.

Palavras-chave: ontogénese, imunocitoquimica, alface d’agua, aerénquima

esquizogeno.



ABSTRACT

The concepts of schizogeny and lysogeny used to describe the origin of aerenchyma
in roots of angiosperms have been insufficient to categorize the several aerenchyma
patterns. The inconsistency of data in the literature highlights the need for further
studies that can assist in the classification of patterns and understanding of its
functionality. The objective this study is to analyze the aerenchyma in roots of Pistia
stratiotes L. (Araceae) to describe their origin and structure of the cells involved in the
formation of cavities. For anatomical aspects, roots were fixed in Karnovsky solution,
embedded in methacrylate resin and stained with toluidine blue. For ultrastructural
and immunocytochemistry studies, samples were fixed in a 1 % glutaraldehyde and
4% formaldehyde in sodium phosphate buffer solution, post-fixed with osmium
tetroxide and embedded in resin LRWhite. Grids were counterstained with uranyl
acetate and lead citrate. Immunocytochemical sections (500nm) were subjected to
incubation with monoclonal antibodies to the detection of cell wall glycans. The outer
cortex of the root is parenchymatous and derived from the underlying layer
protoderm. The periclinal divisions of the proendoderm originate the aerenchyma in
the inner region of the cortex. These air spaces develop through the separation,
division and distension of cortical cells arranged radially in the inner cortex. Cells of
the aerenchyma show tonoplast, nucleus and organelles with normal appearance.
The pectic and hemicellulosic compounds analyzed seem not to be directly involved
with the cell separation. The aerenchyma of roots of P. stratiotes is schizogenous the
radial type.

Keywords: ontogeny, immunocytochemistry, water lettuce, schizogenous
aerenchyma.
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1. INTRODUCAO

O aerénquima proporciona a planta armazenamento de O2, formando um
sistema de aeracéo interna que permite a sobrevivéncia em ambientes com pouca
disponibilidade de oxigénio (DREW et al., 2000). Sachs (1872 apud EVANS, 2003)
foi o primeiro a reconhecer um tecido cheio de ar nas plantas. De Bary (1877)
baseou-se no processo ontogénico e classificou esse tecido de duas maneiras: (i)
lisigeno, aquele em que ocorre morte celular para a formacéo das lacunas de ar e,
(ii) esquizégeno, onde as lacunas se formam pela separacéo de células.

Varios autores tem mostrado a existéncia de diferentes tipos morfologicos de
aerénquima (SCULTHORPE, 1967; JUSTIN & ARMSTRONG, 1987; SCHUSSLER &
LONGSTRETH, 1996; SEAGO et al.,, 2005; JUNG et al., 2008). Porém, os
mecanismos que formam esses diferentes padrdes sdo imprecisos e propor uma
classificacdo que seja abrangente a todos os tipos tem sido uma tarefa ardua
(SCHUSSLER & LONGSTRETH, 2000). Para tentar esclarecer esses padrdes varias
classificacdes foram propostas, entre as mais atuais estdo as de Seago et al. (2005)
e de Jung et al. (2008).

A classificacdo proposta por Seago et al. (2005) compreende sete tipos de
aerénquima baseados na ontogénese, com um novo tipo, o expansigeno. Para
esses autores, no aerénguima expansigeno as lacunas se originam apenas por
divisdo e expansado celular, ndo ha& separacdo de células como nos tipos
esquizégenos. Jung et al. (2008) basearam-se na morfologia do aerénquima
classificando primeiramente como lisigeno e esquizégeno, fazendo uma comparacao
com a classificacédo de Justin & Armstrong (1987) e Seago et al. (2005). No trabalho
de Jung et al. (2008) a classificacdo do padrdo expansigeno néo foi considerada e é

possivel notar divergéncias quando comparadas as classificacbes de distintos
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autores, sendo um mesmo padrao identificado como lisigeno em pacote por Seago
et al. (2005) e como esquizdégeno radial por Jung et al. (2008), por exemplo. Essas
interpretacdes controversas reforcam a necessidade de estudos ontogénicos aliados
a analise ultraestrutural para definicdo clara dos tipos de aerénquima e reavaliacéo
dos conceitos.

Durante a formacédo dos espacos intercelulares podem acontecer alteractes
ultraestruturais na parede celular (KNOX, 1992). Drew et al. (2000) e Gunawardena
et al. (2001), evidenciam que nas fases iniciais do desenvolvimento do aerénquima
em raizes de milho ocorre degradacéo da parede celular, controlada por enzimas.

A parede celular pode ser um importante dado estrutural para compreender a
a planta pois ela atua como um exoesqueleto para célula e participa em processos
celulares importantes como adesdo, crescimento e diferenciacdo celular
(COSGROVE, 1997). As hemiceluloses e pectinas sdo compostos responsaveis pela
integridade estrutural das paredes celulares (KNOX, 1992), tais como a expansao e
adesado celular (WILLATS et al., 1999), fundamentais no desenvolvimento do
aerénquima. O processo de separacdo celular é rigorosamente controlado pelas
plantas e para entendé-lo é importante determinar a ocorréncia de pectinas e
hemiceluloses ao longo da parede celular (KNOX, 1992).

A distribuicdo de polissacarideos na parede celular ndo é constante, e podem
ndo ser uniformemente distribuidos nem mesmo em duas paredes adjacentes
(CASSAB, 1998). Para entender o modo como 0s polimeros de parede celular
atuam, estudos imunocitoquimicos com anticorpos monoclonais séo utilizados para
mostrar a localizacdo espacial e temporal de sitios especificos dos diferentes
constituintes da parede celular, denominados de epitopos (DOLAN et al., 1995;

KNOX, 1997; KNOX, 2006).
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Dados sobre a dinamica da parede celular das células formadoras de
aerénquima podem fornecer respostas as lacunas existentes no ambito da
ontogénese desse tecido. Estudos realizados por Bona et al. (dados n&o publicados)
e Mastroberti et al. (dados n&o publicados) evidenciaram, em microscopia eletronica
de transmisséo, que o citoplasma das células formadoras do aerénquima lisigeno
radial de Potamogeton polygonus Cham. e Schitdl., passam por progressiva
degradacéo, indicando a existéncia de morte celular. No entanto, a lamela média e a
parede primaria permanecem integras, nas células formadoras desse tipo de
aerénquima. Fica evidente a falta de estudos que abordem simultaneamente
analises da ontogénese, alteracbes quimicas na composicdo da parede celular e
aspectos funcionais destas alteracfes facilitariam a compreensdo das alteracdes
das células formadoras do aerénquima.

Nossa equipe vem realizando estudos de ontogénese, ultraestrutura e
imunocitoquimica de parede celular do aerénquima em raizes de varias espécies
(Projeto CNPQ Universal 14/2012, processo 481713/2012-3) (BONA et al., 2010;
MASTROBERTI et al., 2011) com o objetivo de fazer ampla avaliacao desse tecido.
Dentre as espécies em estudo, Pistia stratiotes L. (Araceae) tem potencial por nao
ter sido detalhadamente estudada, sendo citada por Seago et al. (2005) como tendo
aerénquima lisigeno em pacotes, um tipo incomum de aerénquima em raizes. No
entanto, ndo ha registros que confirmem esse padrdo para a espécie. Assim,
pretende-se analisar a anatomia da raiz de Pistia stratiotes, a fim de esclarecer sua
origem, padrdo e alteragbes estruturais e ultraestruturais das paredes das células

envolvidas na formacao das lacunas de ar.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. CLASSIFICACAO DO AERENQUIMA

Plantas aquaticas comumente apresentam variacfes fenotipicas evidentes
(SCULTHORPE, 1967), relacionadas ao ambiente em que vivem (COAN et al.,
2002), sendo o aerénquima considerado uma das principais adaptacdes das plantas
ao ambiente aquatico.

A reducéo da disponibilidade de oxigénio é a maior limitacdo enfrentada pelas
plantas no ambiente aquético (SCULTHORPE, 1967; CALBO et al., 1998; COLMER,
2003). O oxigénio dissolvido em agua é rapidamente esgotado pela respiracdo das
raizes das plantas e microrganismos (ABIKO et al., 2012). O transporte interno de
gases é crucial para macrdfitas e, a difusédo de Oz entre os tecidos submersos e o
ambiente aquatico é cerca de dez mil vezes mais lenta do que no ar (COLMER,
2003). Para a sobrevivéncia dessas plantas, é necessaria a presenca de um tecido
gue possa suprir essa falta de oxigenacédo no 6rgdo, o aerénquima (DREW, 1987;
ARMSTRONG et al., 1991; KOLB et al., 1998; SCHUSSLER & LONGSTRETH,
2000; COLMER, 2003). Aerénquima € o termo usado para denominar o tecido
vegetal que contém espacos de ar maiores aos habitualmente encontrados como
espacos intercelulares (EVANS, 2003).

Os diferentes tipos de aerénquima tém sido identificados tanto pela morte
celular (SCHLEIDEN 1849; DE BARY, 1877), como pela separacéo das paredes (DE
BARY, 1877) e também pelo simples crescimento e afastamento celular (CONARD,
1905; Seago, 2005). Schleiden (1849) descreveu a formacao de cavidades de ar em
Canna e Nymphaea a partir de destruicdo de células de parénquima. Para De Bary

(1877), no aerénguima esquizégeno ndo ha morte celular e as lacunas séo limitadas
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por paredes lisas podendo ser recobertas por uma delicada camada de cuticula em
algumas espécies, ja no lisigeno as paredes sao recobertas por restos das células
que morreram para originar o espaco.

Existem discordancias entre autores quanto a classificacdo dos tipos de
aerénquima. De Bary (1877) observou em Sagittaria um padrdao de aerénquima
formado por expansdo do espaco intercelular, classificando-o como esquizégeno.
Anos mais tarde, Severin (1932) caracterizou 0 aerénquima dessa mesma planta
como lisigeno. Longstreth & Borkhsenious (2000), redescreveram o aerénquima de
Sagittaria como lisigeno ocorrendo somente o colapso celular, colocando em duvida
se a morte celular ocorre sempre nas células formadoras desse tipo de aerénquima,
ja que muitas células colapsadas sdo comprimidas, porém sem sofrer lise completa.

Ao estudar o aerénquima em Nymphaea, Conard (1905) n&o usou o0s
conceitos de esquizogenia e lisigenia propostos por De Bary (1877). Para Conard
(1905) o aerénquima dessa planta era formado somente através de expanséo e
divisdo celular. Seago et al. (1999, 2000) descreveram esse tipo de aerénquima
usando o termo “expansao diferencial”. Um novo conceito foi criado por Seago et al.
(2005) incluindo além de esquizdgeno e lisigeno, o termo expansigeno.

Para tentar esclarecer esses padroes e resolver as incongruéncias de
nomenclatura varias classificacdes ja foram propostas, além da classificacao original
de De Bary (1877) para lisigeno e esquizégeno. A classificacdo proposta por Seago
et al. (2005) compreende sete tipos de aerénquima (FIGURA 1): lisigeno em pacote,
lisigeno radial, lisigeno tangencial, esquizo-lisigeno, esquizégeno, expansigeno
radial e expansigeno favo-de-mel. Nos tipos expansigenos, as lacunas se originam
por divisdo e expansdo das células, sem ocorréncia de separacdo celular. Nos

esquizégenos, diferentemente do expansigeno, além de divisdo e expanséo
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celulares, também ocorre a separacdo das paredes, na regido da lamela média

(SEAGO et al., 2005).

A

FIGURA 1: Classificacdo de aerénquima proposta por Seago et al. (2005) incluindo os tipos
expansigenos onde: (A) Expansigeno favo de mel, (B) Expansigeno radial, (C) Esquizdgeno, (D)
Esquizo-lisigeno, (E) Lisigeno em pacotes, (F) Lisigeno radial, (G) Lisigeno tangencial. A cor azul
representa os espacos intercelulares e lacunas. (Retirado de SEAGO et al., 2005)

Na classificagdo proposta por Jung et al. (2008), baseada na morfologia do
aerénquima de acordo com o arranjo das células, sdo apresentadas variacfes dos
padrdes lisigeno e esquizdgeno. Esses autores ainda apresentam uma comparagao

com os demais padrbes, especialmente com a classificagdo de Seago et al. (2005).
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Jung et al. (2008) identificam como esquizégeno radial o tipo de aerénquima
identificado por Seago et al. (2005) como lisigeno em pacote e, para Jung et al.
(2008) o tipo expansigeno proposto por Seago et al. (2005) € apenas uma variacao
do tipo esquizdgeno, a qual os autores nomeiam esquizégeno favo-de-mel (FIGURA

2).

Justin and Armstrong (1987) Present Study Seago et al. (2005)
2 expansigeny

‘_’J__/J honeycomb expansigeny

radial expansigeny

Types H: hexagonal packing throughout
cortex

H1- non-aerenchymatous——

\

H2 — nil/slight/moderate, etc.

honeycomb
schizogeny

S
iex

mixed aerenchyma
Types M: various mixtures of cubic and
hexagonal packing

schizo-lysigeny

M1 — Nil/slight/moderate, etc.

M2- lysigenous/schizogenous patch

M3 — radial. extensive lysigeny-
. - . . . lysigeny
Md4da — radial schizogeny, lvsigeny radial lysigeny
sometimes later
b radial lysigeny tangential lysigeny

©— tangential  lysigeny

Types C: Cubic and radial packing

X acket lysigen
dominant at least near apex P ysigeny

Cla- radial schizogeny, lysigeny
sometimes later
b - radial lysigeny

¢ —no lysigeny, some schizogeny schizogeny

d - tangential lysigeny

/ tangential lysigeny

C2 — ‘honeycomb”® asrenchyma

no aerenchyma /

C3 - nil’slight/moderate’ rarely extensive intercellular air space
g > 3 tercelly P intercellular spaces

or no aerenchyma

FIGURA 2: Comparac¢éao das classificagfes de Justin & Armstrong (1987), Jung et al. (2008) e Seago
et al. (2005) para aerénquima em raizes. Justin & Armstrong (1987) propuseram trés principais tipos,
subdivididos em 14 categorias. Jung et al. (2008) propuseram 5 tipos de aerénquima para raizes e
Seago et al. (2005) propuseram a inclusdo do novo tipo expansigeno. (Retirado de Jung et al., 2008)

2.2. ESTRUTURA CELULAR DO AERENQUIMA

A parede celular primaria & formada basicamente por microfibrilas de
celulose, hemicelulose e pectinas. As microfibrilas de celulose séo sintetizadas na
membrana plasmatica e as hemiceluloses e pectinas pelos dictiossomos. Na maioria

das espécies a principal hemicelulose sdo os xiloglucanos e as principais pectinas
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incluem os ramnogalacturonanos | e homogalacturonanos (FIGURA 3)
(COSGROVE, 2005).

Cytoplasm 3> /

\asicles

Cellulose synthase
complex

D Celluloss Main pectin domains

. . e B Namnogalacturonan |
Main hemicelluloses

—~ Xyloglucan s HOMCgalBCTURONEN

" Arabinoxylan W Xylogalacturonan
\< Arabinan

@l Rhamnegalacturcnan |l

FIGURA 3: Estrutura priméria da parede celular onde as microfibrilas de celulose sao representadas
pelas hastes roxas. As hemiceluloses estdo representadas do lado esquerdo da figura sem a
presenca de pectinas, para melhor compreensdo, os xiloglucanos sdo representadas por hastes
azuis. As pectinas estdo representadas do lado direito da figura pelos dois principais polissacarideos
ramnogalacturonanos (haste laranja) e homogalacturonanos (haste vermelha). (Retirado de
COSGROVE, 2005)

As hemiceluloses e pectinas sdo compostos com grande importancia na
integridade estrutural das paredes celulares (GUNAWARDENA et al., 2001;
GUNAWARDENA, 2008) tais como a expansédo e adesao celular (WILLATS et al.,

1999). A pectina € um polissacarideo formado por muitos &cidos galacturénicos,
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unidos com ligacdes glicosidicas a -1,4 em uma longa cadeia que pode ter como
cadeias laterais acucares como galactose, glicose, ramnose, arabinose e xilose

(LINERS et al., 1989; WILLATS et al. 2001) (FIGURA 4).

Rhamnogalacturonan Il Homogalacturonan Xylogalacturonan Rhamnogalacturonan |

O =D-Galacturonic acid © @ =~ L-Arabinos« @ - D-Apiose é = O-Acetyl
O =L-Rhamnose @ ) o » ‘ ?

@ . D-Glucuronic acid @ =L-Acericacid @ =D-Xylose = Borate
® =Kdo ® =D-Dha (@

FIGURA 4: Estrutura geral de pectina. Os acidos galacturdnicos representam a cadeia principal em
amarelo. E possivel observar a estrutura das cadeias laterais formando ramnogalacturonanos | na
direta da figura, xilogalacturonanos em azul marinho, homogalacturonanos metil-esterificados no
centro e ramnogalacturonanos Il na parte esquerda da figura. (Retirado de HARHOLT et al., 2010)

Durante a formacao do aerénquima, seja lisigeno ou esquizdgeno, é provavel
a ocorréncia de alteracbes celulares. Gunawardena et al. (2001a) observaram
algumas dessas alteracfes in situ através dos anticorpos contra pectinas

esterificadas e néo esterificadas (JIM 5 e JIM 7) (FIGURA 5).
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FIGURA 5: Alteracdes celulares visualizadas em microscopia eletrénica de transmisséo na raiz de
milho. A e B. Membranas plasmaticas apresentam invaginacdes e presenca de vesiculas entre a
parede celular e a membrana plasmatica. C. Vacuolo com consisténcia granular e tonoplasto corado.
Barra de escala A= 200nm; B e C= 1 um. (Adaptado de GUNAWARDENA et al., 2001a).

S&0 escassos os trabalhos que envolvem marcacdo de polimeros da parede
celular durante a formacéo do aerénquima, entre 0s poucos estd o de Gunawardena
(2008) que utilizaram marcac¢do com os anticorpos JIM5 e JIM7 durante a formacéo
do aerénquima em Aponogeton madagascariensis (Aponogetonaceae) e o0s testes
indicaram que a distribuicdo de pectinas de-esterificadas e esterificadas foi alterada
e houve alteracdo na parede celular dentro de 12 horas a partir da inducdo com
etileno para formacgéo do aerénquima.

O esclarecimento de diversos aspectos de crescimento e desenvolvimento da
planta podem ser elucidados pelo estudo das paredes celulares, sabe-se que os
polissacarideos que compdem a parede celular ndo tem a mesma distribuigdo

estrutural em todas as células (KNOX 2008).
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3. OBJETIVOS

Analisar o aerénquima das raizes de Pistia stratiotes L., a fim de esclarecer
sua ontogénese, classificacdo e alteracdes estruturais e ultraestruturais da parede

das células envolvidas na formacéo das lacunas.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a origem das lacunas de ar na raiz de P. stratiotes.

e Averiguar a existéncia ou ndo de morte celular, durante a formagdo do
aerénquima.

e Caracterizar estruturalmente a parede das células que formam as lacunas do
aerénquima durante a ontogénese.

e Verificar as possiveis alteracfes de glicanos constituintes da parede celular
tais como pectinas e hemiceluloses em diferentes estadios de
desenvolvimento do aerénquima.

e Confirmar o tipo de aerénquima presente nas raizes de P. stratiotes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ESPECIE SELECIONADA E AREA DE COLETA

Pistia stratiotes L. (Araceae) é uma macrdfita aquética, monocotiledénea, de
habito flutuante livre, com folhas dispostas em rosetas, verdes, espessas e
recobertas por tricomas; raizes adventicias fasciculadas, claras, com coifa escura;
flores brancas, diminutas e unissexuadas; reproducdo sexuada ou vegetativa por
haste estolonifera (ODJEGBA & FASIDI, 2004). E amplamente distribuida nos
paises tropicais e subtropicais vivendo em lagos, rios, lagoas e valas (SCHMITZ et
al., 1993); possui tamanho variado, de 3 a 30 cm, conforme o ambiente, floresce
durante o ano todo. P. stratiotes € conhecida popularmente como alface d’agua,
erva-de-santa-luzia, camalotinho, orelha-de-onca; em espanhol como: repollo de
agua e, em inglés como: water lettuce (POTT & POTT, 2000).

A coleta do material botanico foi realizada em cavas do Parque da Imigracao
Japonesa e do Zooldgico do Parque Iguacu, localizados na Bacia Hidrografica do
Rio Iguacu, em Curitiba (FIGURA 6 D e E). A regido possui temperatura média anual
inferior a 20°C e clima subtropical com chuvas bem distribuidas durante todo o ano

(SEMA, 2010).



25

er——r

S
e

e —————————— R b T sy z " e .

!

pone——-

S
iy >
S—— ,T%;

= ——

e 1 e
B s sosei

T

AT

wHnog

S

Figura 6: Caracterizacao morfolégica de Pistia stratiotes. A. Desenho esquematico evidenciando as
raizes fasciculadas (Confeccionado por Dalvana Pedroso). B e C. Aspecto dos espécimes floridos. D
Coleta dos espécimes de P. stratiotes. E. Local de coleta. (Barra de escala A, B,De E=1cme C=

0,5cm).
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4.2. MICROSCOPIA DE LUZ

Foram separadas, aleatoriamente, e lavadas em agua corrente, raizes inteiras
com comprimento entre 10 e 15 cm, de no minimo 10 individuos. De cada raiz
seccionou-se seis amostras com 5 mm cada uma: duas na regido de coifa
(consecutivas), duas na regido mediana (com intervalo de 5 mm entre as mesmas) e
duas na regido mais proxima a base (também com intervalo de 5 mm entre as
amostras).

O material foi fixado em solucdo Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) a
temperatura ambiente. As amostras passaram por desidratacdo em série etilica
ascendente de 10 em 10 até 95% por 30 minutos cada etapa, e posteriormente
foram incluidas em hidroxietilmetacrilato (historesina Leica®).

Os cortes transversais e longitudinais foram realizados de forma seriada com
espessura de 5 um usando navalha de aco em microtomo de rotacdo Leica® RM
2145. Posteriormente, os cortes foram corados com azul de toluidina em tampé&o
acetato pH 4,7 (PEARSE, 1961), montados em laminas permanentes com
Permount® e as analisadas no Laboratério de Botanica Estrutural, no Departamento

de Botanica da Universidade Federal do Parana, em Curitiba.
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4.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para microscopia eletronica de transmissdo o material foi seccionado em
pequenas porcdes de aproximadamente 1 mm? e fixado em solucéo de glutaraldeido
1%, formaldeido 4% em tampdao fosfato de sédio por 12 horas (MCDOWELL &
TRUMP, 1976). Apés a retirada do fixador, a lavagem foi realizada em tampéo
fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2 (GABRIEL, 1982) e pos-fixagdo em uma solucdo de
tetroxido de 6smio 1% (OsO2) aquoso mantendo o material no escuro por 12 horas
aproximadamente.

Depois de pos-fixadas, as amostras foram lavadas trés vezes em tampao
fosfato de sodio pH 7,2 0,1 M e, em seguida, em agua destilada. A desidratacao foi
obtida através de série alcoolica etilica ascendente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 2 trocas 90%, 2 trocas 95% e 2 trocas 100%, por 30 minutos cada
etapa. Depois de desidratado, o material foi incluido em resina acrilica hidrofilica LR
White® “Hard Grade” (Fluka). Para inclusdo foram utilizadas capsulas de gelatina
levadas para polimerizacdo em estufa a 60°C, por um periodo de 8 a 12 horas.

As secOes ultrafinas foram feitas em Ultramicrétomo Leica Ultracut UCT, em
navalha de diamante Drukker 45°, com fio de 3 mm, com espessura de 60 nm,
colocadas em suportes (“grids”) de cobre de 100 mesh. Os suportes contendo os
cortes passaram por uma contrastacdo em solugcéo de acetato de uranila 2% aquoso
por 20 min (BOZZOLA & RUSSEL, 1998) e solugcdo de chumbo por 5 min
(HANAICHI et al., 1986). As andlises foram realizadas em microscopio eletrénico de
transmissdo (JEOL — 1200 EX 1) no Centro de Microscopia Eletrbnica da

Universidade Federal do Parana, em Curitiba.
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4.4. IMUNOCITOQUIMICA

Amostras de aproximadamente 2 mm da regido apical, da area subsequente a
coifa e da zona de alongamento foram fixadas em solu¢cdo de Trump (MCDOWELL
& TRUMP, 1976) por 24 horas a vacuo, lavados por trés vezes em tampao fosfato
de sédio 0,1M pH 7,2 e poés-fixados em tetroxido de ésmio 1% (OsO2) aquoso
overnight. Em seguida, as amostras foram novamente lavadas no mesmo tampéao e
desidratadas em série etilica ascendente (de 10% até 100%), por 30 minutos cada
etapa, sendo a etapa 100% repetida por 3 vezes. O material desidratado foi pré-
infiltrado com uma solugao de etanol absoluto e LR White “Hard Grade” (Fluka) (1:1)
por 8 horas e, posteriormente, a infiltracdo foi feita através de trés trocas de LR
White pura, com intervalo de 8 horas entre elas. As amostras foram polimerizadas
em capsulas de gelatina fechadas, em estufa a 60°C durante 12 horas. Secdes
semifinas (500 nm) foram feitas em Ultramicrétomo Leica Ultracut UCT, utilizando
navalha de vidro. O material testemunho foi corado com Azul de Toluidina 1% pH 8-
9 (SOUZA, 1998) e observadas em microscépio de luz.

As seclOes, aderidas a laminas recobertas com uma solucdo de gelatina,
foram incubadas com anticorpos monoclonais LM5, LM6, LM15, LM19, LM20
(FIGURA 7, 8 e 9) que reconhecem epitopos anti-pectinas e anti-hemicelulose,
apresentados e referenciados na tabela 1.

Para a incubacédo dos anticorpos as seccdes foram hidratadas com tampéo
fosfato salino PBS pH 7,1 (HARRIS, 1994), bloqueadas contra ligacdes inespecificas
com uma solucéo de proteina de leite 3% em PBS e incubadas com os anticorpos
monoclonais primarios diluidos em tampao PBS (1:10) por 1 hora. Depois de
lavadas em tampéao PBS por trés vezes, as seccdes foram incubadas com anticorpo

secundario anti-rat-lgG (molécula inteira) ligada a FITC (Sigma) diluidos em PBS
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(1:100) por 1 hora, em camara escura. Em seguida, as sec¢des foram lavadas por
trés vezes em PBS (5 minutos cada), incubadas com calcoflior por 5 minutos e
novamente lavadas em PBS por trés vezes. A montagem com laminula foi obtida
usando uma solucéao de p-fenilenodiamina (PPD) e de glicerol em solucdo de PBS
(solucao anti-fade).

As seccdes passaram por um pré-tratamento enzimatico usando uma solucao
de carbonato de sédio (Na2COs) (pH 11,4) e pectato liase (pH 8,0)/ Tris-HCI (de
Aspergillus niger, Megazyme) por 2 horas cada, para remocado dos
homogalacturonanos pécticas. Foram realizados controles negativos onde uma
etapa da incubacdo com anticorpo monoclonal primario foi omitida.

As secdes foram analisadas em epifluorescéncia no microscopio Leica DM R
(fitro de excitagdo 450-490 nm), no Laboratério de Anatomia Vegetal da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre.

TABELA 1: Anticorpos monoclonais e suas especificidades, seguido dos autores, utilizados neste
trabalho.

Anticorpo Epitopo Referéncia

LM 5 (1—4)-B-D-galactano Jones et al.(1997)

LM 6 (1—5) -a-L- arabinano Willats et al.(1998)

LM 15 XXXG de xiloglucano Marcus et al. (2008)

LM 19 Homogalacturonano com baixa metil-esterificacdo  Verhertbruggen et al. (2009)

LM 20 Homogalacturonano com alta metil-esterificagcao Verhertbruggen et al. (2009)
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RHAMNOGALACTURONAN-I (RG-I)

Antibodies to epitopes occurring in side chains of
RG-I have been prepared using neoglycoproteins

(1-4)-p-b-galactan

LM5

LM6

(1-5)-a-L-arabinan

FIGURA 7: Especificidade dos anticorpos LM5 e LM6 na molécula de pectina. (Retirado de KNOX,
2003).
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LM15

FIGURA 8: Representacdo da especificidade do anticorpo LM15, onde as estrelas representam
cadeias laterais de xilose. (Adaptado de BURTON et al. 2010).
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FIGURA 9: Especificidade dos anticorpos LM19 e LM20 na molécula de pectina. (Adaptado de
KNOX, 2003).
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5. RESULTADOS

5.1. ONTOGENESE DO AERENQUIMA

5.1.1. ORGANIZACAO DO MERISTEMA APICAL E DO APICE DA RAIZ

O apice de raiz de P. stratiotes possui coifa alongada com columela evidente
(FIGURA 10 A). O promeristema € composto de um conjunto de células centrais nao
alinhadas, delimitadas abaixo pelas células iniciais da coifa e protoderme, com
origem conjunta e pouco distinta em seccdo longitudinal (FIGURA 10 B), e
lateralmente pelo cértex, com origem tanto da proendoderme quanto da camada
subprotodérmica, e acima pelo procambio (FIGURA 10 B e C). As mesmas iniciais
epidérmicas do meristema contribuem para a formacéo da coifa e columela (FIGURA
10 B e D). Em seccéo transversal, na regido do promeristema, a raiz exibe coifa com
cinco ou mais camadas de células que possuem grandes vacuolos preenchidos por

compostos fenolicos (FIGURA 10 D e E).

5.1.2. DESENVOLVIMENTO DO CORTEX

As células corticais tem claramente duas origens, permitindo delimitar uma
regido externa e outra interna com organizacao celular distinta (FIGURA 10 D e 11
A). O tecido do cortex externo é formado por meio de divisdes periclinais e anticlinais
da primeira camada subjacente a protoderme (FIGURA 11 A). Ao final do
desenvolvimento o cértex externo possui cinco ou mais camadas de células
parenquimaticas sem lacunas de ar e sem organizacao regular (FIGURA 10 B, C, D,

E, F).
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O cortex interno é oriundo da proendoderme, que através de divisdes
periclinais origina fileiras radiais de células. Essas fileiras, com cerca de quatro
células, se conectam ao cértex externo (FIGURA 11 B, C, D, E, F). Os espacos
podem ser percebidos na regido onde a protoderme, meristema fundamental e
procambio ainda ndo estdo bem delimitados. As células dos raios sao inicialmente
justapostas e vao gradativamente se separando na lamela média da parede
anticlinal, iniciando a formacdo das lacunas de ar. Essas ficam delimitadas pelos
septos que sao fileiras unisseriadas de células (FIGURA 11 B, C e D). O aumento
em diametro da raiz ocorre por meio de divisbes anticlinais dos septos,
consequentemente, aumentando o numero de raios e de lacunas (FIGURA 11 C, D
e E). O volume da lacuna de ar aumenta em resultado da expanséo das células do
septo. Ao final da diferenciacdo, essas células se apresentam estiradas (FIGURA
11 F). O aerénquima de P. stratiotes é originado por separacao de paredes, divisées
e expansdo das células. Idioblastos com rafides sédo frequentes nos septos ou

margeando as lacunas (FIGURA 11 F).

5.1.3. ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS ASSOCIADAS A FORMAGCAO DO

AERENQUIMA ESQUIZOGENO

As paredes celulares ndo apresentam vestigio de degradacdo ou
estresse nas fases de desenvolvimento do aerénquima (FIGURA 12 A, B e C). Nao
foram encontradas vesiculas que pudessem contribuir para lise e rompimento celular
(FIGURA 12 D). Ceélulas do cortex ficaram altamente vacuolizadas quando o

aerénquima estava completamente formado, com o citoplasma formando uma
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camada fina entre a parede da célula e vacuolo. A presenca de cloroplastos foi
evidente durante todo o desenvolvimento do aerénquima. Ainda que a mudanca no
formato das células formadoras de aerénquima tenha sido significativa com a
separacao celular (FIGURA 12 E) e o estiramento dos septos, a ultraestrutura indica
gue essas células se mantém vivas na maturidade.

Em todos os estadios investigados foi possivel observar células turgidas com
tonoplasto intacto. Nao houve invaginacdo da membrana plasmatica e, os nucleos,
as mitocondrias e os dictiossomos apresentaram aparéncia normal, inclusive na fase

mais tardia (FIGURA 12 F).
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FIGURA 10: Apice da raiz de Pistia stratiotes L.. A. Corte longitudinal com columela (co) e coifa (cf).
B, C. Meristema apical em corte longitudinal evidenciando o procadmbio (pc), as iniciais da coifa e
protoderme (*), as iniciais columelares (seta preta) e o cortex (cx). D. Corte transversal com cortex
evidenciando duas regides distintas: cortex externo (cxe) e interno (cxi), proendoderme (*) e iniciais
da protoderme e coifa (seta preta). E. Células da coifa com compostos fendlicos (conteddo preto) em
microscopia eletrénica de transmisséo. (Barra de escala: A= 200um; B, C E D= 20um; E= 5um)
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FIGURA 11: Desenvolvimento do cOrtex da raiz de Pistia stratiotes em sec¢Bes transversais. A.
Estadio inicial da organizacéo das células formadoras do aerénquima (cxi), com inicio da distingédo do
cortex externo (cxe) e interno (cxi), protoderme (pd), proendoderme (*) em divisdo em procambio (pc).
B. vista geral evidenciando o inicio da formagéo das lacunas. C, D, E. Evidéncias das divisbes
anticlinais (seta branca) dos septos (se) dando origem a novas lacunas (la), proendoderme (*) em
divisdo. F. Aspecto final do aerénquima na raiz de P. stratiotes, com idioblastos com rafides (setas).
(Barra de escala: A= 20um; B= 50um; C, D e E= 100um; F= 20 um)
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Figura 12: Seccdes transversais da raiz de Pistia stratiotes L. em microscopia eletrdnica de
transmissdo. A. Parede celular (pa) e membrana plasmatica (mp) no estadio 1. B. Parede celular
(pa), membrana plasmética (mp) e presenca de organelas e vacuolo (V) no estadio 2. C. Parede
celular (pa) e membrana plasmatica (mp) no estadio 3, observar citoplasma com organelas junto as
paredes. D. Vista geral do cértex interno com septos do aerénquima em separagéo (seta). Observar
a presenca de nucleo (N), vacuolos (V) e organelas com aparéncia normal. E. Detalhe da figura D
mostrando a separacao celular nas paredes anticlinais (seta). F. Citoplasma de uma célula do septo
completamente desenvolvida com membrana plasmatica (mp), mitocondria (mi), plastidio (pl) e
tonoplasto (to). (Barra de escala: A, B e C= 1ym; D= 5 pm; E= 2um; F= 500nm)
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5.2. IMUNOLOCALIZAGAO DE POLIMEROS DA PAREDE CELULAR

As seccbes coradas com azul de toluidina nortearam a localizacdo dos
tecidos (FIGURA 13 A, B e C). No estadio 1, onde as células formadoras de
aerénquima haviam acabado de se separar para formar as lacunas de ar, a
deteccdo de galactanos (LM5) ocorreu pontualmente nas células do aerénquima
(FIGURA 13 D). A presenca desses galactanos apareceu como moderada marcacao
nas paredes das células do aerénquima no estadio 2 e também no cortex externo
(FIGURA 13 E), momento em que essas células iniciaram o estiramento para
aumento da lacuna de ar e, houve moderada marcacdo até o aerénquima estar

completamente formado no estadio 3 (FIGURA 13 F).

TABELA 2: Abundancia de polimeros pécticos e hemicelulésicos nas células formadoras de
aerénquima da raiz de Pistia stratiotes. (LM5: galactanos; LM6: arabinanos; LM15:
xiloglucanos; LM19: homogalacturonanos de baixa metil-esterificacdo;  LM20:
homogalacturonanos de alta metil esterificagao)

Anticorpo Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Aerénguima Cortex Aerénquima Cortex Aerénquima Cortex
externo externo externo
Na2CO3/PL/ + + ++ ++ ++ ++
LM5
Na2CO3/PL/ _ _ _ _ _ _
LM6
Na2CO3/PL/ + + + + + ++
LM15 vértices vértices
LM19 _ _ ++ A ++ +
LM20 ++ ++ ++ ++ ++ +
zona de vértices
adesao

N&o houve marcacdo para arabinanos (LM6) em nenhum tecido da raiz
durante todos os estadios investigados (FIGURA 13 G, H, I). Os xiloglucanos (LM15)
foram encontrados moderadamente nas células do cortex externo e no aerénquima

do estadio 1 (FIGURA 14 A). No estddio 2 a marcagdo para xiloglucanos
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permaneceu moderada no aerénquima e nos vértices das células do cortex externo
(FIGURA 14 B), essa marcacdo dos vertices das células corticais externas foi
acentuada no estadio 3 e permaneceu moderada no aerénquima (FIGURA 14 C). O
anticorpo LM19 ndo detectou a presenca de homogalacturonanos de baixa
esterificacdo no estadio 1 (FIGURA 14 D e G). No segundo estadio os
homogalacturonanos de baixa esterificacdo apareceram de forma pouco uniforme e
bastante reduzida nas células do aerénquima (FIGURA 14 E e H). No estadio final,
0s homogalacturonanos de baixa esterificacdo aparecem pontuais nas juncdes de
células que formam o aerénquima e, estdo ausentes nas outras ceélulas do cértex
gue néo estao envolvidas na formacao desse tecido (FIGURA 14 F e I).

Os homogalacturonanos de alta metil-esterificacdo foram fortemente
detectadas com LM20 no primeiro estadio em todo o 6rgédo (FIGURA 14 J e M). No
estadio 2, a marcacdo de homogalacturonanos de alta metil-esterificacdo ainda foi
evidente em todo 6rgdo (FIGURA 14 K e N). A deteccdo também foi encontrada no
estadio 3 ao longo das paredes e, pontualmente evidenciando os vértices celulares

do cortex externo (FIGURA 14 L e O).
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FIGURA 13: Secgles transversais da raiz de Pistia stratiotes. A, B, C. Estadios 1, 2 e 3 do
desenvolvimento do aerénquima visualizado em microscopia de luz coradas com azul de toluidina. D,
E, F. Seccdes incubadas com LM5, NA2COs e pectato liase para deteccdo de galactanos. Seccao D
tratada com calco flior para localizagdo espacial das marcacdes no 6rgdo. G, H, |. Seccdes
incubadas com LM6, NA2COs e pectato liase com auséncia de arabinanos em todos os estadio de
desenvolvimento.
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FIGURA 14: Secc¢des transversais da raiz de Pistia stratiotes. Excitacdo em azul com utilizacdo do
calco flor para localizacéo espacial dos tecidos. A, B, C. Sec¢Bes incubadas com LM15, NA2COsz e
pectato liase para deteccéo de xiloglucanos. D, E, F. Sec¢Bes incubadas com LM19 para detecgéo
de homogalacturanos de baixa metil-esterificagcdo. G, H, I. Tratamento enzimatico de carbonato de
sédio e pectato liase antes da incubagdo com LM19. J, K, L. Secgbes tratadas com LM20 para
deteccdo de homogalacturanos de alta metil-esterificagdo. M, N, O. Tratamento enzimatico para
LM20.
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6. DISCUSSAO

6.1. ONTOGENESE DO AERENQUIMA

A organizagao do meristema apical da raiz (RAM) encontrado em P.
stratiotes € do tipo Open Epidermal Monocot (OEM) (HEIMSCH & SEAGO, 2008)
Este tipo de meristema ndo pode ser considerado aberto ou fechado em sua
totalidade, apesar de ter as iniciais do procambio mais organizadas que as demais,
nao é possivel notar separacado clara das camadas iniciais. O RAM OEM pode ser
considerado o precursor dos meristemas fechados e é comumente encontrado em
monocotileddneas (PILLAI & PILLAI, 1962) como P. stratiotes e Acorus calamus
(SOUKUP et al.,, 2005), apesar disso ja foram encontradas em raizes de
eudicotiledéneas como Caltha palustres e Nymphaea odorata (SEAGO et al., 2000).
O padrédo de células do cortex das raizes de plantas aquaticas podem ser
influenciados pelo tipo de meristema apical (SEAGO et al., 2000). A estrutura do
cortex do tipo favo-de-mel, registrado em Nymphaea odorata, esta relacionada ao
meristema aberto que torna irregulares as divisbes celulares que formam o cértex
(SEAGO et al., 2000). SEAGO et al. (2005) acreditam que o0 aerénquima misto de
esquizdgeno e expansigeno, presente em algumas espécies de Fabaceae, esteja
relacionado ao meristema aberto que as espécies desta familia apresentam. O
meristema apical do tipo aberto € comumente encontrado em monocotiledéneas e
tende a originar aerénquima com esquizogenia e posteriormente lise de algumas
células (SEAGO et al., 2005). O padrdo de meristema apical da raiz, intermediario
entre aberto e fechado, que P. stratiotes apresenta pode estar relacionado ao cortex

com duas origens distintas dessa espécie.
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Meristemas do tipo fechado parecem dar origem a cortex com células em
organizacao radial, formadas através de divisGes periclinais da proendoderme. Além
de P. stratiotes, esse padrdo de coértex com organizacdo radial e células
provenientes da proendoderme ja foi encontrado em raizes de varias espécies
(MENEZES ET AL., 2005; BONA & MORRETES, 2003; MELO-DE-PINNA &
MENEZES, 2003).

O cortex P. stratiotes, dividido em interno e externo, com o externo formado
por parénquima fundamental e o interno originado da proendoderme, e sua
formacdo envolvendo a separacdo de paredes de resultados obtidos reforcam a
caracteristica tipica de aerénquima esquizégeno caracterizado por varios autores
(DE BARY, 1877; JACKSON & ARMSTRONG, 1999; EVANS, 2003; SEAGO et al.,
2005; JUNG et al., 2008, entre outros) e, devido a organizacdo das lacunas de P.
stratiotes, seu aerénquima pode ser classificado como esquizégeno radiado.

O inicio da separacao das células para a formacéo do aerénquima no cortex
da raiz de P. stratiotes observado logo no primeiro milimetro acima do &pice, e o
aerénquima completamente desenvolvido a aproximadamente 20mm, evidenciam o
inicio precoce das lacunas de ar, que pode ser relacionado ao habitat desta planta.
A espécie em questdo habita &guas ricas em matéria organica e,
consequentemente, com limitada disponibilidade de oxigénio. A ocorréncia de
aerénquima adjunto ao meristema apical nas raizes pode refletir adaptacdo ao
ambiente aquético (BONA & MORRETES, 2003). No entanto, ainda ndo séo claros
os limites adaptativos com relacéo a formacédo do aerénquima (JUNG et al., 2008).

A formacdo do cortex radial, possivelmente, reflete na formacdo de
aerénquima do tipo lisigeno (JUSTIN & ARMSTRONG, 1987). Para Justin &

Armstrong (1987) no cortex radial existem células predispostas a formar as



48

cavidades do aerénquima. Ha possibilidade de que o cortex radial contenha células
especializadas em divisdo e ampliacdo, causando a separacdo celular dos raios
(EVANS, 2003), assim como ocorre em P. stratiotes, e em B. salzmaniie e B.
monnierioides (BONA & MORRETES, 2003).

O aerénguima esquizégeno é mais comum em Orgaos aéreos que recebem
luz frequentemente (JUNG et al., 2008). Raizes, que normalmente crescem em
ambientes com pouca ou nenhuma luz, geralmente possuem lacunas de origem
lisigena, sendo a origem esquizégena encontrada nesse 6rgdo com menor
frequéncia (SCULTHORPE, 1967). A presenca de cloroplastos € incomum em raizes
e em P. stratiotes essas organelas podem estar relacionadas ao processo de
formacéo do aerénquima como fontes diretas de energia (RAVEN et al., 2007).

A ontogénese da raiz de P. stratiotes evidenciou claramente que as lacunas
de ar sdo formadas exclusivamente por separacédo, divisdo e expansao das células,
sem indicios de morte celular. Com esses resultados, podemos discordar da
classificacdo de Seago et al. (2005), de lisigeno em pacotes, e identificar o padréo

de aerénquima da raiz de P. stratiotes como esquizégeno radiado.

6.2. IMUNOLOCALIZACAO DE POLIMEROS DA PAREDE CELULAR

As paredes celulares sdo compostas principalmente por celulose,
hemiceluloses e pectinas, substancias complexas e importantes na organizacao
estrutural e funcionalidade da parede (YAPO, 2011). Existe uma abundancia de
pectinas em paredes de células em crescimento, divisdo, na lamela média e nos

angulos celulares (MOHNEN, 2008).
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A marcacdo evidente de LM5 somente nos estadios mais desenvolvidos do
aerénquima confirma a ligacdo dos galactanos com a forca mecéanica da parede
celular, uma vez que as células ja haviam passado por todo processo de
crescimento e estiramento e as grandes lacunas de ar poderiam comprometer a
integridade do érgao. Willats et al. (1999) também ndo encontraram galactanos em
paredes celulares do apice de raizes e a presenca das cadeias de galactanos e
arabinanos podem estar relacionadas com o alongamento celular (MCCARTNEY et
al., 2000; MCCARTNEY & KNOX, 2002). E, além do alongamento, esses compostos
também colaboram para a elasticidade da parede da célula (MCCARTNEY et al.,
2003). No caso das raizes de P. stratiotes a elasticidade das paredes das células
corticais € fundamental, uma vez que as raizes sdo submersas e estao sujeitas ao
movimento da agua.

As hemiceluloses do tipo xiloglucanos séo conhecidos por anexar microfibrilas
de celulose através de ligacdes de pontes de hidrogénio podendo em conjunto com
a celulose ter participacdo na expanséao celular (MARCUS et al., 2008). Para Pauly
et al. (1999) os xiloglucanos sdo os maiores componentes hemicelulésicos de
dicotiledéneas e monocotiledéneas (exceto gramineas).

A deteccdo de epitopos de xiloglucano evidente nos vértices das células do
cOrtex externo e nas células do aerénquima de todos os estadios € um padrdo de
ocorréncia. Esse padrédo pode indicar um papel para o xiloglucano na formacao de
espacos de ar do aerénquima ou até mesmo evidenciar uma estabilizacdo celular
através de uma associagdo com pectinas (MARCUS et al., 2008).

A marcacdo decrescente, em relacdo ao desenvolvimento do Orgao, de

homogalacturonanos de alta metil-esterificacdo (LM20) e a crescente de
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homogalacturonanos de baixa metil-esterificacdo (LM19) ocorreu pois os polimeros
pécticos sdo sintetizados de forma altamente metil-esterificada no complexo de
Golgi (JARVIS, 1984; MICHELI, 2001) e sao desterificados durante o processo de
crescimento celular (FEMENIA et al., 1999), justificando a marcagdo mais evidente
de LM20 nos dois primeiros estadios, ja que as células ainda ndo haviam passado
pelo processo de crescimento, separacéo e estiramento.

A demetil-esterificacdo dos homogalacturonanos nas paredes celulares é
catalisada pela enzima pectina metil-esterase (PME), que reduz o pH enquanto
libera metanol e prétons formando grupos carboxila, a estrutura resultante é
conhecida como “egg-box” (WEN et al. 1999; MOHNEN, 2008; PELLOUX et al.,
2007), e pode formar géis e/ou se tornar alvo para enzimas que degradam pectinas
(por exemplo, as poligalacturonases) que podem afetar diretamente a estrutura e
rigidez da parede da célula (KNOX, 1997; ALEXANDRE et al., 1997; PELLOUX et
al., 2007), favorecendo a separacdo (KOUTOJANSKY, 1987) elou expansdo e
crescimento celular (NARI et al., 1986).

Essa demetil-esterificacdo € associada com o fim do crescimento celular, e o
homogalacturonano de baixa esterificacdo resultante cria pontes salinas que
contribuem para a adesdo das células (MORRIS et al., 2000; MOHNEN, 2008). No
final de desenvolvimento do aerénquima, as células apresentam-se de forma
bastante alongadas e bem aderidas formando os septos, corroborando assim a
deteccdo elevada da homogalacturonano de baixa esterificacdo através do anticorpo

LM19 nesse estadio.
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7. CONCLUSOES

O coértex da raiz é de origem mista, a regido externa oriunda da camada
externa ou basal do promeristema, e o coértex interno derivado da camada mais
interna do meristema fundamental (proendoderme).

O aerénquima da raiz de P. stratiotes € do tipo esquizdgeno radiado, sem
morte celular, originado da endoderme meristematica, e com lacunas formadas a
partir de divisbes, separacoes e expansdes celulares.

As células do cortex de P. stratiotes possuem elasticidade e sdo flexiveis,
tanto pelo fato dessas plantas viverem submersas em ambiente aquatico sujeitas a
movimento da agua como também pela necessidade de expansdo, divisdo e
separacao celular para a formacéo do aerénquima.

Se comparadas as células do cortex externo, € possivel perceber que as
células formadoras de aerénquima possuem algumas diferencas em galactanos e na
desterificacdo péctica da parede celular. Porém essas modificacbes s6 séo
perceptiveis no estadio em que aerénquima ja estava completamente desenvolvido,
ou seja, a parede celular ndo possui variacdo desses polimeros pécticos e
hemiceluldsicos durante o desenvolvimento do tecido, mas atende as modificacdes

morfoldgicas que estas células passam.
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