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RESUMO

Sagittaria montevidensis Cham. et Schlecht. (sagitaria) € uma macrofita aquatica emergente e perene,
considerada invasora de areas com cultivo de arroz pré-germinado. O método de controle quimico,
geralmente empregado, tem se mostrado pouco eficaz, pois a espécie desenvolveu bibtipos
resistentes a herbicidas. Conseqlientemente, é importante a procura de métodos alternativos para o
manejo de sagitaria. Os dois principais objetivos deste trabalho foram: avaliar a influéncia da
profundidade da agua (0-20cm) sobre a germinacéo e desenvolvimento de S.montevidensis, através
de analise morfo-anatdbmica; destacar algumas estratégias utilizadas nas fases vegetativa e
reprodutiva, que possibilitam seu sucesso em ambientes com disturbios freqiientes. Para a analise
quantitativa dos caracteres morfoldgicos, foram utilizados diasporos de sagitaria, existentes no banco
de sementes do solo coletado na EEA-IRGA, em Cachoeirinha-RS. Os tratamentos constaram de
quatro condigbes de inundagdo: solo saturado, 5, 10 e 20 cm de submersao em lamina d’agua. Aos 49
dias ap6s a instalagéo do experimento, foram avaliadas as seguintes variaveis: numero de plantas, de
folhas e de raizes; massa seca total; estatura da planta e comprimento das folhas linear, espatulada e
sagitada (lAmina foliar e peciolo) e do escapo floral. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia nao-paramétrica de Kruskall-Wallis e teste de comparagdes multiplas (qui-quadrado) com
nivel de significancia de 5% de probabilidade. Para a analise anatdmica, o material botanico foi fixado
em solugdo de glutaraldeido 1%:formaldeido 4%, desidratados em série etilica ascendente, com
passagem em cloroférmio, infiltrados em hidroxietiimetacrilato, secionados a 5um de espessura e
corados com Azul de Toluidina O (0,05%). Foram realizados testes histoquimicos para detecgéo de
amido, proteinas totais, polissacarideos insoluveis, acidos pécticos, lignina, lipidios totais e celulose e
reagbes de fluorescéncia para calose e celulose, utilizando-se material fresco ou fixado. As amostras
foram observadas ao microscopio Leica DM R, em campo claro, polarizagao, contraste interferencial e
fluorescéncia. Graos-de-pdlen de flores em antese foram submetidos a técnica de acetélise para
analise em microscopia eletronica de varredura (M.E.V.). As sementes germinaram na presenga de
ldmina d’agua, ndo sendo constatada germinagdo em solo saturado. Verificou-se uma relagao positiva
entre a estatura da planta e a profundidade da agua, obtida através do alongamento do peciolo e do
escapo floral. As folhas apresentaram desenvolvimento heteroblastico e anatomia foliar distinta, nos
respectivos estadios ontogenéticos. A diferenga observada nos mesofilos dos trés tipos foliares (linear,
espatulado e sagitado) pode estar relacionada a fase do ciclo de vida em que a planta se encontra. As
raizes adventicias possuem aerénquima diferenciado a partir das células derivadas da endoderme
meristematica (DEM), com desenvolvimento esquizo-lisigeno. Grande parte do cértex radical é
formada pelas DEM; o cortex externo tem origem no meristema fundamental e é constituido por uma
exoderme e uma hipoderme. A parede da antera é formada por uma epiderme papilosa, um endotécio
com espessamento celulésico e uma camada média efémera. O tapete é do tipo ameboidal e possui
células uninucleadas. A microsporogénese ¢é do tipo sucessiva, formando tétrades isobilaterais e, com
menor frequéncia, decussadas. Os graos de pdlen maduros sdo pantoporados e possuem uma exina
espinescente com presencga de “pollenkitt’. No estadio de dispersao, eles sao tricelulares. O rudimento

seminal tem placentagdo basal, € anatropo, bitegumentar e tenuinucelado. A célula-mae de



megasporo € subdérmica e, na primeira fase da meiose, produz uma diade. A célula de posigcao
micropilar degenera e a calazal entra na segunda fase meidtica, finalizando a esporogénese em uma
condicdo bispérica. O desenvolvimento do gametdfito € do tipo Allium. O gindfito maduro é,
geralmente, formado por seis células e sete nucleos. A fecundagdo é porogdmica e os embrides
(esporofitico e xenofitico) sdo formados por anfimixia. O endosperma é do tipo Helobial. A semente
madura € exalbuminada e o embrido, plantuléide multinodal. Em parte, a capacidade de adaptagao
observada em S.montevidensis esta relacionada a morfologia do embrido plasticidade fenotipica;
presenga de um sistema de aeragdo bem desenvolvido; acimulo de reserva energética em um curto
periodo de tempo, através do desenvolvimento de folhas com estrutura de mesofilo, a qual permite
alta eficiéncia fotossintética; fenologia da floragdo, propiciando a polinizagdo cruzada;
desenvolvimento e morfologia dos gametdéfitos que contribuem para a velocidade do processo de
reprodugao sexuada, através da dispersao de androfitos tricelulares e do desenvolvimento bispérico

do gindfito.



ABSTRACT

Sagittaria montevidensis Cham. et Schlecht. (giant arrowhead) is an emergent perennial aquatic
plant, which is considered weed of water-seeded rice fields. The method of chemical control generally
used has proved to be little efficient since the species has developed biotypes resistant to herbicides. It
is, therefore, important to look for alternative methods for wielding the arrowhead. The two main
objectives of this paper were: evaluate the water depth (0-20cm) influence on the germination and
development of S.montevidensis by means of morphoanatomy analysis; highlight some strategies used
in the reproductive and vegetative phases, which enable its success in environment with frequent
disturbance. For the quantitative analysis of the morphologic characters, giant arrowhead diaspores,
existent in the bank of seeds of the soil collected at the EEA-IRGA/Cachoeirinha-RS, were used. The
treatments consisted of four flood conditions: saturated soil, 5, 10 and 20 cm of submersion in sheet of
water. After 49 days from the beginning of the experiment, the following variables were measured:
number of plants, number of leaves and roots; total dry mass; plant’s height and length of the ribbon,
spatulate and sagittate (foliar blade and petiole) leaves and length of the inflorescence axis. The
obtained data were submitted to the analysis of nonparametric variance of Kruskall-Wallis and multiple
comparisons test (qui-square) at the 5% level of significance. For the anatomical analysis, the botanical
material was fixed in the glutaraldehyde 1% : formaldehyde 4% solution, dehydrated in ascending
ethanol series, put through chloroform, infiltrated in hydroxyethyl methacrylate, sectioned at 5um in
thickness and stained with Toluidine Blue O (0,05%). Histochemistry tests, using fresh or fixed
material, were done for detection of starch, total proteins, insoluble polysaccharides, pectic acids,
lignin, total lipids and cellulose and fluorescence reactions for callose and cellulose. The samples were
observed under Leica DM R microscope, by means of bright-field, polarising, differential interference
contrast and fluorescence microscopy. Pollen grains of flowers at anthesis were submitted to the
acetolysis technique for analysis at scanning electronic microscopy (S.E.M.). The seeds germinated in
the presence of water sheet and there was no germination in saturated soil. It was observed a positive
relation between the plant’s height and the water depth, which was obtained by means of lengthening
of the petiole and the inflorescence axis. The leaves showed heteroblastic development and distinct
foliar anatomy in the respective ontogenic stadiums. The difference observed in the mesophylls of the
three foliar types (ribbon leaf, spatulate leaf, sagittate leaf) may be related to the life cycle phase in
which the plant is. The adventitious roots have an aerenchyma originating from the meristematic
endodermis derived cells (MED), with schyzo-lysigenous development. Most part of the root cortex is
formed by the MED; the external cortex has its origin in the ground meristem and it is composed of an
exodermis and hypodermis. The anther wall is formed by a papillary epidermis, an endothecium with
cellulosic thickening and an ephemeral middle layer. The tapetum is ameboidal-type and has one
nucleated cells. The microsporogenesis is successive-type, forming isobilateral tetrads and, with less
frequency, decussate ones. The mature pollens are pantoporate and have a spinulose exine with the
presence of pollenkitt. In the dispersion stadium, they are three nucleated. The ovule has basal
placenta, is anatropous, bitegmic and tenuinucellar. The megaspore mother cell is subepidermal and,

in the first phase of the meiosis, produces a dyad. The micropylar cell degenerates and the chalaza



one enters the second meiotic phase, ending the sporogenesis in a bisporic condition. The
gametophyte development is Allium-type. The mature gynophyte is generally formed by six cells and
seven nuclei. The fertilization is porogamic and the embryos (sporophytic and xenophytic) are formed
by amphimixis. The endosperm is Helobial-type. The mature seed is exalbuminous and the embryo,
multinodal plantuloid-type. In part, the adaptation capability observed in S.montevidensis is related to
the embryo’s morphology; phenotypic plasticity; presence of a well-developed internal aeration system;
accumulation of energetic reserve in a short period of time by means of the development of leaves with
mesophyll structure, which allows high photosynthetic efficiency; flowering phenology, fostering the
cross pollination; development and morphology of gametophytes which contribute for the optimization
of the sexual reproduction process by means of the dispersion of three nucleated androphytes and the

bisporic development of the gynophyte.



l. INTRODUGAO

1.1.  Descricao, distribuicao e importancia econémica

Alismataceae Ventenat pertencente a subclasse Alismatidae de Liliopsida
(Cronquist, 1981), esta constituida por doze géneros com distribuigdo cosmopolita,
dos quais apenas dois ocorrem naturalmente no Brasil: Echinodorus e Sagittaria
(Matias, 2006).

Sagittaria esta representada por trés espécies no Rio Grande do Sul: S.
lancifolia L., S. rhombifolia Cham. e S. montevidensis Cham. et Schlecht. (Rego,
1988). Constitui-se de ervas aquaticas ou palustres, perenes ou anuais, rizomatosas,
estoloniferas ou com tubérculos e lactescentes. Folhas heteromoérficas, submersas,
flutuantes e emersas. Inflorescéncia emersa tipo racemo ou panicula. Verticilos com
trés bracteas externas conadas ou livres. Flores actinomorfas, pediceladas,
heteroclamideas, trimeras; calice com sépalas livres e persistentes e corola com
pétalas livres e deciduas. As flores estaminadas possuem androceu com muitos
estames com filetes cilindricos e anteras bitecas. As flores pistiladas apresentam
gineceu com muitos carpelos livres, ovario supero, unilocular, com rudimento seminal
unico e anatropo. Fruto tipo aquénio, com ou sem dutos resiniferos, falciforme e
comprimido lateralmente, dispersos por agua ou por adeséo a superficie de animais
(Rego, 1988; Lot e Novelo, 1994; Cook, 1996).

Sagittaria montevidensis, 2n=22, x=11 (Costa e Forni-Martins, 2003),
distingue-se das demais espécies do Rio Grande do Sul, por apresentar filotaxia
rosulada; unica com folhas emersas sagitadas; pedicelo das flores pistiladas
engrossados e recurvados, apdés a fecundacdo; aquénio com pericarpo
membranaceo, sem ornamentacdo e apice nao alargado. As folhas sao glabras,
quando submersas apresentam-se na forma linear ou filoidal e, quando emersas,
apresentam varias formas de limbo: oval, espatulado e sagitado. Inflorescéncia
classificada como racemo, ereta e emersa. Flores pistiladas localizadas nos verticilos
inferiores e as estaminadas, a partir do segundo ou quinto verticilo. Infrutescéncia
arredondada, receptaculo plano a céncavo. Plantas mondicas, diclinas. Sua floracao

e frutificagdo ocorrem de outubro a abril (Rego, 1988 — Fig.1).



O género é nativo das regides temperadas da América do Norte, estendendo-
se através dos tropicos americanos até a Patagbnia, apresentando uma distribuicao
sub cosmopolita (Haynes e Holm-Nielsen, 1994). Sagittaria montevidensis distribui-se
na Argentina, Bolivia, Guiana, Peru, Uruguai, Equador e Brasil (regides central e
sudeste) (Haynes e Holm-Nielsen, 1994). E introduzida na Africa, Asia, Australia e
Estados Unidos da América (Flérida). Habita riachos, lagoas e banhados e é

frequentemente encontrada em campos irrigados utilizados no cultivo de cereais.
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Figura 1 — Sagittaria montevidensis: A) habito e folhas emersas; B) folhas

submersas; C) inflorescéncia; D) aquénio (Adaptado de Rego, 1988).



Assim como os demais géneros de Alismataceae, Sagittaria é cultivada como
planta ornamental em aquarios, tanques e lagos; tendo sido citada para alimentagao
de animais e adubagao (Cook, 1996).

Os rizomas e tubérculos de algumas espécies sdo utilizados como alimento
humano (Hotchkiss, 1970), como é o caso de S. ftrifolia, cultivada no leste asiatico,
cujas variedades estdo sendo melhoradas geneticamente (Tanimoto, 1993).
Sagittaria cf. sagittifolia foi identificada, através do tecido parenquimatico de
tubérculos fossilizados, como alimento de populacbes de coletores-cacadores do
final do periodo Paleolitico e inicio do Mesolitico nas planicies do norte europeu
(Kubiakmartens, 1996) e Cook (1996) cita o consumo de tubérculos e folhas de S.
sagittifolia na alimentacdo humana atual.

No final do século XIX, propriedades medicinais ja eram referidas para S.
rhombifolia (Peckolt e Peckolt, 1888 apud Rego, 1988). Atualmente, diversos
compostos ja foram isolados e identificados para fins medicinais, como o diterpeno
sagitariol (Sharma et al., 1975 a, b; Juneja et al., 1986) e um inibidor de proteinase
(Chi et al., 1997), a partir de S. sagittifolia. Varios outros diterpenos bioativos, com
efeitos anti-histaminicos, foram extraidos de tubérculos de S. trifolia (Yoshikawa et
al., 1993). Trés diterpenos abietenos, isolados de peciolos de S. montevidensis ssp.
montevidensis, foram pela primeira vez relatados para o género e sua ocorréncia,
discutida quanto ao significado quimiotaxonémico (Oliveira e Tanaka, 2002; Radke et
al., 2004).

1.2. Estudos taxondmicos e filogenéticos

Os trabalhos realizados com o género compreendem também estudos sobre
taxonomia e filogenia, morfologia e anatomia de érgaos reprodutivos e vegetativos,
palinologia e estudos de carater ecologico.

Rego (1988) fez uma excelente revisao bibliografica sobre a familia, com
énfase nos aspectos taxondmicos. Descreveu a morfologia, distribuicdo e fenologia
das espécies de Sagittaria ocorrentes no Rio Grande do Sul. Varios autores
utilizaram paradmetros morfo-anatdmicos dos o6rgaos reprodutivos, bem como o
desenvolvimento vegetativo inicial, para estabelecer relagdes filogenéticas no grupo.

Kaul (1984) reportou que as folhas jovens e o modelo de desenvolvimento de

nove espécies de Sagittaria (submersas, anfibias e emersas) eram praticamente
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indistinguiveis. Concluiu que as espécies anuais e submersas eram interpretadas
como neotonias derivadas de plantas perenes e ancestrais terricolas.

O desenvolvimento das inflorescéncias e flores de algumas espécies de
Sagittaria, p.ex. S. cuneata, S. brevirostra e S. latifolia, foi estudado através de
analises morfo-anatdémicas (Charlton, 1973; Singh e Sattler, 1973, 1977; Kaul, 1979).
Furness e Rudall (1999) revisaram a microsporogénese em monocotiledéneas em
um contexto sistematico e constataram que o tipo predominante nas
monocotiledéneas € o sucessivo, embora o tipo simultaneo ocorra em Asparagales,
Dioscorales e Poales. Verificaram ainda que ha uma pequena relacdo entre o tipo de
microsporogénese e o tipo de abertura do pélen nas monocotiledéneas, exceto para
aberturas tricotomosulcadas e pantoporadas, onde ha uma relagdo direta com a
presencga de microsporogénese simultdnea e sucessiva, respectivamente.

A utilizagcdo da morfologia do gineceu em estudos filogenéticos tem sido
utilizada por diversos autores. Kaul (1976) estudou os carpelos na Ordem,
concluindo que o grupo apresenta desde caracteres de gineceus primitivos até
especializados. Igersheim e col. (2001) analisaram a estrutura do gineceu e do
rudimento seminal das monocotiledéneas basais (Acorales, Alismatales, Dioscorales
e Triuridaceae). Concluiram que em todos os taxa analisados os carpelos ou gineceu
encontram-se fusionados no momento da antese e que rudimentos seminais
ortétropos, provavelmente, sdo uma condi¢cao plesiomoérfica no grupo. Chen e col.
(2004) estudaram a evolugdo da apocarpia em Alismatidae usando evidéncias
filogenéticas através dos dados sequenciais do gene plastidial rbcL . Os resultados
obtidos indicaram uma origem polifilética da apocarpia na subclasse e que houve
uma progressao na evolugao dos carpelos de uma condicdo basalmente conada,
passando por sincarpia ou apocarpia, até a monocarpia. Ao investigarem trés
géneros de monocotileddneas de divergéncia basal e um lilidide, Remizowa e col.
(2006) confirmaram a presenca de uma fusao dos carpelos, pelo menos de forma
parcial, em todos os grupos examinados. Os autores (I.c.) afirmaram que é mais
parcimonioso considerar a sincarpia como uma condicdo primitiva para as
monocotiledéneas, porém um cenario alternativo sugere que a apocarpia é
plesiomérfica através das monocotiledéneas, envolvendo uma origem multipla da

sincarpia.



1.3.  Morfologia e anatomia

Trabalhos sobre germinacao e desenvolvimento foliar, plasticidade fenotipica,
filotaxia, fisiologia, desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de plantas sob
influéncia de disturbios abidticos (salinidade, anoxia por submersédo em diferentes
niveis de agua), foram realizados em algumas espécies do género, como S.
lancifolia, S. latifolia, S. brevirostra e S. calycina (Wooten, 1971; Wooten e Lamotte,
1978; Lieu, 1979 b; Kaul, 1987,1991; Pezeshki et al., 1987; Collon e Velasquez,
1989; Howard e Mendelssohn, 1995, 1999 a, b; Baldwin et al., 1996, Ishizawa et al.,
1999; Tamura et al., 2001; Richards e Ivey, 2004). Keeley (1998) constatou o
mecanismo acido das crassulaceas (CAM) como sistema fotossintético em sagitarias
submersas, considerando essa caracteristica como vantagem adaptativa, uma vez
que essas especies podem habitar ambientes que possuem o carbono como fator
limitante.

A anatomia e morfologia dos o6rgaos vegetativos e reprodutivos de
Alismataceae foram descritas por diversos autores que as utilizaram na abordagem
taxondbmica e filogenética (p.ex. Stant, 1964; Tomlinson, 1982; Cook, 1996).
Trabalhos enfatizando o desenvolvimento dos érgéaos vegetativos foram realizados
em algumas espécies, entre as quais Sagittaria guayanensis, S. guayanensis spp.
lappula e S. latifolia (Govindar, 1967; Paliwal e Lavania, 1978; Bloedel e Hirsch,
1979; Lieu, 1979 a), bem como a caracterizagdo do grao de amido de S. trifolia var.
sinensis (Chang, 1988). A morfologia, durante o ciclo de vida, de S. lancifolia foi
estudada por Lieu (1979 b) e, mais recentemente, trabalhos sobre a anatomia da raiz
foram realizados nessa espécie.

A origem e desenvolvimento do aerénquima cortical em S. lancifolia foram
estudados por Schussler e Longstreth (1996, 2000) e Longstreth e Borkhsenious
(2000). Esses autores observaram, primariamente, que o aerénquima na folha é
originado de forma esquizégena e na raiz, por lise celular. Ao investigar sobre a
possibilidade do mecanismo de formacéo lisigeno do aerénquima ser por morte
celular programada, através da analise ao microscopio eletrénico de transmisséo, os
autores verificaram que o principal mecanismo foi o de deformacao celular.

Erdtman (1952) descreveu a morfologia do pélen de Alismataceae e Argue
(1974) definiu trés tipos morfologicos, a partir da analise em microscopias optica e

eletrénica de varredura em vinte e oito espécies, distribuidas em onze géneros. O
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autor (l.c.) classificou os pdlens dos diferentes géneros como tipo Alisma, tipo
Caldesia e tipo Sagittaria, no intuito de contribuir para a revisdo taxonémica (tribos) e
interpretacdes filogenéticas na familia.

A biologia reprodutiva em Sagittaria tem sido pouco estudada. Esse género é
predominantemente mondico, com flores pistiladas, estaminadas ou perfeitas.
Porém, pode apresentar espécies com populagdes didicas ou ainda
andromondicas/androdidicas. Esse sistema de reprodugdo € pouco comum e tem
sido foco de interesse dos pesquisadores, que procuram a causa e o efeito dessa
caracteristica na evolugdo do género. Acredita-se que o0s individuos
microsporangiados exercam um papel de polinizagdo adicional e facilitador para
ocorréncia de polinizagdo cruzada. Exemplos de andromonoicia ocorrem em
Sagittaria guayanensis (Huang et al., 2000), Sagittaria trifolia (Huang et al., 1999) e
em S. lancifolia subsp. lancifolia, como espécie estruturalmente subandrodidica
(Muenchow, 1998).

Um maior numero de estudos foi realizado em S. /atifolia, pois essa espécie
apresenta monoicia e dioicia em suas variedades e populagcbes. Wooten (1971)
sugeriu que fosse incluida a condigdo didica na descricdo da espécie e que essa
caracteristica estaria associada a predominancia de reprodugao vegetativa, uma vez
que condigdes ambientais ndao afetaram a esporidade na populacdo estudada.
Entretanto, Sarkissian e col. (2001), analisando populagdes mondicas e didicas de S.
latifolia, verificaram que o fendtipo para individuos microsporangiados pode ser
determinado ambientalmente, enquanto o mesmo ndo ocorre para o fendtipo
megasporangiado.

Algumas hipdteses estabelecem que a aceleragdo do ganho das funcdes

androsporangiadas por aptidao conduz a evolug¢ao no sentido da dioicia.

1.4. Aspectos ecologicos

Estudos sobre ecologia do género demonstram que esse grupo desempenha
um papel importante nos ecossistemas aquaticos, além de prevenir a erosao das
bordas de riachos e lagoas.

A avaliacdo da densidade de organismos necténicos dominantes no Delta do
Rio Atchafalaya (Louisiana, EUA) mostrou que as areas com macrofitas submersas e

emersas, entre as quais espeécies de Sagittaria, sdo importantes habitates e
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criadouros para peixes e crustaceos (Castellanos e Rozas, 2001). Tubérculos de S.
latifolia e S. graminea, juntamente com ciperaceas sdo consumidos por Aythya
valisneria e A. affinis, constituindo 94% da dieta desses marrecos (Hohman et al.,
1990; Moore et al., 1998).

As raizes de macrofitas aquaticas tém importancia fundamental para o ciclo
biogeoquimico de diversos elementos e gases. Sabe-se que grande parte do gas

metano (CHg4), gerado em solos anaerdbicos e saturados de terras umidas, €

transportada pelo aerénquima e emitida através dos 6rgaos vegetativos de plantas
vasculares, como ja constatado para diversas espécies de macrdfitas, incluindo S.
lancifolia (Gerard e Chanton, 1993; Harden e Chanton, 1994; Bianchi et al., 1996;
Alford et al., 1997). Entretanto, através dessa mesma via de transporte, essas
plantas permitem a oxigenagao da rizosfera, na qual bactérias metanotroficas oxidam
o metano, atenuando a quantidade desse gas emitida para a atmosfera (Schipper e
Reddy, 1996). Calhoun e King (1998) identificaram sete grupos distintos de bactérias
metanotroficas, associadas as raizes de S. latifolia, pertencentes a quatro géneros

(Methylosinus, Methylocystis, Methylomonas e Methylococcus).

Bactérias metanotroficas também sdo capazes de oxidar a aménia (NH4%), o
que ja foi observado na rizosfera de plantas de arroz (Oryza sativa) (Bodelier e
Frenzel, 1999). Emerson e col. (1999) evidenciaram a associagdo de bactérias Fe-
oxidantes, com o precipitado de ferro na rizosfera de S. australis. Os autores (/.c.)
sugerem que esses microorganismos possuem um importante papel no ciclo
biogeoquimico de outros elementos, como fosforo (P), manganés (Mn) e outros
metais que precipitam conjuntamente com o Fe.

Um experimento conduzido com diversas macréfitas aquaticas emergentes,
entre as quais S. latifolia, avaliou o potencial das mesmas em remover fosforo a partir
de efluentes cloacais, observando que a grande maioria foi capaz de reter fésforo e
nitrogénio nos seus tecidos e aumentar a biomassa vegetal (Debusk et al., 1995).

Sagittaria lancifolia tem sido utilizada como uma das macroéfitas aquaticas
tolerante ao 6leo cru, a detergentes e a aplicagées de fogo, com recuperagdo da
biomassa vegetal devido a atividade dos érgéos vegetativos subterraneos (Pezeshki
et al., 1998; Lindau e Delaune, 2000).

As comunidades vegetais, que habitam ecossistemas com gradientes

irregulares de salinidade e profundidade da agua em fungdo de tempestades e
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mudangas hidroldgicas (p.ex., construgdo de canais e praticas de manejo),
apresentam especializagdes fisioldgicas, variagdes nas habilidades de competicao
interespecifica e formas de dispersao distintas. Diversos trabalhos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de avaliar os efeitos do gradiente de salinidade e
profundidade da agua (tempo de exposicdo ao disturbio, pulsos, concentragdes,
niveis de agua) sobre a distribuicdo e tolerancia de diversas macrofitas aquaticas,
entre as quais sao citadas Sagittaria lanciffolia e S. latifolia. Muitas espécies de
Sagittaria s&o tolerantes ao alagamento por longo periodo, devido a capacidade de
alocar energia para o desenvolvimento vegetativo, de forma a alcangar a superficie
da agua e suportar a germinagao em condi¢gdes de anoxia. Entretanto, sdo sensiveis
a elevadas concentragdes de sal, sendo esse efeito maximizado em maiores
profundidades (David, 1996; Delesalle e Blum, 1994; Baldwin e Mendelssohn, 1998;
Howard e Mendelssohn, 1999 a, b, 2000; Holm e Sasser, 2001).

1.5. Sagittaria e a orizicultura

Uma das principais caracteristicas das macrofitas aquaticas é a sua grande
amplitude ecoldgica, o que |hes permitem habitar ambientes alagados em diferentes
gradientes fisico-quimicos. Essa condigdo propicia o seu estabelecimento em areas
com solo artificialmente preparado e irrigado.

Muitas espécies de Alismataceae crescem em areas cultivadas com arroz em
todos os continentes produtores dessa cultura e possuem diferentes graus de
agressividade como invasoras. Por exemplo, S. guayanesis cresce no sudeste
asiatico, mas é problematica somente na Malasia. S. trifolia distribui-se no sudeste
asiatico, mas é considerada danosa nas Filipinas e Vietnd. S. pygmaea tem
distribuicdo restrita no sudeste da Asia, China, Japédo e Coréia e causa sérios
problemas em culturas de arroz (Cother e Gilbert, 1994).

Um dos métodos de controle biolégico de sagitarias, entre outras plantas
invasoras, é a utilizagdo de herbicida fungico. Ja foi demonstrado, em pequena
escala, que os fungos Rhynchosporium alismatis (sin. Plectosporium alismatis) e
Plectosporium tabacinium sao eficazes no controle de S. pygmaea, S. guayanensis e
S. trifolia. Entretanto, a utilizacdo a campo desses micoherbicidas é dificultada pelas
limitagBes bioldgicas, tecnoldgicas, ambientais e econémicas (Cother e Gilbert, 1994;

Chung et al, 1998). S. montevidensis se mostrou resistente ao Plectosporium
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alismatis (Pitt et al., 2004). Estudos referentes ao efeito alelopatico de exsudato da
raiz de arroz, na supressao do crescimento das raizes de Sagittaria montevidensis,
revelou a existéncia de quinze compostos potenciais (Seal et al., 2004 a, b). Destes,
cinco compostos fendlicos apresentam correlacdo com o efeito alelopatico
observado. Embora ocorram em quantidades inferiores a concentragdo necessaria
para a inibicdo do crescimento de sagitaria, pode haver uma relagao indireta desses
compostos com as substancias quimicas que realmente sdo responsaveis pelo efeito
inibitorio (Seal et al., 2004 c).

O Rio Grande do Sul é responsavel por grande parte da produgao total de
arroz no Brasil (Sanint, 1997), sendo a area semeada no Estado superior a 960 mil
hectares (IRGA, 1998). O sistema predominantemente utilizado no cultivo de arroz é
o de irrigacdo com inundagao controlada. Entretanto, a infestagdo das lavouras por
arroz vermelho (Oryza sativa) limita o potencial de produtividade do arroz (Souza e
Fischer, 1986). Além disso, aproximadamente um terco da area esta seriamente
comprometida, isso porque, sendo da mesma espécie botanica, os métodos de
controle do arroz vermelho afetam também o arroz de interesse comercial. Embora
esteja sendo feito o melhoramento através da selegcdo de mutantes resistentes aos
herbicidas, a elevada taxa de polinizagdo cruzada entre cultivares resistentes e a
populacdo de arroz vermelho (Langevin et al., 1990) podera levar ao escape de
genes de resisténcia para as populacbes de arroz vermelho, formando banco de
sementes resistentes no solo (Agostinetto et al., 2001).

A introducdo do método de sementes pré-germinadas, no inicio da década de
80, foi uma alternativa eficiente para o controle do arroz vermelho. Atualmente, 10%
da area de arroz no Estado (97.000 ha), sdo cultivadas por esse método, com
producdo média de 6 t.ha-! ano, e j4 é amplamente utilizado em Santa Catarina. A
vantagem desse sistema é o uso de plantulas de arroz na semeadura, cujo estadio
de desenvolvimento supera ao do arroz vermelho, presente no banco de sementes
do solo. Entretanto, outros grupos de infestantes passam a atuar nessas condigdes.

As macrdfitas aquaticas (p.ex., S. montevidensis, Heteranthera reniformis,
Cyperus difformis) tém limitado a produtividade e rentabilidade da cultura do arroz,
por competir, principalmente por luminosidade, uma vez que agua e nutrientes nao
sao os fatores limitantes (Merotto Junior et al., 2001). Um dos problemas atuais no
controle das plantas aquaticas € a tolerancia e capacidade de tornarem-se

resistentes aos métodos quimicos utilizados.
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Varios trabalhos tém testado diferentes tipos de herbicidas em campos
cultivados de arroz e infestados com S. montevidensis, observando que essa espécie
apresenta resisténcia a diversas substancias pertencentes aos grupos quimicos
inibidores da acetolactato sintase, os quais impedem a sintese dos aminoacidos de
cadeia ramificada: valina, leucina e isoleucina. Os experimentos demonstram a
ineficacia do controle de sagitaria por nove herbicidas e efeitos moderados de outros
sete herbicidas que atuam em outras rotas metabdlicas (Noldin et al., 2000; Noldin e
Eberhardt, 2000, 2001; Eberhardt e Noldin, 2000; Ramirez et al., 2001). Assim,
outros métodos de manejo sao necessarios e desejados para a integracdo de
técnicas que consigam resultados sobre a comunidade infestante, procurando
satisfazer o binbmio Ecologia-Economia (Pitelli, 1981).

Pelo exposto, verifica-se a grande importancia e urgéncia de estudos basicos
sobre a biologia de S. montevidensis, cujo conhecimento, até o presente, refere-se

apenas a sua taxonomia (incluindo cito e quimiotaxonomia).

[I. OBJETIVOS GERAIS

- Contribuir para o conhecimento da biologia da macroéfita aquatica Sagittaria

montevidensis Cham. et Schlecht.

- Fornecer subsidios que possam ser utilizados na busca de alternativas de

manejo de culturas irrigadas de cereais.

lll. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Examinar a germinabilidade e as respostas morfolégicas de individuos
crescendo sob condicdes ambientais controladas quanto a variagao da lamina
d’agua.

- Verificar a ocorréncia de alteragdes anatdémicas nos 6rgaos vegetativos das
plantas submetidas ao desenvolvimento em diferentes niveis de coluna
d’agua.

- Identificar as possiveis causas do sucesso da espécie em ambientes

aquaticos sujeitos a modificagbes constantes, através da avaliagdo morfo-

anatdmica de suas caracteristicas vegetativas e reprodutivas.
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IV. MATERIAL E METODOS

As coletas de Sagittaria montevidensis Cham. et Schlecht. — sagitaria — foram
realizadas na Estacdo Experimental do Arroz do Instituto Rio-Grandense do Arroz
(EAA-IRGA), Cachoeirinha — RS (30° S, 51° W) (Fig.2). O material testemunho
encontra-se no Herbario ICN, sob registro de numero 143016.

O trabalho experimental foi desenvolvido no periodo de fevereiro a marco de
2002, utilizando-se aquénios de sagitaria existentes no banco de sementes do solo
coletado na EAA-IRGA, em area sem cultivo e coberto com vegetagao espontanea.
O delineamento experimental foi completamente casualizado, com cinco repeti¢cdes
(Fig.3). Os tratamentos, dispostos em esquema fatorial, constaram de quatro
condi¢cbes de inundagao: solo saturado, 5, 10 e 20 cm de submersdo em lamina
d’agua (Fig.4). Cada unidade experimental foi composta por um vaso com
capacidade volumétrica de 4L (0,025m2), preenchido com solo classificado como
Planossolo Hidromoérfico Eutréfico Arénico. Os vasos foram sustentados por sapatas
em diferentes alturas, distribuidas em tanque de concreto contendo agua tratada,
proveniente do sistema de abastecimento publico. O volume de agua foi mantido
constante durante todo o periodo do experimento. O experimento foi conduzido a céu
aberto nas condi¢ées ambientais da Faculdade de Agronomia - UFRGS.

Aos 49 dias, ap6s a instalagcao do experimento, quando nao foram observadas
emergéncias de novas plantulas por periodo superior a sete dias, as seguintes
variaveis foram avaliadas: numero de plantas, de folhas e de raizes; massa seca
total; estatura da planta; comprimento do escapo floral, lamina foliar e peciolo dos
diferentes tipos morfolégicos de folhas. Para medigao dos parametros, as plantas
foram retiradas dos vasos e lavadas sob agua corrente. Apds a coleta dos dados, as
plantas foram levadas a estufa a 70°C, até massa constante, quando foi aferida em
balanca analitica.

Para a analise estatistica foi feita uma média entre os valores de cada planta e
em seguida entre os valores de cada vaso para todos os parametros avaliados,
devido ao grande numero de valores faltantes no banco de dados original.

Os dados foram submetidos a analise de variancia nao-paramétrica de Kruskall-
Walllis. Foi realizada estatistica descritiva para todas as variaveis, apresentando-se
as médias, erros padrbes das médias, desvios padrdes e teste de comparagdes

multiplas.
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Figura 2 — Plantas de Sagittaria montevidensis em area de cultivo de
arroz da Estacédo Experimental do Arroz do Instituto Rio-Grandense do
Arroz, Cachoeirinha — RS.
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Figura 3 — Esquema do delineamento experimental. T1 — solo saturado,
T2 — lamina d’agua 5cm, T3 — lamina d’agua 10cm, T4 — lamina d"agua
20cm, r,= numero da repetiggo.

Figura 4 — Detalhe dos potes (4L) em diferentes profundidades de laminas
d’agua, durante a montagem do experimento.
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Para a analise anatémica, foram utilizados 6érgaos vegetativos (raiz adventicia,
escapo floral, folha) e reprodutivos (flores estaminadas e pistiladas) de sagitaria, em
diferentes estadios de desenvolvimento.

Para a obtencdo de plantulas, aquénios foram germinados em caixa de
germinagao de isopor, com solo proveniente da Estagdo Experimental do Arroz do
IRGA, mantendo-se lamina de agua de 5cm acima do nivel do substrato e em

temperatura ambiente (Fig.5).
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Fig.5 — Caixa de germinagao para obtencgao de plantulas (escala=5cm).

O material coletado foi seccionado em pequenas porgdes e fixado em solugao de
glutaraldeido 1%:formaldeido 4% (McDowell e Trump, 1976), por um periodo minimo
de duas horas, sob pressao negativa. A solucao fixadora primaria foi tamponada em
solugao fosfato de sddio, 0,1M (Gabriel, 1982), pH 7,2. Previamente a desidratagao
do material, foram feitas trés lavagens do material (20 min/cada), no mesmo tampao
utilizado na etapa anterior. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série
etilica ascendente (Johansen, 1940), com passagem em solugdo etanol
absoluto:cloroféormio (3:1, 1:1 e 3:1), retornando ao final para etanol absoluto.

As amostras foram infiltradas em resina acrilica hidroxietiimetacrilato em duas
etapas. Na primeira, as amostras foram incluidas com uma solu¢céo 1:1 de etanol

absoluto e resina (“overnight”), e na segunda, com solugéo pura da resina (2 horas).
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A montagem do bloco se fez através da adicdo do catalisador de polimerizagéo a
resina, na qual o material foi devidamente orientado (Gerrits e Smid, 1983).

A obtencdo das secgdes do material incluido, com 5 um de espessuras, foi
realizada com a utilizagdo de navalha de aco tipo “D” em micrétomo de guias Leitz
modelo 1400 ou com navalha de vidro 6-8mm em micrétomo de rotagao Microm HM
340. As secgdes foram distendidas em agua e montadas em lamina de vidro para
microscopia, utilizando-se aquecimento em platina aquecedora.

As seccgbes foram coradas com Azul de Toluidina O, 0,05%, pH4,4 (Feder e
O’Brien, 1968) para observacdo em microscopia optica de campo claro.

Os testes histoquimicos utilizados foram: a) IKl, para identificacdo de amido
(Johansen, 1940); b) Coomassie Brillant Blue R-250, 025% em solucdo acética 7%,
para identificacdo de proteinas totais (Southworth, 1973); c) Acido periddico-Schiff
(PAS), para polissacarideos insoluveis (O’Brien e McCully, 1981); d) Vermelho de
Ruténio, para identificagdo de acidos pécticos (Jensen, 1962) e RNA citoplasmatico
(O’Brien e McCully, 1981); e) Floroglucinol em HCI (Johansen, 1940), para deteccéo
de lignina; f) Sudan lll, para identificagao de lipidios totais (O’Brien e McCully, 1981);
g) Cloreto de Zinco iodado, para detecgao de celulose (Jensen, 1962).

Para os testes com Floroglucinol-HCI e Sudan 1ll, o material fixado foi lavado em
tampé&o e esmagado entre ldmina e laminula com o préprio reagente ou corante.

Os testes histoquimicos foram realizados em material fresco e secionados a mao
livre; ou em material previamente fixado, lavado em tampao fosfato e também
trabalhado a mo livre; ou, ainda, em material oriundo de inclusbes em resina.

Para analise do padrao estomatico utilizou-se o destacamento de epiderme de
folnas frescas e a coloragdo com Azul de Toluidina O, 0,05%, pH4,4 (Feder e
O’Brien, 1968).

Para reacdes de fluorescéncia, foram utilizados: a) Azul de Anilina, para calose
(Martin, 1959); b) Calcofluor White, 0,01% em solugé&o aquosa, para celulose (Pacini
et al., 1999); c) Autofluorescéncia da esporopolenina. As observagdes foram feitas
com filtro UV 340-380nm.

Graos-de-polen de flores em antese foram submetidos a técnica de acetdlise
(Erdtman, 1960) e montados em gelatina glicerinada, para analise em microscopia de
fluorescéncia ou em suportes de aluminio (“stubs”) recoberto com ouro, em
metalizador tipo “sputtering” Balzers SCD 050, para analise em microscopia

eletronica de varredura (M.E.V.).
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As amostras foram observadas ao microscopio Leica DM R, em campo claro,
polarizagéo, contraste interferencial e fluorescéncia. Os registros de imagens foram
feitos através de camara digital Nikon Coolpix 990 e/ou maquina fotografica Leica
DMLD. As representagcbes do material seccionado foram realizadas através de
camara clara em microscopio Leitz, Dialux 20 EB. As escalas micrométricas foram
projetadas nas mesmas condi¢oes oOpticas.

O material preparado para M.E.V. foi analisado em microscépio Jeol JSM
5800, sob 20kV, do Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS (CME/UFRGS) e
registrado sob forma digital.

O registro do material, em seu habitat natural, foi obtido através de camara
digital SONY DSC-F707.

Todo material produzido foi incorporado ao banco de dados e armazenado no

Laboratorio de Anatomia Vegetal.

V. RESULTADOS

5.1. Analise quantitativa

A analise quantitativa dos caracteres morfolégicos demonstrou que a presenca
de lamina d’agua favoreceu a germinacdo das sementes de sagitaria (Fig.6a).
Verificou-se que o aumento da profundidade de submersao reduz proporcionalmente
0 numero de sementes germinadas (Tabela 1).

A profundidade de submersao néao influenciou o niumero de raizes adventicias,
de folhas e produgdo de massa seca. No entanto, verificou-se aumento na estatura

da planta, a medida que a profundidade de submersao aumentou (Tabela 1, Fig.6b).

Tabela 1 - Variaveis avaliadas em plantas de Sagittaria montevidensis aos 49 dias apés
realizacdo dos tratamentos, UFRGS/Porto Alegre-RS, 2002.

Plantas Massa seca Estatura Folhas Raizes

Tratamentos (n° m-2) (g m2) (cmplanta-!)  (n°planta!)  (n° plantaT)
Solo saturado 0,0 b* 0,0 b* 0,0c* 0,0 b* 0,0 b*
5cm’ 94,5 a 21,8 a 209b 3,3 a 45,8 a
10 cm 86,6 a 23,0a 28,9 ab 39a 50,1 a
20 cm 78,7 a 21,6 a 36,5 a 4.2 a 60,5 a

" Altura da lamina d"agua; *Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste de Kruskall-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade (vide Apéndice).
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Figura 6 - Plantas de Sagittaria montevidensis germinadas nos tratamentos
de 5cm, 10cm, 20cm de submersao e solo saturado, apds 49 dias do inicio
do experimento. a) Unidade experimental dos quatro tratamentos (vaso com
capacidade volumétrica de 4L, escala = 10cm); b) Plantas coletadas em
diferentes condigbes de inundagdo, mostrando a estatura diferenciada

(escala = 5¢cm).
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Tabela 2 - Variaveis avaliadas em plantas de Sagittaria montevidensis aos 49 dias apés
realizacdo dos tratamentos, UFRGS/Porto Alegre-RS, 2002.

Limbo da Limbo da Peciolo da Peciolo da

Folha linear folha folha folha folha Escapo
Tratamentos (cm folha'1) espatulada  sagitada espatulada sagitada floral
(cmfolha™) (cmfolha’) (cm planta’) (cm planta”) (cm planta™)
Solo saturado 0,0 b* 0,0 b* 0,0 b* 0,0c* 0,0d* 0,0 b*
5cm’ 7,0 a 3,8a 5,0a 16,4 b 15,2 ¢ 13,2 a
10 cm 3,2 a 5,8a 6,0 a 23,2 a 21,2b 15,6 a
20 cm 12,3 a 40a 7,1a 27,7 a 31,2a 20,8 a

*

' Altura da lamina d'agua; Médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem
significativamente entre si, pelo teste de Kruskall-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade (vide
Apéndice).

O tamanho das folhas lineares para a profundidade de 5 cm de imersao foi
intermediario, nao diferindo estatisticamente dos demais tratamentos em que houve
germinacao das sementes. Por outro lado, o comprimento das folhas espatulada e
sagitada aumentou com o incremento da profundidade de submersao (Tabela 2). A
diferenca de tamanho ocorreu devido ao crescimento do peciolo, uma vez que o
comprimento da lamina foliar ndo diferiu entre os tratamentos. De modo geral, na
menor profundidade, as plantas apresentaram estatura inferior e peciolos mais curtos
que aquelas desenvolvidas em profundidades maiores (Tabelas 1 e 2).

Embora ndo tenha havido diferenga significativa no comprimento do escapo
floral entre os tratamentos, observa-se que a média é sempre maior quanto maior a

profundidade de submerséao, dentro de cada tratamento (Tabela 2).

5.2. Analise qualitativa

5.2.1. Fase Vegetativa

A semente de sagitaria é classificada como plantuldide multinodal, com
reservas estocadas no préprio embrido. O embrido maduro caracteriza-se por
apresentar um eixo hipocoétilo-radicula e um eixo com o apice caulinar e,
lateralmente, um cotilédone (Fig.7a).

O apice caulinar é constituido pelo meristema apical e primérdios foliares
(Fig.7b). O meristema caulinar esta estruturado em trés camadas: a camada dérmica
com divisbes anticlinais, a camada subdérmica, bastante ativa, apresentando

divisdes anticlinais e a camada central, com divisdes em diferentes planos (Fig.7c).
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Figura 7 - Embrido maduro de S. montevidensis. a) Desenho esquematico do
embrido maduro em secgao longitudinal mediana. Linha tracejada indica a regido da
secao transversal do item (d); b) Secao longitudinal do apice caulinar do embrido; c)
Detalhe do meristema caulinar, indicando-se as trés camadas meristematicas
dérmica, subdérmica e central; d) Secao transversal do embrido na regido do apice
caulinar; e) Secgao longitudinal do apice radicular; f) Seg¢do transversal do eixo
hipocotilo-radicula préximo ao apice radicular; g) Secdo transversal do eixo
hipocotilo-radicula, mostrando a atividade da endoderme meristematica (seta); h)
Detalhe dos amiloplastos na protoderme e meristema fundamental do embrido, em
M.O. de Campo Claro e de Polarizacdo. aml — amiloplastos, bcot — bainha
cotiledonar, cc — camada central, cd — camada dérmica, cot — cotilédone, csd —
camada subdérmica, em — endoderme meristematica, im — iniciais meristematicas,
mca — meristema caulinar, met — célula do metaxilema imaturo, mf — meristema
fundamental, pc/ — periciclo, pf — primérdio foliar, mpv — meristema provascular, prd —
protoderme.
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Figura 8 — Plantulas de S. montevidensis. a) Aquénio submetido a germinagao,
com protrusdo da radicula com colar; b) Planta jovem com folhas lineares, raiz
primaria longa e primeira raiz adventicia emitida no n6é cotiledonar; c) Planta
jovem, portando varias raizes adventicias; d) Meristema radicular, apresentando
inicio de diferenciacdo do colar (seta), a partir das derivadas da protoderme;
e) Estadio posterior da diferenciacéo do colar (seta); f) Segéo longitudinal do apice
caulinar e né cotiledonar de planta jovem; g) Detalhe do meristema caulinar.
col — colar, cot — cotilédone, lin —folha linear, mca — meristema caulinar, ncot —
né-cotiledonar, pf — primoérdio foliar, rad — raiz adventicia, rpr — raiz primaria.
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O primeiro primordio foliar se desenvolve no lado oposto ao do cotilédone,
sendo protegido, juntamente com o meristema apical, por uma bainha cotiledonar. O
cotilédone é cilindrico, alongado e curvado, estando sua maior porgao paralela ao
hipocotilo. Possui protoderme unisseriada, uma a duas camadas de células do
meristema fundamental e um meristema provascular no seu eixo central (Fig.7d).

A porcao basal do eixo hipocdtilo-radicula é formada por uma protoderme
unisseriada, com paredes anticlinais maiores que as periclinais e de formato
pentagonal, em corte transversal. O meristema fundamental esta representado por
quatro camadas de células, sendo a mais interna a endoderme meristematica. A
atividade meristematica da endoderme pode ser detectada ja na fase embrionaria, na
por¢cao onde se observa o inicio da diferenciagdo do cilindro vascular (Fig.7f,g). O
meristema radicular esta constituido por um conjunto de iniciais formadoras de
derivadas que se estabelecem como protoderme, meristema fundamental e
meristema provascular (Fig. 7€), além de derivadas que formarao a coifa (Fig. 8d). O
conteudo de reserva do embridao € o amido, distribuido nas células epidérmicas e do
cortex (Fig.7h).

Em condicbes ambientais favoraveis, ocorre a germinagdo da semente
(Fig.8a), iniciada pelo alongamento do cotilédone, o qual empurra o apice da raiz
para fora da semente. Durante a protrusao do apice radicular, ocorre a diferenciagao
de um colar com rizéides (Fig.8a). O colar é diferenciado a partir das células
epidérmicas da porgdo basal do hipocdtilo (Fig.8d,e), sendo o responsavel pela
fixacdo da plantula no substrato.

Os primordios foliares desenvolvem-se como folhas lineares, dispostas em
roseta, as quais protegem o meristema caulinar, localizado no centro da roseta
(Fig.8b,f,g).

As raizes adventicias sao diferenciadas inicialmente a partir do né-cotiledonar
e possuem grande importancia para o rapido estabelecimento da planta no ambiente
(Fig.8f,c). Posteriormente, originam-se do rizoma (Fig.9a).

A organizacao apical das raizes adventicias é semelhante a da raiz primaria
(Fig.9b,c). No meristema fundamental, préximo ao apice, pode ser observado um

conjunto de células, adjacentes ao meristema provascular, maiores que as demais
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Figura 9 - Raiz adventicia de S. montevidensis. a) Segédo transversal do
rizoma com emissao de raiz adventicia; b) Detalhe do meristema radical,
rompendo o cortex do rizoma; c) Segcado longitudinal do meristema radical;
d) Secao transversal da por¢ao apical da raiz; e) Secado transversal da raiz
mostrando padrdo de divisdo das derivadas da endoderme meristematica
em “Y” e duto secretor (seta) no cértex externo. cal — caliptrégeno, cext —
cortex externo, cfa— coifa, dem — derivadas da endoderme meristematica,
em — endoderme meristematica, ep — epiderme, met — célula do metaxilema,
mf — meristema fundamental, mv — meristema provascular, pcl— periciclo,
prd — protoderme, prm — promeristema, rad — raiz adventicia.
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Figura 10 - Raiz adventicia de S. montevidensis. a) Seg¢ao transversal da raiz,
mostrando o inicio da formacdo das lacunas aeriferas, pelo desenvolvimento dos
espacos intercelulares de origem esquizogena (seta); b) Evolugédo da formagao das
lacunas, detalhe das células braciformes do cortex interno e inicio do colapso das
células (seta); c) Epiderme e coértex de raiz adventicia madura; d) Endoderme e
cilindro vascular de raiz adventicia madura; e) Desenho esquematico das figuras
itens (c) e (d); f) Formacgao de raiz lateral, a partir da diferenciagao do periciclo. bra
— célula braciforme, ccol — célula colapsada, cext— cortex externo, cint— cortex
interno, end — endoderme, ep — epiderme, flo — floema, /ac — lacuna aerifera, met —
célula do metaxilema, pcl — periciclo, xil — xilema.

28



células que constituem esse meristema. Essas células sao as iniciais da endoderme
(proendoderme ou endoderme meristematica) (Fig.9d,e).

A diferenciacao da protoderme em epiderme pode ser observada pela gradual
vacuolagdo das suas células e seu formato passa de estreito e retangular a
pentagonal, com paredes anticlinais maiores que as periclinais.

O cortex é formado a partir do meristema fundamental, sendo diferenciado em
um cortex externo e um cortex interno. O cortex externo € proveniente da camada
mais externa do meristema fundamental, a qual sofre uma divisdo periclinal,
formando duas camadas. Essas sédo formadas por células justapostas, com formato
similar ao descrito para a epiderme. A camada adjacente a epiderme apresenta
depdsito de suberina (resultados ndo apresentados). Na camada mais interna, pode
ocorrer a diferenciagédo de estruturas secretoras (Fig.9e).

O cortex interno é formado pelas derivadas da endoderme meristematica,
através de um grande numero de divisdes periclinais € um menor numero de divisdes
anticlinais. Esse padrao de divisdo estabelece uma organizacdo celular radial e,
externamente, em forma de “Y” (Fig.9d,e). Esse arranjo caracterizara as ramificagoes
das lacunas na raiz adulta (Fig.10e). A diferenciagdo do cortex interno é percebida
por um gradiente citoplasmatico caracterizado pelo aumento dos vacuolos das
células derivadas da endoderme meristematica, a medida que se afastam da camada
mais interna do cortex (Fig.9d).

Durante o desenvolvimento da raiz, observa-se a formagcado de espacos
intercelulares de origem esquizégena no coértex interno (Fig.10a). Esses espacos
tornam-se cada vez maiores, através da organizagdo de um aerénquima formado por
células braciformes em camadas unisseriadas (Fig.10b), até o colapso dessas
células formando grandes lacunas aeriferas (Fig.10c). Na porgdo adjacente ao
cilindro central, permanecem a endoderme com estrias de Caspary (resultados n&o-
apresentados) e duas camadas de células parenquimaticas derivadas da endoderme,
constituindo a por¢ao mais interna do cortex (Fig.10c).

O cilindro central possui periciclo unisseriado, elementos vasculares com
distribuicdo poliarca e regidao central ocupada por um metaxilema em diferenciagao

(Fig.10d). A partir do periciclo, originam-se as raizes laterais (Fig.10f).

A campo, observou-se que em condicdes desfavoraveis para o crescimento

das plantas jovens, essas permanecem com morfologia juvenil, emitindo folhas
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Figura 11 — Plantas de Sagittaria montevidensis. a) Desenvolvimento simpodial
do estoldo. b) Porgao terminal do estoldo, apresentando diferenciacdo de raizes
adventicia; e folhas lineares nos nos; c) planta com diferentes tipos foliares
(série heteroblastica). esp — folha espatulada, lin — folha linear, sag — folha
sagitada, radv — raiz adventicia .
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lineares e reproduzindo-se vegetativamente, através da diferenciacdo de gemas
axilares em estolées simpodiais (Fig.11a). A cada nd, novas folhas lineares e raizes
adventicias sao diferenciadas (Fig.11b). A partir da ruptura do estoldo, na regidao do
entreno, os individuos s&o isolados, permitindo a propagacao clonal.

Por outro lado, se as condi¢gdes do ambiente favorecem o crescimento das
plantas jovens e dos propagulos, ocorre o desenvolvimento de um rizoma curto, rico
em amido. Raizes adventicias se originam a partir do caule e diferentes tipos
morfologicos de folhas se desenvolvem. A emissdo dos tipos foliares parece
obedecer a uma ordem sequencial. Primeiro ha o crescimento das folhas lineares
que, em geral, ficam submersas, em seguida, duas a trés folhas com peciolo e limbo
espatulado sdo emitidas e, por fim, ocorre a expansdao de folhas pecioladas e

sagitadas, caracteristica da espécie (Fig.11c).

As folhas, coletadas nas diferentes condicbes de inundagdo, néo
demonstraram diferengas histolégicas entre os tratamentos utilizados (5, 10 e 20 cm
de submersao).

Os trés tipos morfolégicos de folhas possuem epiderme uniestratificada,
clorofilada, com presencga de cuticula delgada em ambas as faces adaxial e abaxial
(Fig.15b,d). As células tém paredes periclinais ligeiramente maiores que as
anticlinais, porém tendem a ser isodiamétricas na regiao da nervura central e, na face
abaxial, com dimensdes menores (Fig.12,13,14). Também as células do bordo foliar
sdo menores que as demais, tanto na folha sagitada como na linear, nessa ultima, a
parede periclinal externa é levemente espessada (Fig.12d). Na folha espatulada,
observa-se uma camada cuticular mais espessa nas células do bordo foliar, quando
comparada a das células da face abaxial ou adaxial (Fig.15c,d).

Os estdbmatos sao do tipo paracitico (Fig.15a) e seu padrao de distribuicdo &
anfiestomatico, estando o complexo estomatico no mesmo nivel das células
ordinarias. A maior incidéncia de estdmatos é na face adaxial. As folhas linear e
sagitada possuem menor quantidade de estdbmatos na sua superficie, quando
comparadas com o tipo espatulado.

O mesofilo, na porcdo mediana da folha, difere muito entre os trés tipos
foliares. Na face adaxial da folha linear, ele é formado por uma camada continua de
parénquima clorofilado, interrompida apenas na regido da camara subestomatica. Os

plastidios se posicionam, preferencialmente, junto as paredes periclinal interna e
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Figura 12 — Folha linear de S. montevidensis. a) Desenho esquematico da secgao
transversal no terco médio da folha, com a demarcagao das regides correspondentes
as segdes (b), (c), (d); b) Porcédo da nervura central; c) Por¢ao do brago, com detalhe
de um feixe vascular invertido; d) Por¢do do bordo foliar, seta indicando
espessamento de parede das células epidérmicas no bordo. aba — face abaxial, ada
— face adaxial, est — estdbmato, flo — floema, fv — feixe vascular, lac — lacuna aerifera,
xil — xilema.
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Figura 13 — Folha espatulada de S. montevidensis. a) Desenho esquematico da
secao transversal no terco médio da folha, com a demarcagdo das regides
correspondentes as segdes (b), (c), (d); b) Porcdo da nervura central; c) Porgdo do
braco; d) Por¢cao do bordo foliar. aba — face abaxial, ada — face adaxial, ds — duto
secretor, est — estbmato, fv — feixe vascular, lac — lacuna aerifera, pesp — parénquima
esponjoso, ppal — parénquima paligadico.
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Figura 14 — Folha sagitada de S. montevidensis. a) Desenho esquematico da sec¢ao
transversal no tergo médio da folha, com a demarcagao das regides correspondentes
as segdes (b), (c); b) Porgao da nervura central; c) Porgao do bordo foliar. aba — face
abaxial, ada — face adaxial, aer — aerénquima, ds — duto secretor, fv — feixe vascular,

lac — lacuna aerifera.
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Figura 15 — Folha de S. montevidensis. a) Epiderme destacada, montada em Azul de
Toluidina, apresentando padrao paracitico de estémato; b-g) Material fresco de folha,
em secgao transversal - b) Cuticula (seta) na epiderme abaxial de folha sagitada —
teste com Sudan lll; ¢) Camada cuticular (seta) mais espessa na epiderme do bordo
foliar de folha espatulada — teste com Sudan lll; d) Cuticula (seta) na epiderme
adaxial de folha espatulada — teste com Sudan lll; e) Feixe central de folha sagitada,
mostrando presencga de lignina nos elementos traqueais do xilema (seta) — teste com
Floruglucinol em HCI; f) Feixe central, na nervura mediana de folha sagitada, com
deteccdo de celulose nas paredes do esclerénquima (seta aberta) e elementos
traqueais (seta fechada) — teste com Cloreto de Zinco lodado ; g) Feixe abaxial , na
nervura mediana de folha sagitada, com detecgdo de celulose nas paredes do
esclerénquima (seta aberta) e elementos traqueais (seta fechada) — teste com
Cloreto de Zinco lodado; h-j) Material incluido de folha, em secg¢ao transversal - h)
Teste com Lugol, para detecgao de amido (seta); i) Detalhe de amiloplastos (seta) na
célula da bainha parenquimatica; j) M.O. de Polarizagéo, evidenciando rafides em
idioblasto (seta) no mesofilo de folha linear.
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anticlinais. Na face abaxial, as células parenquimaticas sdo menores, de tamanhos
variados, com poucos plastidios e se organizam em uma camada descontinua. As
lacunas formadas entre as duas camadas sao delimitadas pelas bainhas
parenquimaticas dos feixes vasculares ou por células braciformes (Fig.12).

A folha espatulada apresenta um mesofilo clorofilado, heterogéneo e mais
denso que o0s outros dois tipos foliares. Possui uma camada de células
parenquimaticas em palicada na face adaxial, as quais ocupam aproximadamente
um terco da area. Na face abaxial estao distribuidas células de formato variado com
grandes espacos intercelulares (Fig.13).

O mesofilo da folha sagitada € homogéneo, formado por aerénquima com
células parenquimaticas que delimitam as lacunas (Fig.14) e células braciformes,
constituindo os diafragmas, os quais interceptam os espagos aeriferos (resultado
nao-apresentado).

Dutos secretores estao distribuidos no mesofilo das folhas espatuladas e
sagitadas (Fig.13,14).

Observou-se a presengca de poucos amiloplastos nas folhas espatulada e
sagitada, ocorrendo na bainha parenquimatica ou nas células proximas aos feixes
(Fig.15h,i). Na folha linear, o teste para detecgdo de amido foi negativo, porém,
observou-se idioblastos contendo rafides (Fig.15j).

Os feixes vasculares sao colaterais e possuem diferentes tamanhos, dos quais
0os maiores apresentam, junto ao floema e xilema, fibras periciclicas com
espessamento de celulose (Fig.15f). O feixe vascular central é de maior porte. Na
regiao mediana das folhas espatulada e sagitada, existe um feixe vascular de menor
calibre de posicado mais abaxial (Fig.13a,b; 14a,b), o qual apresenta calota de fibras
periciclicas junto ao floema (Fig.15g). Os elementos traqueais possuem
espessamento de parede com presenca de lignina (Fig.15e,f,g).

No bordo da lamina foliar das folhas espatulada e sagitada, o feixe vascular
estd associado ao duto secretor (Fig.13a,d; 14a,c) e fibras periciclicas estao
presentes como calotas junto ao floema.

A folha linear apresenta alguns feixes invertidos, isto €, xilema voltado para a

face abaxial e o floema, para a face adaxial (Fig.12a,c).

As estruturas anatébmicas do peciolo e escapo floral, em se¢ado transversal,

sdo similares. A epiderme € unisseriada, clorofilada e com presenca de estdmatos.
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Figura 16 — Peciolo e escapo floral de S. montevidensis. a) Desenho esquematico da
secgao transversal, no terco mediano do peciolo de folha sagitada; b) Detalhe dos
tecidos, mostrando a presenca de duto secretor e feixes vasculares no aerénquima,
clorénquima e estdbmatos no sistema de revestimento; c) Deteccdo de amido no
parénquima junto ao feixe vascular, através de M.O. Polarizagdo; d) Desenho
esquematico da secgao transversal, no terco mediano do escapo floral; €) Detalhe
dos tecidos, mostrando a presengca de duto secretor e feixes vasculares no
clorénquima e estdmatos no sistema de revestimento; f) Detalhe de amiloplastos no
parénquima junto ao feixe vascular. am/ — amiloplastos, ds — duto secretor, est —
estdbmato, fv — feixe vascular, lac — lacuna aerifera.



37



Abaixo da epiderme ocorrem duas a trés camadas de parénquima clorofilado com
pequenos espacos intercelulares, nas quais estao distribuidos feixes vasculares de
tamanhos variaveis e dutos secretores. O restante do 6rgdo é formado por
aerénquima com grandes lacunas, delimitadas por células parenquimaticas em cujas
confluéncias podem ocorrer estruturas secretoras (Fig.16b,e). As lacunas sao
interceptadas por diafragmas compostos por uma camada de células clorofiladas e
com pequenos espagos intercelulares nos seus vértices (ndo-demonstrado).

A diferenga entre o peciolo e o escapo floral estd no numero de feixes
vasculares colaterais distribuidos no aerénquima. O peciolo possui um feixe vascular
central maior e trés outros menores, formando uma distribuigdo triangular em torno
do central (Fig.16a). No aerénquima do escapo floral, existem duas camadas
concéntricas de feixes vasculares, a mais interna apresenta feixes maiores e a mais
externa, proxima ao parénquima clorofilado, com feixes de menor -calibre,
constituindo os tragos vasculares florais (Fig.16d).

Observou-se a presenca de amiloplastos nas células proximas aos feixes, em

ambas as estruturas caulinares (Fig.16c,f).

O desenvolvimento das estruturas reprodutivas inicia-se logo apds ou
concomitantemente com a emissao das primeiras folhas sagitadas. Inflorescéncias
coletadas antes do alongamento do escapo floral possuem botdes florais, em cujos
verticilos basais inicia-se a diferenciagao dos carpelos, enquanto os demais verticilos
apresentam uma diferenciagdo acropeta dos estames e esporangios. Assim, 0s
botdes florais proximos da base estdo em fase de gametdfitos uninucleados e, a
medida que se aproxima do apice, observam-se botdes florais com estames em
estadios anteriores da microsporogénese chegando ao apice com botdes
apresentando meristemas reprodutivos.

As inflorescéncias sao racemosas (Fig.17a), em cujos verticilos diferenciam-se
trés flores pedunculadas (em geral o verticilo basal apresenta duas flores), com trés
sépalas esverdeadas e trés pétalas brancas, podendo ou ndo apresentar coloragao
vinacea na porgao basal do lado ventral. As flores basais s&o megasporangiadas,
com numerosos carpelos desenvolvidos em um receptaculo (Fig.17b), podendo
haver presenca de filetes vestigiais (Fig.18c). As flores intermediarias na
inflorescéncia apresentam numerosos estames e carpelos rudimentares, sendo que

estes Ultimos sdo em pequeno numero e estdo posicionados no centro do
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Figura 17 — Sagittaria montevidensis. a) Inflorescéncia (racemo); b) Flor
pistilada (megasporangiada); c) Inflorescéncia atipica, apresentando varias
flores pistiladas; d) Flor estaminada (microsporangiada) com carpelos
rudimentares no centro do receptaculo (seta); e) Flor estaminada
(microsporangiada), a seta indica atividade do nectario floral; f) Exemplo de
antese sequencial em uma inflorescéncia.
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Figura 18 — Flores de Sagittaria montevidensis. a-b) Flor estaminada, visitada
por polinizadores; c) Flor pistilada com filetes vestigiais (seta) 3,5 horas apés
ser polinizada manualmente, observa-se a oxidagdo estigmatica; d) Flor
pistilada 2 horas apds ser polinizada manualmente, observa-se a oxidagao
estigmatica; e) Flor pistilada antes de ser polinizada manualmente e, no
detalhe, dez horas depois. Observa-se o processo de retragdo e senescéncia
das pétalas; f) Flores pistiladas apos polinizagcao e fertilizagao, apresentando
retragdo das pétalas e cobertura do agrupamento de aquénios pelas sépalas.
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Figura 19 — Inflorescéncias de Sagittaria montevidensis. a) Curvatura do escapo
floral; b) Escapo floral curvado, com aproximagédo do agrupamento de aquénios ao
solo e exposigcdao das flores estaminadas; c) Detalhe de um agrupamento de
aquénios maduro e dispersdo dos aquénios; d) Dispersdao dos aquénios maduros
(detalhe) em inflorescéncia em processo de senescéncia.
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receptaculo (Fig.17d). Observou-se que esses carpelos rudimentares ndo avangam
na diferenciagdo do megasporangio, tendo sido observado apenas 0 seu
desenvolvimento até a fase da formacao da célula-mae de megasporo. As flores dos
verticilos mais préximos do apice sao apenas microsporangiadas (Fig.17e).

Nas observagcbes a campo, verificou-se que, dependendo das condi¢des
ambientais em que as plantas estavam expostas, principalmente no que se refere
aos nutrientes, as inflorescéncias podem ser compostas apenas por flores
microsporangiadas (condi¢des ambientais menos favoraveis) ou com flores micro e
megasporangiadas, apresentando dois ou mais ndés megasporangiados e com mais
de trés flores por n6 (condigdes ambientais mais favoraveis), sempre posicionados
na porcao basal da inflorescéncia (Fig.17c).

A abertura das flores é acrdpeta e com antese sequencial, ou seja, apds a
antese completa da primeira flor do verticilo, inicia-se a abertura da flor seguinte.
Ocorre dessa forma uma breve separacdo temporal da antese das flores
megasporangiadas em relacdo as microsporangiadas em uma mesma inflorescéncia
(Fig.17f).

Apos a polinizagdo (18a,b), observa-se a oxidagdo da regido estigmatica
(Fig.18c,d), a senescéncia das pétalas (Fig.18e) e a curvatura do pedicelo,
direcionando os carpelos ao solo (Fig.19c). As sépalas sao persistentes e cobrem o
agrupamento de aquénios (Fig.18f). Verificou-se também que a base do escapo floral
torna-se decumbente, porém ocorre uma curvatura do escapo na porgao das flores
microsporangiadas, de forma a permitir o posicionamento vertical da parte apical da
inflorescéncia (Fig.19a,b). Observou-se ainda que os frutos estdo maduros quando

todas as flores microsporangiadas ja senesceram (Fig.19d).

5.2.2. Fase Reprodutiva

5.2.2.1. Ontogenia do androceu

O primdérdio estaminal surge como uma projegao do receptaculo floral, através
de divisdes celulares do meristema floral, o qual esta estruturado em trés camadas:
dérmica, subdérmica e central (Fig.20a). A camada dérmica divide-se anticlinalmente
e diferencia-se na epiderme do 6rgdo. A camada subdérmica, constituida por células

com conteudo celular mais denso, sofre divisdes periclinais, originando,

42



externamente, o estrato parietal primario e, internamente, as células esporogénicas
iniciais (Fig.20b,d). Em sua regido central ocorre a diferenciagdo do meristema
provascular (Fig.20c).

O tecido esporogénico se estabelece através de divisbes mitoticas das células
esporogénicas iniciais, durante o desenvolvimento das dos estratos parietais.

A formacao dos estratos parietais ocorre pela divisdo periclinal do estrato
parietal primario, originando o estrato parietal secundario externo e o secundario
interno (Fig.20e). O estrato secundario externo mantém seu crescimento atraves de
divisbes anticlinais e, em estadios mais avangados do desenvolvimento da antera, se
diferencia no endotécio. O estrato secundario interno, por sua vez, divide-se
novamente e produz dois outros estratos (Fig.20f,g), que se diferenciarao,
externamente, na camada média e, internamente, no tapete .

Durante as fases iniciais da esporogénese, os estratos correspondentes ao
endotécio e camada média permanecem morfologicamente uniformes (Fig.21a).
Entretanto, as células do tapete, antes mesmo do inicio da meiose, apresentam
aumento do volume celular e, durante o processo meidtico, seus nucleos estao
bastante ativos (Fig.21b,c,d). Durante a dissolugéo da parede de calose das tétrades,
ocorre a degeneragao das células do tapete e a protrusdo do seu conteudo celular
para dentro do I6culo da antera (Fig.21e).

Na antera madura, o conteudo celular do tapete é completamente consumido,
a parede celular da camada média ainda persiste e o0 endotécio apresenta
espessamento secundario da parede celular (Fig.21f,g). A deposicdo da parede
secundaria, composta por celulose, é de forma helicoidal com ligagbes

perpendiculares e obliquas das hélices (Fig.21h,i).

5.2.2.2. Microsporogénese

O tecido esporogénico é formado por células-mae de micrésporos (CMM) de
contorno poligonal, citoplasma denso e nucleo volumoso na interfase (Fig.22a).

Durante o inicio da profase meidtica, ocorre deposi¢céo gradual de calose entre
a plasmalema e a parede celular das CMM, inicialmente com uma maior taxa de
deposicdo no vértice das células (Fig.22b). Na metafase | € observado o inicio da
dissolugcado da parede celular dos meidcitos, a qual € completada na fase de diade,

quando é possivel observar pequenos espacos intercelulares (Fig.22c,d). No final da
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Figura 20 — Estadios de desenvolvimento da antera e estratos parietais de S.
montevidensis. a) Primoérdio estaminal, em secdo longitudinal, com trés camadas
meristematicas: dérmica, subdérmica e central; b) Antera em secdo transversal,
mostrando a divisdo da camada subdérmica, dando origem as iniciais esporogénicas
e camada parietal primaria; c) Estame em sec&o longitudinal, com as regides da
antera diferenciadas; d) Detalhe da figura anterior, mostrando a divisdo das iniciais
esporogénicas; e) Antera em secao transversal, com a divisdo periclinal do estrato
parietal primario, formando os estratos parietais secundarios, interno e externo; f)
Antera em secao transversal, com a divisdo periclinal do estrato parietal secundario
interno, formando a camada média, externamente e o tapete, internamente; g) Antera
em secao transversal com os trés estratos parietais resultantes (setas). cd- camada
dérmica, csd — camada subdérmica, cc — camada central, ie — inicial esporogénica,
ant — antera, mpv — meristema provascular, pp — estrato parietal primario, ps —
estrato parietal secundario, psin — estrato parietal secundario interno, psex — estrato
parietal secundario externo, ep — epiderme, tesp — tecido esporogénico.






Figura 21 — Estadios de desenvolvimento dos estratos parietais de S. montevidensis.
a-e) Secgbes longitudinais da antera, mostrando a diferenciacdo dos estratos
parietais: tapete, camada média e endotécio - a) Aumento do volume das células do
tapete no estadio de interfase da esporogénese; b) Achatamento da camada média e
atividade nuclear intensa das células do tapete no estadio de metafase esporogénica;
c) Aspecto dos estratos parietais no estadio de anafase da meiose Il; d) Estratos
parietais no estadio de tétrade, com alta atividade das células do tapete; e)
Desintegragao das células do tapete e protrusdo do conteudo celular para o interior
do léculo, na fase de micrésporos livres; f, g, i) Secdes transversais de antera
madura - f) Epiderme papilosa, endotécio espessado (seta), camada média e graos-
de-pdlen tricelulares; g) Detalhe da figura anterior em M.O. de contraste
interferencial, evidenciando a camada média e espessamento do endotécio (seta); h)
Esmagamento de antera, sob M.O. de polarizagdo, mostrando tecido do endotécio
com espessamento; i) Identificagcdo de celulose, através da reagao com Calcofluor
White, sob microscopia de fluorescéncia, no espessamento da células do endotécio.
edt — endotécio, ep — epiderme, med — camada média, mic — micrésporo, tap —
tapete.
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Figura 22 — Microsporogénese em S. montevidensis. a) tecido esporogénico em
interfase; b) préfase meidtica. No detalhe, M.O. de Fluorescéncia, apresentando
reacdo positiva do Azul de Anilina para calose. Deposicéo inicial de calose
ocorrendo nos vértices das células (seta); c) Metafase; d) Final da meiose |, com
formacgao de diades; e) Identificacdo de placa equatorial de calose, separando
as diades (setas); f) Anafase Il da meiose; g) Secao longitudinal da antera
com tétrades em disposigao, predominantemente, tetragonal; h) ldentificagcao
da deposigao de calose entre as tétrades e disposicdo tetragonal ou isobilateral
e decussada; i) micrésporos livres. dec — decussada, isb — isobilateral.
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meiose | ocorre a deposicdo de calose na placa equatorial, separando as duas
células-filhas (diades - Fig.22e). A segunda fase da meiose, representada pela
Figura 22f, resulta quatro células hapléides, separadas por paredes de calose e com
arranjo isobilateral (ou tetragonal) e, com menor frequéncia, decussado (Fig.22g,h).
Concomitante a degeneragcdo do tapete, ocorre a dissolu¢do da calose,
liberando os microsporos no léculo da antera. Ao final da esporogénese, as células
hapléides sao esféricas e possuem nucleo denso e proeminente (Fig.22i). Observou-

se sincronicidade no l6culo, entre tecas e entre as anteras de uma mesma flor.

5.2.2.3. Microsomatogénese e microgametogénese

Os microsporos, livres no fluido locular, aumentam de volume, desenvolvem
um grande vacuolo (Fig.23a), duplicando seu volume, e entram em profase mitética
(Fig.23b). Durante as fases posteriores da divisao celular (Fig.23c,d), pode ser
observado que o vacuolo desloca o nucleo em divisdo para junto da parede celular
do micrésporo. A mitose assimétrica do microsporos resulta na formagao de duas
células de dimensdes desiguais, separadas por uma delgada parede celular com
calose (Fig.23e). A célula vegetativa ocupa a maior parte do gametdfito jovem,
apresenta nucleo esférico central, com um ou dois nucléolos e a vacuolacido pré-
mitética desaparece.

A célula generativa apresenta pouco conteudo citoplasmatico, nucleo denso e
nucléolo distinto, porém comparativamente menor que o da célula vegetativa
(Fig.23f). Apds o englobamento da célula generativa pela vegetativa, ocorre uma fase
de amilogénese, produzindo graos-de-amido com grandes dimensdes que se
concentram ao redor do nucleo vegetativo (Fig.23g).

O nucleo generativo entra em divisdo mitética (Fig.24a-e), durante a qual
ocorre uma diminuigdo na quantidade do conteudo de reserva da célula vegetativa.
Apos a citocinese dos gametas, um segundo ciclo de amilogénese ocorre na célula
vegetativa e os grdos-de-amido produzidos se distribuem citoplasma (Fig.24f). Ao
final da segunda divisdo mitética ocorre uma organizacdo conformacional de
aproximacao dos gametas com o nucleo da célula vegetativa. No grao-de-pdlen
maduro, os gametas apresentam formato fusiforme, justapostos em um de seus

vértices e se associam ao nucleo vegetativo, formando a unidade germinativa
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Figura 23 — Microsomatogénese em S. montevidensis. a) Vacuolagédo do micrésporo;
b) Profase mitética; c) Metafase, podendo ser observado o fuso acromatico; d)
Anafase mitdtica; e) Células filhas resultantes da mitose assimétrica, a vegetativa,
maior e a generativa, menor e em posicdo parietal. No detalhe, M. O. de
Fluorescéncia, apresentando reacao positiva do Azul de Anilina para calose na
parede celular (seta); f) Grao-de-pdlen jovem, sob M.O. de contraste interferencial,
mostrando a célula generativa englobada pela vegetativa; g) Deteccao de graos de
amido ao redor do nucleo da célula vegetativa, através de teste com Lugol. am/ —
amiloplastos, cg — célula generativa, cv — célula vegetativa, nv—nucleo da célula
vegetativa, v — vacuolo.
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Figura 24 — Microgametogénese em S. montevidensis. a) Grao-de-pdélen binucleado,
com nucleos e nucléolos densos, mostrando grande atividade das células vegetativa
e generativa; b) Préfase mitética da célula generativa; c) Metafase mitética do nucleo
generativo, observa-se a gradual diminuicdo do conteudo de reserva na célula
vegetativa; d) Anafase mitética; e) Teldfase e reconstituicdo dos nucleos filhos,
formando duas células gaméticas; f) Grao-de-polen, sob M.O. de contraste
interferencial, mostrando os dois gametas e a célula vegetativa, com reposi¢cao do
conteudo de reserva. No detalhe, detecgao de grédos de amido ao redor do nucleo da
célula vegetativa, através de teste com Lugol; g) Graos-de-pdlen tricelulares; h)
Grao-de-pdlen, sob M.O. de contraste interferencial, mostrando a unidade generativa
masculina (UGM) e o formato fusiforme dos gametas. am/ — amiloplasto, cg — célula
generativa, gam — gameta, nv — nucleo da célula vegetativa.
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Figura 25 — Esporoderme de S. montevidensis. a-d) Autofluorescéncia da
esporopolenina - a) Detecgédo de esporopolenina em micrésporos livres, ao final da
microsporogénese; b) Exina com ornamentagbes em forma de pequenos espinhos
(“spinules™); c) Vista tangencial da sexina, mostrando estrutura faveolada; d) Regides
dos poros contendo ornamentacgdes; e-f) Grao-de-polen acetolisado em M.E. de
Varredura, mostrando a estrutura tectada e proje¢des dos espinhos; g) Grao-de-
polen corado com Azul de Toluidina O, apresentando a estratificagdo da
esporoderme; h) Teste com PAS, evidenciando a presenca de polissacarideos
insaturados na exina; i) Teste com Comassie Blue, identificando proteinas na
ectexina (nexina 1 e sexina) e na intina. Observa-se o estreitamento da nexina 2 na
regiao do poro; j) Reagao positiva ao Sudan lll, evidenciando a presencga de lipidios
na superficie do grao-de-pélen; k) Teste com Vermelho de Ruténio, mostrando a
constituicdo péctica da intina; I) desenho esquematico da esporoderme em grao-de-
polen maduro. col — columela, esp — espinho, ex — exina, int — intina, n1 — nexina 1,
n2 — nexina 2, sex — sexina, tec — teto.

@ lipidio A espinhos (spinules) ...... , teto nexina 2

O proteina ?) columela — NEXINA 1 intina
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masculina (Fig.24g,h). O grao-de-pdlen é liberado na forma tricelular, com formato
esférico e tamanho com cerca de 35um.

A parede celular do grao-de-pdlen, a esporoderme, € constituida por uma
exina e uma intina. A exina esta estratificada em sexina, nexina 1 e nexina 2, cuja
composi¢ao quimica principal é de esporopolenina (Fig.25g,l). Na fase de micrésporo
livre da parede de calose, € possivel observar a deposicdo de esporopolenina
(Fig.25a), a qual se torna abundante no grao-de-pdélen maduro (Fig.25b). Neste,
observa-se uma sexina tectada e ornamentada com pequenos espinhos (Fig.25f), os
quais estdo distribuidos por toda a extensdo da parede, inclusive na regido da
abertura (Fig.25d,e). A forma da abertura é arredondada, formando um poro
(Fig.25e). Em sagitaria existem inUmeros poros na estrutura da esporoderme, sendo
classificada como pantoporada. Na zona da abertura, a diminuigdo da espessura da
exina ocorre principalmente pelo estreitamento da nexina 2 (Fig.25i). Testes
histoquimicos revelaram a presenca de polissacarideos insaturados na exina
(Fig.25h) e deposicao de proteinas junto a nexina 1, entre as columelas e sobre a
superficie do pdlen (Fig.25i). Nesta ultima também foi detectada a presenga de
lipidios (Fig.25j). A intina reagiu negativamente ao teste para celulose e,
positivamente, ao Vermelho de Ruténio a ao Coomassie Blue, demonstrando sua

constituicdo péctica e protéica (Fig.25i,k).

5.2.2.4. Rudimento seminal, megasporogénese e megagametogénese

O rudimento seminal de S.montevidensis apresenta dois tegumentos,
desenvolvidos a partir de divisbes periclinais da camada dérmica (Fig.26a-c). O
tegumento interno é anelar e se desenvolve antes do externo, possui duas camadas
de células, sendo o responsavel pela formacao da micrépila (Fig.26d). O tegumento
externo desenvolve-se apenas na porgao convexa do rudimento, sendo semi-anelar,
possui duas camadas de células e atinge 0 mesmo tamanho do tegumento interno no
rudimento seminal maduro (Fig.26e).

O crescimento do rudimento seminal é assimétrico, resultando no
posicionamento do nucelo paralelo ao funiculo e micrépila junto a base do funiculo,
caracterizando o tipo anatropo (Fig.26f).

O primordio do rudimento seminal € tenuinucelado, sendo formado por um

nucelo, cuja camada subdérmica é constituida por células iniciais arquesporiais, das
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quais uma ou duas se diferenciam diretamente em células-m&e de megasporo (CMM
— Fig.26g). Entretanto, quando ocorre mais de uma CMM, apenas uma completa a
esporogénese, visto que cada carpelo possui apenas um gindéfito, na sua maturidade.

A CMM diferencia-se das demais por ser maior e com nucleo volumoso
(Fig.26h). Na préfase meidtica observa-se a condensagdo das cromatides e a
presenca de um ou dois nucléolos (Fig.26i). A placa metafasica é perpendicular ao
eixo longitudinal do meiécito (Fig.26j). Durante a anafase |, inicia a formagao de um
vacuolo calazal e, durante a tel6fase |, um outro vacuolo surge entre os dois nucleos
filhos, empurrando o nucleo da porgdo micropilar para junto da parede celular
(Fig.27a-c). Em seguida ocorre a citocinese e o isolamento das células-filhas (diades)
por uma parede celular contendo calose (Fig.27d). A célula da extremidade micropilar
degenera. A célula da regido calazal passa para a segunda fase da meiose (Fig.27e),
na qual ocorre apenas a cariocinese. O processo esporogénico é finalizado com uma
célula binucleada, caracterizando uma condigao bispdrica (Fig.27f).

A gametogénese inicia-se com a formacao de um grande vacuolo central entre
os dois nucleos do bisporo, os quais entram simultaneamente em préfase (Fig.28a).
O nucleo micropilar divide-se perpendicularmente e, o nucleo calazal, paralelamente
ao eixo do gindfito jovem. Nesse estadio, a extremidade micropilar apresenta-se
arredondada e a calazal, afilada (Fig.28b).

Os dois nucleos da extremidade proximal da micrépila entram em um segundo
ciclo mitético, originando quatro células, que se diferenciardo em duas sinérgides,
oosfera e nucleo polar micropilar da célula média.

Na porgao calazal, em geral, apenas um dos nucleos entra no segundo ciclo
mitético, pois a maioria dos sacos embrionarios maduros sido heptanucleados,
podendo ocorrer a condigdo octonucleado. Analisando-se as Figuras 28c e 28d,
observa-se que o nucleo que sofre a divisdo é o que originara as antipodas e o outro
nucleo se diferencia em nucleo polar calazal da célula média.

O aparelho oosférico € formado por duas sinérgides dispostas lado a lado,
com nucleos polarizados na por¢ao micropilar e grandes vacuolos na porgéo calazal.
As suas paredes celulares periclinais apresentam espessamento péctico, tornando-
se especializadas e constituindo o aparelho fibrilar (Fig.28f). A oosfera esta
localizada abaixo e entre as duas sinérgides, apresentando um arranjo triangular.
Inversamente as sinérgides, um grande vacuolo é formado na porgéo micropilar da

oosfera, polarizando o nucleo para o lado oposto (Fig.28e).
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Figura 26 — Desenvolvimento dos tegumentos no rudimento seminal e inicio da
megasporogénese em S. montevidensis. a) Divisdo periclinal (seta) da camada
dérmica, formando o tegumento interno; b) Crescimento do tegumento interno,
formado por duas camadas de células; c) Desenvolvimento do tegumento externo,
com divisdo da célula apical (seta); d) Formagao da micrépila pelo tegumento interno
e crescimento mais lento do tegumento externo; e) Rudimento seminal maduro com
presenca de um tegumento interno anelar e um tegumento externo semi-anelar; f)
Rudimento seminal anatropo; g) Nucelo com células maes de megasporos (CMM -
setas); h) CMM em interfase; i) Profase meiotica da CMM, nota-se a presenca de
dois nucléolos; j) CMM em metafase I. CMM — célula mae de megasporo, fun —
funiculo, micp — micrépila, te — tegumento externo, ti — tegumento interno.
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Figura 27 — Continuacdo da megasporogénese em S. montevidensis. a) CMM em
anafase [; b) Telo6fase |; c) Polarizagdo dos nucleos filhos através da formagéo de
vacuolos; d) Formagado de diade com o isolamento da célula micropilar (seta). No
detalhe, M.O. de Fluorescéncia, apresentando reacado positiva do Azul de Anilina
para calose, mostrando padrédo da deposicdo de calose na diade micropilar; e)
Anafase Il da diade calazal e degeneragdo da diade micropilar (seta); f) Final da
esporogénese, resultando em um bisporo. v — vacuolo.






Figura 28 — Megagametogénese em S. montevidensis. a) Formagdo de vacuolo
central no gindfito binucleado; b) Gindfito tetranucleado, com plano de divisao
respectivamente paralelo ao eixo do gindfito, no nucleo calazal e, perpendicular ao
eixo, no nucleo micropilar; c¢) Gindfito heptanucleado e citocinese; d) Gindfito
octonucleado; e) Gindéfito maduro, mostrando aparelho oosférico, composto por duas
sinérgides, oosfera e nucleo polar micropilar da célula média. Na porgéo calazal esta
evidenciado o nucleo polar calazal e uma das antipodas; f) Detalhe das sinérgides
com aparelho fibrilar e oosfera. antp — antipoda, apf — aparelho fibrilar, npc — nucleo
polar calazal, npom — nucleo polar micropilar, osf — oosfera, sin — sinérgide, v —
vacuolo.
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A célula média é caracterizada pela presenca de dois nucleos polares e um
grande vacuolo central. As antipodas mantém-se integras durante todo o processo

da fecundacéo e inicio da embriogénese (Fig.30f,g).

5.2.2.5. Fecundacéo e embriogénese inicial

O acoplamento se da pelo desenvolvimento do tubo polinico do grao-de-pélen
tricelular junto ao estigma e sua penetragdo, através do estilete, até a micropila
(Fig.29a,b). O tubo polinico penetra uma das sinérgides e seu conteudo € nela
despejado. A outra sinérgide se mantém integra até o final da fecundagéo, sendo
posteriormente degradada (Fig.29d).

Um dos gametas funde-se a oosfera (Fig.29d) e o outro ao nucleo polar
micropilar (Fig.30a). Este migra para a regido distal e funde-se ao nucleo polar
calazal (Fig.29c, 30d-e), o qual também faz um movimento de aproximagdo ao

nucleo polar micropilar fecundado (Fig.30b-d).

O inicio da endospermogénese ocorre com uma divisdo mitotica assimétrica
da célula tripléide, cujo nucleo esta posicionado na porgao calazal (Fig.30e). Ocorre a
formacdo de uma parede celular perpendicular ao eixo do rudimento seminal,
separando o endosperma em duas camaras, uma calazal pequena e uma micropilar
de maiores dimensdes. A célula calazal € polarizada pela presengca de um vacuolo
entre o nucleo e a antipoda adjacente (Fig.30f).

Concomitantemente, a célula do endosperma da cadmara micropilar sofre
diversos ciclos mitoticos e seus nucleos, inicialmente localizados junto a parede
celular, devido a presenga de um grande vacuolo central, migram para a por¢ao
micropilar. Nesse estadio, uma das antipodas ainda pode ser percebida (Fig.30g).

O zigoto, formado apds a fusdo de um dos gametas masculinos com a
oosfera, mantém a polarizagao inicial da célula gamética, observando-se um grande
vacuolo na posicdo micropilar e o nucleo dipldide, com a maior parte do citoplasma,
voltado para a porcao calazal (Fig.29e). A primeira mitose do zigoto é assimétrica,
havendo logo em seguida a formagéo de uma parede celular transversal, separando
as duas células-filhas. Estas possuem tamanhos diferentes, a célula voltada para o
endosperma € menor, denominada de célula apical, e a voltada para a micrépila é

maior, sendo chamada de célula basal (Fig.29f,g).
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Figura 29 — Fecundacéo e proembriogénese zigoética de S. montevidensis. a) Inicio
da germinagdo do tubo polinico de grdo-de-podlen tricelular junto ao estigma; b)
Penetracdo do tubo polinico através do estigma, mostrando a unidade generativa
masculina (UGM); c) Gindfito fecundado, observa-se uma das sinérgides integra,
conteudo picnético da sinérgide penetrada, oosfera com dois nucleos,
respectivamente de origem paternal e maternal e aproximagdo do nucleo polar
micropilar com nucléolo do gameta masculino ao nucleo polar calazal; d) Detalhe da
oosfera fecundada e sinérgide integra; e) Zigoto; f) Préfase mitotica do zigoto; g) Proé-
embrido, com uma célula apical e uma célula basal. ca — célula apical, cb — célula
basal, estg — estigma, gam — gameta, npc — nucleo polar calazal, npm — nucleo polar
micropilar, nv — nucleo vegetativo, osf — oosfera, sin — sinérgide, UGM — unidade
generativa masculina, zig — zigoto.
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Figura 30 — Fusdao dos nucleos da célula média e estabelecimento do tipo de
endosperma de S. montevidensis. a) Nucleo polar micropilar fecundado; b)
Aproximacgao do nucleo polar calazal ao micropilar fecundado, na porgao calazal; c)
condensagao das cromatides de ambos os nucleos; d) fusdo dos nucleos polares e
gamético; e) zigoto 3n em préfase mitdtica (seta); f) Mitose assimétrica em estadio de
metafase; g) endosperma com duas células, uma calazal menor e outra, micropilar,
maior. Observam-se cariocineses sucessivas e atividade intensa nuclear. antp —
antipoda, ccal — camara calazal, cmic — camara micropilar, gam — gameta, npc —
nucleo polar calazal, npm — nucleo polar micropilar, pemb — pré-embriao.
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VI. DISCUSSAO

6.1. Regime hidrico e respostas morfologicas

Macrofitas aquaticas emergentes séo vegetais visiveis a olho nu, cujas partes
fotossintetizantes ativas estdo permanentemente, ou por diversos meses, todos os
anos, total ou parcialmente submersas, em agua doce ou salobra; sdo enraizadas no
substrato e as partes vegetativas sdo emergentes (Irgang e Gastal, 1996). Sagittaria
montevidensis é classificada como submersa, emergente e anfibia, cujo habitat sao
solos umidos, aguas estagnadas e poluidas (/.c.).

Segundo den Hartog e van der Velde (1988), as plantas heldfitas (anfibias)
sdo, por definicdo, adaptadas a condigdes parciais de submersdo, uma vez que
habitam o ecétono terricola-aquatico.

O hidroperiodo ou regime hidrico é definido como a ocorréncia periédica ou
regular de inundagcdo ou saturagdo do solo. Juntamente com a topografia e as
condi¢cbes subsuperficiais, o hidroperiodo desempenha papel fundamental para a
existéncia das terras umidas (Marques et al., 1997). O regime hidrico envolve a soma
dos efeitos da profundidade da agua, duracao e periodo de inundagao ou exposi¢cao
e a razao entre inundagéo e diminuigdo da coluna d’agua. Entre os fatores ecolégicos
que regem o regime hidrico, a profundidade € o mais significativo no controle do
desempenho e reproducédo das macréfitas emergentes (White e Ganf, 2002).

As respostas morfofisioldgicas das macrofitas aquaticas sao diferenciadas,
dependendo da tolerancia ou adaptacéo da espécie ao estresse causado pelo regime
hidrico.

A profundidade altera as caracteristicas fisico-quimicas do meio aquatico,
como o aumento da concentracdo de CO2, decréscimo da concentracdo de O2 e
luminosidade. Tais caracteristicas podem interagir com fitohormdnios, levando a
diferentes respostas morfolégicas. Em Regnellidium diphyllum e Ranunculus
sceleratus, o crescimento rapido dos peciolos, como resposta a submersao, requer a
presenca de auxina (Walters e Osborne, 1979; Horton e Samarakoon, 1982). Ridge
(1987) relata a promogao do crescimento vegetativo pela interagcdo do etileno com os
referidos fatores abidticos.

Nas profundidades de submersdo avaliadas no presente trabalho (5, 10 e

20cm), verificou-se que Sagittaria montevidensis teve um incremento no
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comprimento do peciolo e estatura da planta, com o aumento da profundidade de
submersao. Da mesma forma as inflorescéncias tiveram o escapo mais longo, quanto
maior a profundidade.

Quando submersas, as espécies tolerantes a submersao sao distinguidas das
espécies intolerantes pela habilidade de alongar o caule e/ou o peciolo. Isto permite
que a planta eleve-se da agua e recupere o contato com a atmosfera (Armstrong et
al., 1994; Blom e Voesenek, 1996). O aumento do tamanho do peciolo a
profundidades maiores, também foi observado em Epilobium hirsutum quando
exposta a submersao de 5cm de profundidade e em Nymphaea alba para niveis de
agua variando entre 10 e 50cm (Lenssen et al., 1998, Paillisson e Marion, 2006).

O aumento da estatura da planta, possibilitando a emergéncia da parte aérea,
foi observado em diversas espécies de Sagittaria. S. sagittifolia tolerou submersao
prolongada por oito semanas, através do aumento do comprimento da parte aérea
(van den Brink et al., 1995). S. lancifolia respondeu a elevagao do nivel d’agua em
7,5 e 15 cm através do aumento da altura da folha (Howard e Mendelssohn, 1995).
Quando em condigbes anaerdbicas, S. pygmaea apresentou crescimento das folhas,
através do alongamento celular, promovido pela agéo do calcio (Tamura et al., 2001).

A manutencado da maior parte da superficie fotossintética acima da superficie
d’agua, permite o transporte de oxigénio para as raizes e caules subterraneos,
evitando condi¢gbes de anoxia no sedimento e possibilitando a manutengdo do
crescimento da planta (Armstrong, 1969; Brandle, 1991).

Uma das respostas funcionais das macréfitas emergentes a profundidade da
agua é o aumento da alocagao de biomassa para a parte aérea em relagao as partes
subterraneas (Coops et al., 1996; Vretare et al., 2001).

Na espécie estudada, ndo foi constatada alocagao significativa de biomassa
para as partes vegetativas com a variagdo do nivel d’agua, conforme verificado pela
similaridade dos valores quanto a producdo de massa seca, numero de folhas e de
raizes nos diferentes tratamentos.

Alguns trabalhos demonstraram que as comunidades vegetais de areas
alagadas diminuem sua biomassa com o aumento da profundidade da agua (p.ex.
Howard e Mendelssohn, 2000; Paillisson e Marion, 2006). Porém, entre as diferentes
espécies existentes nessas comunidades, Sagittaria lancifolia apresentou tolerancia
a submersao e nao teve sua biomassa alterada pela profundidade (Howard e

Mendelssohn, 1995; Baldwin e Mendelssohn, 1998). Da mesma forma, n&o foi
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verificada alteracdo de biomassa subterranea em S. /atifolia e S. platyphylla, quando
expostas a profundidade de 30 cm de agua (Martin e Shaffer, 2005).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que o alongamento do
peciolo em S. montevidensis compensa o aumento do nivel da agua sem afetar a
biomassa das folhas. Provavelmente, o aumento da mobilizagdo de nutrientes é
obtido com a translocagao de recursos a partir dos 6rgaos subterraneos.

Setter e Laureles (1996) demonstraram que o custo energético para o
alongamento do caule ou do peciolo diminui a habilidade de manutencdo e
crescimento, quando a atmosfera ndo pode ser alcangada pela parte aérea. Brock e
col. (1987) demonstraram que niveis extremamente altos de agua (pelo menos 3
metros) no verao, levam ao desaparecimento de espécies de banhado que estiveram
submersas por varias semanas. Desta forma, quando a profundidade é muito alta
para a planta alcancar a superficie, a sobrevivéncia sob total submersido vai
depender da habilidade de fotossintetizar sob a agua (Sand-Jensen et al., 1992).

O presente estudo avaliou niveis estaticos de agua entre 0 e 20cm de
profundidade, num periodo de sete semanas. As respostas observadas nestas
condigdes revelaram que, havendo a germinagéo, Sagittaria montevidensis responde
ao estresse imposto através do aumento na estatura da planta, sem afetar sua
biomassa, sendo capaz de manter seu ciclo de vida.

Com as mudangas na qualidade da agua dos banhados, em funcdo da
atividade humana (Tamisier e Grillas, 1999), diversos trabalhos tém sido realizados a
fim de identificar o comportamento das espécies e sua utilizacdo em sitios de
regeneragcdo desses ecossistemas. Pesquisas sobre o efeito da salinidade e
profundidade d’agua sao as mais expressivas com esse proposito. Alguns exemplos
podem ser citados com espécies do género Sagittaria. Quando exposta a
concentracbes crescentes de sal, S. lancifolia apresenta uma diminuicdo na
biomassa e no numero de partes aéreas. Embora as sementes desta espécie nao
morram quando expostas a elevadas concentragdes de sal, a sua germinagao €
inibida. Como a regeneracéo de S. lancifolia é feita, primariamente, pela proliferagéo
de plantulas, o seu restabelecimento na comunidade vegetal torna-se prejudicado
(Baldwin et al., 1996; Baldwin e Mendelssohn, 1998). Existe diferenga no grau de
tolerancia entre as espécies do género. Foi constatado que S. /atifolia e S. platyphylla
sdo bem menos tolerantes, quando comparadas com S. lancifolia (Martin e Shaffer,

2005). Os efeitos negativos da salinidade verificados em S. /atifolia s&o o decréscimo
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na taxa de germinagéo, atraso na emergéncia das plantulas, baixa sobrevivéncia e
diminui¢cdo na taxa de crescimento (Delesalle e Blum, 1994).

Nao foram encontrados estudos sobre o efeito da salinidade em S.
montevidensis. No Rio Grande do Sul, esta espécie também apresenta distribuicdo
na regido litordnea, sendo verificada sua ocorréncia junto a Laguna dos Patos e
outros locais (Rego, 1988) sujeitos a influéncia marinha. Nestas regides existem
areas destinadas a rizocultura. E recomendavel que futuras pesquisas sobre o tema
sejam desenvolvidas, visando a obtengdo de dados que subsidiem o emprego de

técnicas para o manejo da espécie.

6.2. Germinagao em diferentes niveis de submersao

Alguns requisitos sdo necessarios para a germinacao de sementes de plantas
aquaticas, como a temperatura, a luz, a disponibilidade de oxigénio, o pH, a textura e
composi¢cao quimica do solo e outros fatores endégenos, sem deixar de considerar a
existéncia ou ndo de dorméncia na espécie (Baskin e Baskin, 1998). Entre os fatores
citados, a profundidade da agua tem influéncia direta nos trés primeiros.

Nos habitates alagadi¢os, o padrdo de inundagao afeta a performance das
sementes e das plantulas (ver Casanova e Brock, 2000) e, consequentemente, a
composi¢cao das comunidades vegetais (Lenssen et al., 1998; Liu et al., 2005).

Liu e col. (2005) estudaram a germinagéo de vinte e cinco espécies, a partir de
um banco de sementes exposto a trés profundidades (0, 5 e 10cm). Verificaram que
sete espécies germinaram em solo saturado (nivel zero), Vallisneria natans germinou
somente no tratamento com 5cm de agua e Oftelia alismoides, com 10cm de agua.
Em S. lancifolia, a condi¢do de solo inundado promove a germinag&do, muito embora
a espécie também seja capaz de germinar em solo saturado (Collon e Vellasquez,
1989; Baldwin et al., 1996; Baldwin e Mendelssohn, 1998).

Alguns trabalhos demonstraram o efeito inibitério da inundagdo na
germinagao, como o estudo realizado em vinte e cinco espécies de banhado, das
quais dezesseis nao germinaram quando submersas (Nishihiro et al., 2004)
Sementes de juncus obtiveram maxima germinagdo em solo sob a capacidade de
campo e a germinagao foi significativamente menor em condi¢gdes de solo

encharcado (Lenssen et al., 1998). Em Sagittaria trifolia houve maior germinabilidade
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no nivel zero do que nos niveis de cinco e dez centimetros de profundidade, porém
nos trés niveis foi possivel a sua germinacgao (Liu et al., 2005).

Sagittaria montevidensis demonstrou uma tendéncia em diminuir a capacidade
de germinagdo com o aumento da profundidade da agua. Entretanto, a espécie
necessitou de lamina d’agua para germinar, pois quando exposta a condigdes de
solo saturado (nivel zero), nédo foi constatada a sua germinagéo. Resultados similares
foram encontrados em S. latifolia (Leck, 1996; Kellogg et al., 2003) e Alisma
subcordata (Moore e Keedy, 1988), que ndo germinaram em solo exposto (n&o-
inundado).

Um dos métodos recentes de manejo dos campos de arroz € a exposigao do
banco de sementes a longos periodos de seca, a fim de dificultar a sobrevivéncia das
sementes (Jiang e Kadono, 2001b). Pelos resultados apresentados para Sagittaria
montevidensis, destaca-se o detalhamento da abordagem sobre o tempo de
viabilidade dos aquénios nos bancos de sementes, associando esse dado com a
incapacidade de germinagao em solo saturado, como sendo possivel para o manejo

do solo destinado a agricultura.

6.3. Germinacao e desenvolvimento inicial

A morfogénese da semente é o resultado de uma série de fenbmenos, cuja
sequéncia temporal varia de acordo com o programa genético de cada espécie.
Algumas peculiaridades encontradas na diversidade de tipos de sementes foram
selecionadas por pressdes ambientais e sua expressdao morfoldgica reflete sua
adaptacgao (Cocucci, 2005).

Uma caracteristica exclusiva de Alismatidae, entre as monocotiledéneas, é a
auséncia de perisperma e endosperma na semente madura (exalbuminada). O
cotilédone do embrido esporofitico passa a exercer a funcdo de tecido de reserva
(Danilova et al., 1995). No embrido maduro de Sagittaria montevidensis constatou-se
a presenga de amido no cotilédone e hipocétilo, em ambos os sistemas, dérmico e
fundamental. Resultados semelhantes foram observados em Alisma plantago-
aquatica e Echinodorus paniculatus (Tillich, 1995; Scremin-Dias, 2000).

Os demais caracteres do embrido maduro pertencente a Alismataceae foram
encontrados na espécie estudada, quais sejam: embrides curvados com forma de

ferradura; cotilédones mais longos que o eixo hipocétilo-radicula, devido ao
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crescimento basal intercalar intensivo do primeiro; cotilédone cilindrico; presenca de
bainha cotiledonar; epicétilo composto pelo meristema caulinar e primérdios foliares
(Johri et al., 1992; Tillich, 1995).

Classificagbes morfolégicas de embrides em sementes maduras tém sido
propostas por diversos autores, com o objetivo de estudar a filogenia e permitir
consideragdes sobre as principais tendéncias evolutivas do embrido. Essas
classificagdes consideram a posicdo do embrido na semente, sua forma, seu
tamanho comparado ao tecido de reserva, o grau de diferenciagcdo e correlagdo de
suas partes (razdo do comprimento do eixo hipocétilo-radicula e epicétilo-cotilédone)
(Vyshenskaya, 2005). Outras classificagbes propdem a utilizagdo das estruturas
morfogenéticas (participagdo do epicotilo, radicula, raizes e gemas adventicias no
estabelecimento da plantula) e fungao cotiledonar, durante a germinagcdo do embriao,
a fim de distinguir categorias de embrides possiveis de relacionar com o modo de
vida da planta — classificagao ecolégico-morfolégica (Teryokhin e Nikiticheva, 2005).

A classificacdo do embridao utilizada neste trabalho foi a proposta por Cocucci
(2005), a qual combina o estadio de desenvolvimento do embrido e a origem do
tecido de reserva, culminando em nove tipos mais comuns de sementes encontradas
na natureza. Entre as tipologias existentes, esta € mais concisa, porém abrangente, e
possibilita inferéncias quanto a ecologia da planta.

O embridao de Sagittaria montevidensis, classificado como plantuléide
multinodal, com reserva estocada no préprio embrido, tem a vantagem de um rapido
estabelecimento e independéncia de nutricdo heterotrofica (Cocucci, 2005).
Interpreta-se como sendo essa uma das estratégias a adaptagdo em ambientes
instaveis, nos quais a rapidez e a auto-suficiéncia inicial sdo essenciais no sucesso
da germinacgao e estabelecimento dos novos esporofitos.

A germinacédo do embrido de S. montevidensis € iniciada com o alongamento
do cotilédone, que empurra a extremidade da raiz para fora da semente. Esse
mesmo processo € observado em outras monocotiledéneas, como em Allium cepa e
Phoenix sp. (Fahn, 1990). Com a protrusdo da radicula ocorre a diferenciagdo do
colar. Segundo Tillich (1995), o colar é a regido de transicdo entre o hipocdtilo e a
raiz primaria, sendo na realidade a por¢cédo mais basal do hipocétilo. Nele originam-se
tricomas densos e longos, denominados de rizéides do colar. Essa estrutura é

importante para a fixagao da plantula no substrato (Jager-Zurn, 1998).
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Na regido da bainha cotiledonar, emerge o primordio foliar que cresce,
formando uma folha linear (forma de fita). Concomitantemente, verifica-se a

diferenciagao da primeira raiz de origem enddgena, ao nivel do n6 cotiledonar.

6.4. Sistema radical

A raiz primaria de S. montevidensis tem suas fungdes substituidas por raizes
adventicias embrionarias (n6 cotiledonar), senescendo logo em seguida. Essa
situacdo é comum para as monocotiledéneas, nas quais a raiz primaria permanece
apenas por um curto periodo de tempo (Esau, 1974; Fahn, 1990) e a partir do ponto
de insergcado das raizes adventicias embrionarias, forma-se grande parte do sistema
radical adulto.

Alguns grupos vegetais apresentam variagdes na organizagcado meristematica
dependendo do estagio de desenvolvimento (Byrne e Heimsch, 1970 apud Fanh,
1990). Entretanto, na espécie em estudo, os meristemas apicais das raizes primarias
e adventicias sao similares na sua organizagao celular e tissular.

Desde o século XIX, os cientistas buscam a compreensao da histogénese da
raiz e da organizacao das células no meristema. Diversas teorias foram elaboradas,
como a Teoria dos Histégenos postulada por Hanstein em 1868, que propde a
existéncia de trés grupos celulares iniciais. Estes grupos foram denominados
dermatogénio, periblema e pleroma, os quais sao responsaveis pela formagao do
sistema dérmico, fundamental e vascular, respectivamente. Ja a Teoria de Korper-
Kappe, proposta por Schuepp em 1917, considera o padrao de divisao das células,
cuja configuragao lembra a letra “T”. Estas divisdes podem acontecer em direcao ao
apice da raiz ou para o lado oposto. As zonas delimitadas pelo padrao de divisdo
foram consideradas corpo ou tunica e as raizes foram classificadas de acordo com a
posicao do limite entre elas.

Guttenberg (1960) distinguiu dois tipos de meristema, conforme a contribuicao
das iniciais meristematicas na formacdo de um ou mais tecidos. Classificou os
meristemas como aberto ou fechado. No primeiro caso, as trés regides — cilindro
vascular, cortex e coifa — tém a sua propria inicial. No segundo caso, todas as
regides tém iniciais comuns.

Experimentos realizados por varios pesquisadores, destacando-se Jensen e

Clowes no final das décadas de 1950 e 1960, demonstraram a existéncia de um
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centro quiescente, localizado logo acima da caliptra (coifa), com formato hemisférico
e constituido por células, mitoticamente e metabolicamente, inativas. Estas células
funcionariam na manutengao do estado indiferenciado das células que as envolvem.

As teorias supra mencionadas (descritas em Esau, 1974; Cutter, 1986; Fahn,
1990; Dickson, 2000) estdo centradas na correlagdo entre a linhagem celular com o
tipo de célula e tecido formados, relagao esta tomada como prova de uma inter-
relacdo ontogenética. Evidéncias sugerem, entretanto, que a informacgao posicional é
a responsavel pela regulacdo das caracteristicas do desenvolvimento das células da
raiz (Dickson, 2000). O trabalho de revisdo de Schiefelbein e col. (1997) apresenta
estudos realizados com mutantes de Arabidopsis para genes envolvidos no padrao e
morfogénese da raiz. Os autores concluem que o controle para a identidade da célula
ou tecido esta relacionada a posigdo em que se encontram no orgao (posi¢ao-
dependente). Enfatizam que essa plasticidade € importante para assegurar a
existéncia de células especificas e padrbes de tecidos, em casos de divisdes
celulares anormais ou injuria do 6rgao.

No presente trabalho optou-se em considerar o meristema radical formado por
um promeristema constituido por um grupo de iniciais meristematicas e suas
derivadas. As derivadas sdo os meristemas responsaveis pela formacido dos
diferentes tipos de tecido. Foram identificados iniciais de coifa, protoderme,
meristema fundamental, endoderme meristematica (proendoderme) e meristema
provascular. Consideramos, porém, que esses grupos celulares ndo possuem um
destino pré-determinado, mas diferenciam-se em fungao da posicdao em que estéo
situados no apice radical.

A proposta de classificacao de meristema fechado ou aberto, embora artificial,
permite o agrupamento de taxons e correlagées com as variagdes na organizagao de
tecidos. Por exemplo, o tipo fechado normalmente ocorre nos meristemas de
monocotiledéneas (Clowes, 2000). Nas raizes, o tipo de meristema ser aberto ou
fechado tem consequiéncias para o padrao das células no coértex maduro e na sua
capacidade para formagao de aerénquima (Seago et al., 2000). Em S. montevidensis
foi encontrado o meristema do tipo fechado, no qual é possivel distinguir o
caliptrégeno e o meristema provascular dos outros meristemas. Esse mesmo padrao
foi observado em Echinodorus paniculatus (Scremin-Dias, 2000).

Para as macrdfitas, a constituicdo quimico-estrutural e a organizagdo das

células do cortex sdo de essencial importancia para sua sobrevivéncia nos ambientes
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aquaticos, caracterizados pela baixa concentragdo e difusdo do oxigénio. O
aerénquima possui grandes espacgos intercelulares, o que permite a aeragao dos
tecidos e a disponibilidade de oxigénio para a utilizacdo na respiracéo. E responsavel
pela oxigenagao da ponta da raiz e da rizosfera, reduzindo os efeitos danosos do
solo anoxico e minimizando a competicdo por oxigénio com o0s microorganismos do
solo. Através desse tecido, gases como diéxido de carbono, etileno e metano, sao
removidos da raiz e do solo e liberados para a atmosfera (Evans, 2003; Colmer,
2003). A sua estrutura fornece poder de flutuagao e resisténcia ao estresse mecanico
(Cutter, 1986).

A especializacao da parede celular das camadas mais interna e mais externa
do cortex cria uma barreira que controla a permeabilidade de ions e as trocas
gasosas (envolvendo oxigénio, carbono e metano), restringe a perda radial de
oxigénio, atua como um suporte estrutural para o aerénquima e bloqueia a entrada
de patdégenos (Seago et al. 2000; Soukup et al., 2002). Existe a hipotese de que a
exoderme tem um papel importante na retengao de niveis de etileno que permitam a
indugao do desenvolvimento do aerénquima (Seago et al., 1999a).

O cortex, em S. montevidensis, é originado a partir da diferenciacédo das
células derivadas do meristema fundamental e da endoderme meristematica. O
primeiro € responsavel pela formacdo do cortex externo e o segundo, pelo
aerénquima, cortex interno e endoderme. Este mesmo padrao ontogenético foi
observado no cortex das raizes adventicias de Hydrocharis morsus-ranae (Seago et
al., 1999b).

Na descricdao anatdmica de Alismataceae, o cortex externo é referido como
exoderme (Stant, 1964; Tomlinson, 1982), devido a presenca de suberina na parede
celular em uma ou mais de suas camadas. A exoderme é definida como um tipo
especial de hipoderme, que, de forma similar a endoderme, possui estrias de
Caspary e pode desenvolver lamela de suberina e espessamento da parede celular
(“parede terciaria”) (Esau, 1974; Enstone et al., 2003). Estudos realizados com
espécies aquaticas, como Typha (Seago et al., 1999a) e Phragmites (Soukup et al.,
2002), verificaram a presencga de precursores da lamela de suberina antes mesmo do
desenvolvimento das estrias de Caspary.

Para o género Sagittaria, com especial referéncia para S. lancifolia e S.
variabilis, Stant (1964) descreve a existéncia de uma exoderme formada por duas

camadas de células, sendo a mais externa suberizada e a mais interna
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parenquimatosa. O mesmo foi constatado em S. montevidensis. Sugere-se, no
entanto, a utilizagdo do termo cortex externo para as duas camadas existentes logo
abaixo da epiderme da raiz da espécie em questdo, uma vez que a mais externa se
diferencia em exoderme e a mais interna mantém-se como hipoderme. Nesta ultima,
séo diferenciados dutos secretores.

Tomlinson (1982) relata que os canais de secreg¢do geralmente estéo
ausentes nas raizes de Alismataceae. Em S.montevidensis, foi verificada a presenca
dessa estrutura na hipoderme da raiz, registros também feitos para S. latifolia
(Severin, 1932 apud Guttenberg, 1968), Alisma (Guttenberg, 1968), Lymnophyton e
Wiesneria (Tomlinson, 1982). Por outro lado, Echinodorus paniculatus apresenta
dutos na regido mediana do cortex ou na camada limite do cértex e exoderme
(Scremin-Dias, 2000), sendo, portanto, originados da diferenciagdo das células
derivadas da endoderme meristematica. Concordamos com Scremin-Dias (2000)
quando sugere a utilizagdo do duto secretor como carater para aplicagao nos estudos
taxondmicos da familia, por ser a raiz o 6érgao vegetativo mais conservativo da planta
e haver diferenca quanto a presenca ou auséncia do tecido de secrecido nos
diferentes géneros. Além da presenga da estrutura secretora, acreditamos ser
possivel a utilizagdo da sua origem (meristema fundamental ou endoderme
meristematica) como um outro estado para o carater. E necessario, entretanto,
incrementar investigagées com um maior numero de espécies dos diferentes géneros
da familia, a fim de confirmar essa hipoétese.

O recente artigo, sobre o papel da endoderme e do periciclo no espessamento
primario de monocotiledéneas, traz um breve histdrico sobre a identificacdo e
terminologia adotada para o tecido cortical com atividade meristematica (Menezes et
al., 2005). As autoras (/.c.) relatam que o termo “endoderme meristematica” foi criado
por Williams (1947) para descrever a fase meristematica da endoderme no
meristema subapical e nos tecidos primarios das raizes de plantas vasculares. Hurst
(1954) definiu como proendoderme a camada que origina parte do coértex. Van Fleet
(1961) enfatizou a ocorréncia de uma fase meristematica da endoderme, como
sugerido por Williams, tornando sinbnimos os termos proendoderme e endoderme
meristematica. Atualmente, ambos os termos sao encontrados na literatura. No
presente estudo adotou-se o termo endoderme meristematica.

Melo-de-Pinna e Menezes (2003), no estudo de raizes adventicias de

Richterago, relatam a origem da endoderme meristematica a partir de uma das
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células do meristema fundamental, que sofre divisbes anticlinais e periclinais para
formar o coértex interno e permanece como uma camada meristematica até sua
diferenciagdo em endoderme com as estrias de Caspary.

De acordo com Williams (1947 apud Menezes et al.,, 2005), a endoderme
meristematica origina os tecidos entre a endoderme e a hipoderme. Melo-de-Pinna e
Menezes (2002) sugerem que a endoderme meristematica origina 2/3 do cortex da
raiz de lanthopappus corymbosus e a parte externa do cortex seria o resultado das
divisdes celulares da hipoderme, em um estadio precoce da diferenciagdo. Seago e
col. (1999b) mencionam que a proendoderme origina o parénquima fundamental
interno e mediano das raizes de Hydrocharis morsus-ranae.

A endoderme meristematica é responsavel pela formagdo da maior parte do
cortex da raiz de S. montevidensis, incluindo o aerénquima, coértex interno e
endoderme.

Segundo Menezes e col. (2005), um dos aspectos que tem sido negligenciado
€ a disposicao radial das células do cortex nas raizes de mono e dicotiledéneas, as
quais sao originadas das células da endoderme e denominadas, pelos autores, como
“derivadas da endoderme meristematica” (DEM). Muito embora, Williams (1947 apud
Menezes et al., 2005) ja se referia ao arranjo das células corticais, em relagéo a
camada endodermal, como prova da natureza meristematica dessa ultima. Seago e
col. (2005) utilizam essa caracteristica, associada a expansao celular, na
diferenciagao dos processos de formacao de aerénquima.

O numero de camadas do cértex compostas pelas DEM varia conforme a
espécie, podendo formar somente o cértex interno, como em Richterago (Melo-de-
Pinna e Menezes, 2003) e Zingiber officinale (Menezes et al., 2005); quase todo o
cortex, como em Echinodorus paniculatus (Scremin-Dias, 2000), Pontederia cordata
(Seago et al.,, 2000), Bacopa salzmanii e B. monnierioides (Bona, 1999),
lanthopappus corymbosus (Melo-de-Pinna e Menezes, 2003), Cyperus papyrus
(Menezes et al., 2005), ou ainda todo o cortex, como em Cephalostemon riedelianus
(Urano e Menezes, 1996) e Nymphoydes indica (Conceigao e Menezes, 1996).

Na raiz adventicia de Sagittaria montevidensis, quase todo o tecido cortical é
formado pelas DEM, as quais constituem o cortex interno (adjacente a endoderme) e
o aerénquima (localizado entre o cortex interno e o externo). O mesmo foi verificado
em S. lancifolia (Schussler e Longstreth, 1996; Longstreth e Borkhsenious, 2000),

para a qual os autores descrevem essa regido como “fileiras radiais das células do
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cortex constituidas por cinco células entre a endoderme e as camadas
hipodérmica/epidérmica”.

No material analisado, ndo foi constatado o espessamento das paredes
celulares da camada mais interna do cortex adjacente a endoderme, como relatado
para o género por Stant (1964) e Tomlinson (1982). Provavelmente, as raizes
adventicias coletadas, ap6s o periodo do experimento, ndo haviam chegado a sua
completa maturidade.

Stant (1964) refere-se ao aerénquima como a caracteristica anatdbmica mais
saliente em Alismataceae e o descreve como espacos intercelulares esquizégenos
que ocorrem em todas as partes da planta e em todas as espécies da familia.

Classicamente, a formagao do aerénquima nos diferentes érgaos vegetativos
é descrita através de dois mecanismos, denominados esquizogenia e lisogenia. No
primeiro, os espacos aeriferos sao o resultado da separagao das células na regido da
lamela média. No segundo, ocorre a morte e dissolugdo celular para que haja a
formagao das lacunas (Drew et al., 2000; Longstreth e Borkhsenious, 2000).

A constatacdo desses dois processos foi feita em meados do século XIX,
sendo denominados e definidos por De Barry em 1877 (apud Seago et al., 2005). No
periodo subsequente, diversas pesquisas foram realizadas em nivel morfolégico e
estrutural, entretanto pouco se sabe sobre a regulagdo génica no processo de
formagdo desse tecido (Evans, 2003). Atualmente, evidéncias experimentais
sugerem que a formagéo das lacunas pelo mecanismo de lise celular é regulada pelo
etileno, um fitohormdnio que ativa o sitio de transdugdo de proteinas quinase,
levando a fosforilacdo protéica e, consequentemente, a morte celular. O papel do
etileno e as descri¢des classicas da lise celular ttm embasado a hipdtese de que a
formacdo dos espagos celulares € o resultado de um tipo de morte celular
programada (He et al., 1996; Schussler e Longstreth, 1996; Drew et al., 2000).

Recentemente, Seago e col. (2005) propuseram um terceiro mecanismo para
formagdo de aerénquima na raiz, ao qual denominaram expansigenia. Nesse
processo, pequenos espacos intercelulares sao formados entre as células do
meristema fundamental, na regido do meristema apical do tipo aberto. Esses
espacgos intercelulares sao de origem esquizdogena e a sua transformagcdo em
lacunas é devido a divisdo e expansao celular, e ndo mais pela separacédo da parede
celular das células que o rodeiam. Exemplos de aerénquimas de origem expansigena

sdo os de arranjo em favo de mel (“honeycomb”) e os compostos por fileiras radiais,
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formadas por células braciformes. Os autores (l.c.) verificaram a presenca de
expansigenia no cortex das raizes de angiospermas basais (Nymphales e Acorales).

O aerénquima da raiz de Sagittaria montevidensis, quando maduro, é formado
por fileiras radiais unisseriadas de células colapsadas. O colapso das células nao é
simultdneo em uma mesma fileira e antes de ocorrer o colapso das células, ha
primeiramente a separacado das paredes celulares anticlinais, caracterizando o
processo esquizégeno. Ao nivel da microscopia optica, ndo foram identificados
conteudos celulares nas células que compde os septos, sendo esses formados,
aparentemente, pelas paredes celulares residuais. Dessa forma, poderia se supor a
ocorréncia de morte celular, ou seja, do processo lisigeno. Campbell e Drew (1983)
reconhecem que o colapso das paredes celulares € um dos ultimos eventos no
processo da morte celular. A formagdo do aerénquima em Phragmites australis &
similar ao observado em S. montevidensis e é classificado como padrao radial de
lisigenia (Seago et al., 2005), no qual a separagao esquizégena é acompanhada ou
seguida pelo colapso e morte das células dispostas em fileiras radiais no coértex
mediano (Soukup et al., 2002).

Schussler e Longstreth (1996) estudaram a formacgao do aerénquima na raiz e
no peciolo de S. lancifolia. Na raiz, o inicio do desenvolvimento das lacunas ocorre
através do aumento dos espacos intercelulares por esquizogenia. A medida que o
tecido se distancia do apice radical, os espagos tornam-se maiores e inicia-se a lise
celular no cortex mais externo. Os autores (/.c.) verificaram que o numero de células
no raio e o numero de raios ndo aumentaram, ao contrario do volume das lacunas
que teve um aumento linear com o distanciamento do apice da raiz, sem haver, no
entanto, aumento no didmetro do 6rgado. Ao investigarem as mudangas na estrutura
da célula durante a formagdo do aerénquima da raiz, através da utilizacdo de
microscopia eletrénica de transmissao, Schussler e Longstreth (2000) concluiram
que a lise das células poderia ser por morte celular programada nao-apoptaética.

Longstreth e Borkhsenious (2000) analisaram a ultraestrutura das células
durante o desenvolvimento do aerénquima em trés espécies de plantas aquaticas,
entre as quais S. lancifolia. Verificaram que os espacos aeriferos sdo formados pela
deformacgédo das células do coértex e ndo pela desintegragdo das células por um
processo lisigeno. Isto é, as células aparentemente colapsadas permanecem vivas,
devido a presengca de membrana plasmatica e tonoplasto intactos, mitocondrias e

dictiossomas normais. O nucleo, entretanto, foi raramente observado nessas células.
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Os autores (I.c.) sugerem que, no tecido com espagos aeriferos maduros, a
permanéncia da integridade das células que formam as colunas radiais permite o
transporte via simplasto entre o estelo e a epiderme.

Concordamos que o transporte simplastico deva ocorrer através das células
do cértex, inclusive pelos septos radiais, uma vez que a raiz de Sagittaria apresenta
uma exoderme e uma endoderme que impedem a passagem da maior parte dos
solutos via apoplasto. Entretanto, levantam-se as seguintes questdes: as células dos
septos seriam similares as células do floema, sendo coordenadas por células
nucleadas do cortex interno ou da hipoderme; ou as amostras utilizadas nos referidos
trabalhos ndo abrangeram todos os estadios de formacéo dos septos, chegando a
completa morte de suas células? Por outro lado, se os septos sao formados apenas
por paredes celulares, como o transporte simplastico € feito entre as células do

cortex externo e interno?

6.5. Sistema foliar

Em folhas de diversas macréfitas vasculares, foram registradas modificagoes
significativas quanto ao grau de lignificacdo dos feixes vasculares e distribuicdo das
lacunas aeriferas, quando crescidas em ambientes com intensa variacdo da lamina
d'agua.

Em Echinodorus tenellus e E. paniculatus foi verificado que o grau de
lignificagdo das unidades vasculares (elementos traqueais, fibras e extensdo da
bainha) esta diretamente relacionado ao habito da planta, bem como a
disponibilidade de agua e com o ambiente onde a folha se desenvolveu. Em ambas
espécies, as folhas submersas possuem feixes vasculares menores e pouco
lignificados, as emersas possuem unidades vasculares maiores e com fibras
lignificadas e, as provenientes de plantas desenvolvidas em solo livre de inundagéo,
possuem fibras e demais células do xilema com paredes celulares altamente
espessadas e lignificadas (Scremin-Dias, 2000). Resultados semelhantes foram
observados em outras espécies anfibias, como Ludwigia sedoides (Scremin-Dias,
1992), Alternathera philoxeroides, Bacopa salzmanii, B. monnierioides (Bona, 1993,
1999), Neptunia plena (Resende, 1996) e Otachyrium seminudum (Ribeiro e Estelita,
1999).
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As folhas de Sagittaria montevidensis, de um mesmo tipo morfolégico, quando
desenvolvidas nas profundidades de agua testadas (5,10, 20cm), ndo apresentaram
variagcbes na estrutura dos tecidos. O espessamento das fibras periciclicas e
extensdo de bainha foram de constituicdo pecto-celuldsica, localizadas nos bordos
foliares e na nervura central das folhas mais espessas.

Em todos os tratamentos, as folhas espatuladas e sagitadas apresentaram um
comprimento peciolar que ultrapassava o nivel d’agua, sem haver alteracdo no
comprimento do limbo. Wooten (1986) obteve resultados similares em seis espécies
de Sagittaria germinadas em solo saturado e em profundidade de 4 a 27 cm. O autor
observou que as laminas foliares apresentaram um decréscimo no comprimento e
largura com a submersédo e um aumento no comprimento do peciolo.

Conclui-se que o investimento energético da planta € destinado a
multiplicagdo e/ou alongamento celular e ndo na sintese de parede secundaria.
Interpreta-se esse resultado como uma adaptagcdo ao ambiente em que a folha se
desenvolve, uma vez que a coluna d’agua permite a sustentagdo do 6rgao, tornando
dispensavel a formacédo de um tecido mecanico altamente diferenciado. A alocagao
de energia parece ser focada para a emergéncia do 6rgado acima do nivel da agua e,
consequentemente, ao contato com a atmosfera.

Entretanto, os niveis testados no presente trabalho foram estaveis. Estudos
com plantas desenvolvidas sob condi¢bes mais severas quanto as condigdes de
inundagcdo e dessecamento, visto ser uma planta anfibia, poderao identificar outras
formas de comportamento morfo-anatémico da espécie.

Sagittaria € um exemplo classico de heterofilia, a qual é considerada como o
resultado de uma sequéncia ontogenética, sendo neste género desvinculada dos
fatores ambientais (Wooten,1986). Ao analisar o padrdo de desenvolvimento de
nove espécies de Sagittaria, Kaul (1984) observou que algumas delas possuem uma
série heteroblastica, iniciando com folhas lineares, posteriormente folhas com limbo
flutuante e, por fim, folhas emergentes com lamina completamente expandida.

Em S. montevidensis foi verificada a presenca de heteroblastia no
desenvolvimento foliar, com a formacédo de folhas lineares, seguidas da forma
espatulada e, por ultimo, a sagitada. Em condi¢des desfavoraveis para o seu
estabelecimento, verificou-se que a planta permanece na forma juvenil (folhas
lineares) e a emissao dos escapos florais ocorre somente quando ha a expansao da

folha adulta (sagitada). Esse mesmo comportamento foi relatado por Kaul (1987). O
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autor relata que em espécies de Sagittaria (com folhas sagitadas) anuais e as
perenes com maior plasticidade, sob determinadas condi¢cdes, continuam a produzir
folhas lineares, porém nunca produzem flores até o surgimento de alguma folha
sagitada. Pelo exposto, podemos incluir S. montevidensis no grupo de plantas
perenes com maior plasticidade fenotipica entre as espécies do género.

Os tipos foliares de sagitaria apresentaram a anatomia caracteristica da
maioria das plantas aquaticas, isto é redugcdo do tecido de protecado, sustentacgao,
conducéo (principalmente o xilema) e presenga de camaras de ar com diafragmas
clorofilados (Fahn, 1990; Dickson, 2000).

Devido as macréfitas ndo serem expostas a condicdo de deficiéncia hidrica e
a agua refletir e absorver quantidade substancial da radiacdo fotossinteticamente
ativa, a epiderme deixa de exercer o papel de protecdo e passa a contribuir na
absorgao de nutrientes e trocas gasosas (Fahn, 1990).

Embora as células epidérmicas possuam uma menor quantidade e tamanho
de cloroplastos, em relagdo ao mesofilo, o sistema dérmico € importante para a

reducdo da resisténcia a difusdo durante o transporte do CO, aos sitios de

carboxilagdo. Com a atuacgao conjunta do mesofilo e epiderme, a taxa fotossintética
das macrofitas torna-se similar a das plantas terricolas (Ronzhina e P’yankov,
2001a).

A epiderme das folhas de sagitaria apresenta cuticula, paredes celulares
delgadas e presencga de cloroplastos. Esses caracteres demonstram a participacao
do tecido nas funcdes de absorcao e assimilagio.

Observou-se que independente da morfologia ou do grau de submersio as
folnas de sagitaria sdo anfiestomaticas. Essa caracteristica € incomum para a
maioria das macrofitas, principalmente no que diz respeito as folhas submersas,
onde geralmente os estdbmatos sdo ausentes (Fahn, 1990; Menezes et al., 2003).
Porém, a presenca de estdmatos funcionais em folhas submersas ja foi descrita para
Sagittaria, Alisma e Echinodorus e também em espécies anfibias da familia
Scrophulariaceae (Porsh, 1903 apud Napp-Zinn, 1973; Scremin-Dias e Morretes,
1997; Bona, 1999; Scremin-Dias, 2000).

Embora ndo tenha sido feita analise quantitativa quanto a frequéncia
estomatica, observou-se uma tendéncia dos estdbmatos ocorrerem preferencialmente

na face adaxial das folhas e a forma espatulada apresentar mais estdbmatos, quando
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comparada aos outros dois tipos foliares. Essa caracteristica esta provavelmente
relacionada a estrutura do mesofilo e ao papel que essa folha desempenha no ciclo
vegetativo da planta, como sera discutido posteriormente.

Outros caracteres descritos para a anatomia foliar do género, também foram
constatados em S. montevidensis. A lamina foliar apresenta epiderme com
estdbmatos paraciticos; mesofilo com presenca de dutos secretores associados aos
feixes vasculares ou situados na hipoderme, presenca de cristais de oxalato de calcio
e aerénquima com diafragmas; feixes vasculares com xilema voltado para a face
adaxial e feixes vasculares menores, inversamente orientados (observado apenas
nas folhas submersas); na nervura central das folhas emersas, presenga de um
pequeno feixe vascular abaixo do feixe vascular central de maior porte (Stant, 1964;
Tomlinson, 1982).

Os resultados apresentados para S. montevidensis revelaram uma
peculiaridade no desenvolvimento foliar quanto a estrutura do mesofilo, durante a
série heteroblastica de desenvolvimento, isto é folha jovem (linear), folha
intermediaria (espatulada) e folha madura (sagitada):

A folha linear é bastante delgada, possui um mesofilo formado por uma
camada continua de células clorofiladas, isodiamétricas, adjacentes a face adaxial da
epiderme e por um parénquima esponjoso com grandes lacunas aeriferas e menor
quantidade de plastidios em suas células. Padrao similar foi encontrado em folhas
com forma de fita de S. sagittifolia (Stant, 1964).

A folha espatulada é mais espessa e densa, apresenta um mesofilo com uma
a duas camadas de parénquima palicadico na face adaxial e o restante do mesofilo é
preenchido por um parénquima esponjoso. Todo o mesofilo possui grande
quantidade de plastidios. Apenas ao redor da nervura central verifica-se a presenca
de aerénquima. Em geral, o mesofilo das folhas emergentes do género é semelhante
ao encontrado na folha espatulada da espécie estudada, podendo ocorrer a presenca
de grandes cavidades aeriferas no mesofilo ou entre os feixes vasculares em
algumas espécies (Stant, 1964; Tomlinson, 1982).

De forma contrastante, o mesofilo da folha sagitada é homogéneo, formado
por aerénquima pouco clorofilado, com grandes lacunas aeriferas interceptadas por
diafragmas.

A adaptacédo das plantas ao ambiente aquatico envolve diferentes niveis de

organizacao do aparelho fotossintético, incluindo a morfologia, o tamanho e o numero
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de células de tecido fotossintético por area. As macrdfitas sdo caracterizadas por
uma baixa massa foliar especifica por unidade de area, aparentemente causada pela
presenca de espagos intercelulares bem desenvolvidos e por uma pequena
quantidade de tecido mecanico (Ronzhina e P’yankov, 2001a). A presenga do

aerénquima bem desenvolvido possibilita a retencdo do CO, liberado durante a
respiracado e fotorrespiragéo, permitindo a reutilizagdo desse CO, na fotossintese

(Dickson, 2000).

Segundo Ronzhina e P’yankov (2001b), grupos de plantas com mesofilo
isolateral e dorsiventral exibem os maiores valores de area de superficie celular e
area de superficie de cloroplasto por unidade de area foliar. Estas caracteristicas

permitem um alto valor de condutividade do mesofilo para o CO, e,

consequentemente, produtividade fotossintética.

A estrutura do mesofilo e suas caracteristicas quantitativas (mesoestrutura)
sdo determinadas pelas condicbes do ambiente, principalmente no que se refere a
luminosidade. Macréfitas com tipos semelhantes de mesofilo (isolateral, dorsiventral
ou homogéneo) tém poucas diferengas na mesoestrutura, mesmo quando essas
plantas pertencem a grupos com diferentes graus de submersdo (Ronzhina e
P’yankov, 2001b). Estas afirmativas foram constatadas em S. montevidensis, a qual
apresentou folhas sagitadas com estrutura dorsiventral, similar a da folha espatulada,
quando desenvolvida em condi¢gdes de sombreamento (resultado ndo-apresentado).

Sugere-se, no entanto, que a heteroblastia observada em S. montevidensis
também esteja relacionada a fase do ciclo vegetativo que a planta se encontra. Isto
€, as folhas jovens (lineares) sdo adaptadas a condicdo de submersdo. A
necessidade de lamina d’agua para germinagdo pressupde que as plantulas
necessitem de estruturas vegetativas que permitam sua sobrevivéncia em condi¢des
com baixa concentracdo de oxigénio e luminosidade. Com o estabelecimento da
planta, surgem as folhas intermediarias (espatuladas). Estas possuem mesofilo bem
diferenciado e adaptado para uma maior eficiéncia fotossintética. Possivelmente esta
fase € responsavel pela maior produgdo de energia e reserva de carboidratos na
forma de amido (estocado no rizoma) que a planta utilizara para a formagédo das
folnas maduras e inflorescéncias. Ja as folhas maduras (sagitadas), além da
assimilagdo, sdo co-responsaveis pela aeracdo do corpo vegetativo, através das

camaras aeriferas, formadas pelo aerénquima e diafragmas.
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Além da lamina foliar, os peciolos das folhas emergentes (espatulada e
sagitada) contém estdomatos na epiderme e o cértex externo € formado por um
clorénquima. Possuem aerénquima com amplas lacunas aeriferas e dutos secretores
dispersos nos septos que delimitam as cavidades de ar e no tecido clorofilado. Essas
mesmas caracteristicas foram observadas no escapo floral. A presenca de
estbmatos, clorénquima e aerénquima permitem que esses oOrgaos também
contribuam na assimilagéo do gas carbdnico.

A absorgédo pelas raizes, transporte e utilizacdo do CO, na fotossintese tem

sido descrito para algumas espécies. Em Typha latifolia foi constatada alta
concentracdo de gas carbbnico na folha, provavelmente derivado da atividade
microbiana no solo e da respiragao da planta, havendo sua difusao até a porgao
aérea, através do sistema de aerénquima (Constable et al., 1992). Embora a

condutancia do CO, para as células fotossintetizantes seja muito menor a partir do
aerénquima do que via epiderme (atmosférica), quando a pressao parcial do CO,

nas lacunas aeriferas esta pelo menos duas vezes maior que a atmosférica, a

fixacdo fotossintética do CO, do aerénquima pode ser significativa em relagéo ao de

origem atmosférica (Constable e Longhtreth, 1994). Devido a alta concentragéo

interna de CO,, a carboxilagdo da ribulose 1,5-bifosfato € favorecida sobre a

oxigenagdo da enzima (Ogren, 1984). Ocorre, dessa forma, um aumento na
producdao de carboidrato e no crescimento da planta, nos periodos de elevada
concentracgao interna do gas carbdnico (Constable et al., 1992).

Um estudo realizado com folhas e caules de Egeria densa, avaliando a
ultraestrutura das células epidérmicas e do aerénquima, possibilitou identificar as
estratégias fotossintéticas utilizadas pelos diferentes o6rgados vegetativos. Os

resultados demonstraram que as folhas sao capazes de utilizar o carbono inorganico
derivado do CO, e de HCO3™. No caule, o aerénquima tem papel fundamental no
suprimento de CO, para as células do clorénquima, facilitando a atividade

fotossintética no caule submerso (Rascio et al., 1991).

O trabalho de reviséo realizado por Keeley (1998), sobre fotossintese CAM
(metabolismo acido das crassulaceas) em plantas aquaticas submersas, cita a
presenca desse padrdao fotossintético para quatro espécies de Sagittaria (S.

isoetiformis, S. teres, S. subulata e Sagittaria sp.), as quais apresentaram alta taxa
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de desacidificagado diurna e morfologia isoetiforme (similar a de Isoétes). Plantas que
vivem em meio com limitacdo de carbono, devido a sua baixa difusdo no meio

aquatico, e que séo capazes de aproveitar os altos niveis de CO, noturno, adquirem

vantagem competitiva potencial sobre as plantas que sofrem a falta de carbono
durante o dia ou sobre as espécies que utilizam energia no transporte de bicarbonato
através das membranas.

Mesmo que ainda nao tenha sido estudada a fisiologia da fotossintese em S.
montevidensis, os dados morfofisiologicos, apresentados nos trabalhos supra
citados, levam a inferir que a espécie estudada possa utilizar alguma dessas
estratégias fotossintéticas, o que Ihe permite aumentar o seu poder competitivo no

ambiente aquatico.

6.6. Sistema reprodutivo

Modificagdes morfolégicas e anatdbmicas nos vegetais, para aumentar ou
melhorar o potencial de aeragdo, é a estratégia mais comum para tolerar a
inundacdo. Algumas espécies diminuem o tamanho do caule como forma de
adaptagcdo ao aumento da profundidade da agua, diminuindo o percurso para o
transporte de oxigénio, como é o caso de Carex acuta, Phragmites australis e
Schoenoplectus lineolatus (van den Brink et al., 1995; White e Ganf, 2002; Ishii e
Kadono, 2004). Para esta ultima espécie foi verificado que, em aguas mais
profundas, as plantas produziram poucas inflorescéncias. Considerando a formagao
da inflorescéncia tamanho-dependente, a baixa producao foi atribuida aos menores
tamanhos dos colmos (Ishii e Kadono, 2004).

A estatura da planta também teve influéncia na producao de flores em Blyxa
aubertii e B. echinosperma, havendo correlagédo positiva entre tamanho e numero de
flores. A quantidade de sementes por fruto ndo foi alterada pelo tamanho do
individuo, mas foi regulada pelo numero de flores produzidas (Jiang e Kadono,
2001a).

Nas espécies monoicas Sagittaria sagittifolia e S.trifolia, foi observado que
plantas menores apresentaram inflorescéncias apenas com flores microsporangiadas
e, com o aumento da estatura da planta, houve a formacao de flores micro e

megasporangiadas. Quanto maior o tamanho da planta, maior numero de flores
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megasporangiadas foi produzido (Huang et al., 2002; Dorken e Barrett, 2003).
Entretanto, plantas menores de S. sagittifolia alteraram a fenologia da floragao e
produziram mais flores e inflorescéncias que as plantas maiores, as quais cresciam
em aguas mais profundas. Essas observagdes indicam que a variagdo na
profundidade da agua tem um papel critico na influéncia do tamanho da planta,
afetando a fenologia da floragdo e a razdo dos esporangios (Dorken e Barrett, 2003).

N&o foram contabilizados os numeros de inflorescéncias e de flores
produzidas por inflorescéncia em S. montevidensis, nas diferentes profundidades
testadas, ao longo do experimento. Entretanto, foi constatado que o comprimento do
escapo floral ndo diferiu significativamente entre plantas de diferentes estaturas. O
escapo sempre foi mais alto que o nivel d’agua onde estava situado.

De forma similar a resposta encontrada no peciolo das folhas emergentes, ha
um alongamento do escapo floral até o contato da parte superior da inflorescéncia
com o ar. Sagittaria € um género entomdfilo (Pacini e Franchi, 2000). Portanto, a
exposicao das flores e do néctar floral a atmosfera é essencial para a realizagao de
reproducao sexuada na espécie.

As observagdes a campo e durante as preparacdes do material para analise
anatbmica permitiram constatar alguns padrbes na fenologia das inflorescéncias, tais
como: a quantidade de flores microsporangiadas € maior que a de flores
megasporangiadas em uma mesma inflorescéncia; as flores dos verticilos
intermediarios podem apresentar gineceu rudimentar; plantas desenvolvidas com
grande disponibilidade de nutrientes apresentaram dois ou mais nés
megasporangiados e com muitas flores por nd; a espécie € protoginica e com antese
sequencial.

Protoginia foi constatada em S. lancifolia subsp. lancifolia (Pimenta, 1992) e S.
trifolia (Huang et al., 2002). Esta ultima também apresenta abertura sequencial dos
botbes florais, da base para o apice da inflorescéncia. Conforme relatado
anteriormente, esse mesmo padrao foi verificado para S. montevidensis. A dicogamia
e antese sequencial criam uma separag¢ao temporal de maturagado dos esporangios e
dos gametofitos (Huang et al., 2002), favorecendo a fecundagéo cruzada e evitando
a geitonogamia (Bertin, 1993).

No género Sagittaria sdo encontrados diferentes sistemas reprodutivos. A
maioria das espécies € monoica, porém encontra-se subandrodioicia em S. lancifolia

subsp. lancifolia (Muenchow, 1998), dioicia em S. latifolia (Wooten, 1971; Sarkissian
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et al., 2001) e andromonoicia em S. guayanensis e S. montevidensis subsp. calycina
(Barrett et al., 2000; Dorken e Barret, 2003).

Barrett e col. (2000) relatam que as unicas espécies anuais no género sao
andromonoicas. As flores nos nos basais das inflorescéncias sao perfeitas,
produzindo um anel de estames funcionais ao redor do domo carpelar e numerosas
flores microsporangiadas ocorrem em posi¢des terminais da inflorescéncia. Segundo
os autores (/.c.), como essas espécies sao invasoras e colonizam campos de arroz,
parece adequado que flores bisporangiadas tenham sido selecionadas para garantir
a ocorréncia de reproducéo sexuada de seus gametofitos.

Trabalhos sobre a plasticidade fenotipica dos o6rgaos vegetativos e
reprodutivos de S. lancifolia e S. latifolia, sob diferentes condi¢cdes nutritivas,
demonstraram que um maior numero de inflorescéncias e uma maior producéo de
flores megasporangiadas, respectivamente, foram produzidas nas concentragdes
mais altas de fertilizantes (Richards e Ivey, 2004; Dorken e Barret, 2004). A produgao
de flores megasporangiadas em S. montevidensis e, consequentemente, de
aquénios, parece ser favorecida com a aplicacdo de nutrientes ao solo. Nas areas
destinadas ao cultivo de cereais, a incorporagao de maior quantidade de frutos ao
banco de sementes incrementa a chance de perpetuacdo e o potencial competitivo

da espécie.

6.7. Esporogénese, gametogénese e fecundagéo

A plasticidade fenotipica dos caracteres vegetativos das macrofitas aquaticas
permite a sobrevivéncia e o0 crescimento desses vegetais em ambientes
heterogéneos, tipicos das areas alagaveis (Dorken e Barrett, 2004). Pouco se sabe
sobre a plasticidade dos caracteres reprodutivos. Cook (1907) relata ter encontrado
diferencas nos endospermas e no desenvolvimento dos embrides de duas espécies
de Nymphaea, embora fossem vegetativamente similares. Por outro lado, encontrou
semelhanga na embriologia de Sagittaria variabilis (S.latifolia) e S. lancifolia, espécies
morfologicamente diferentes.

Os estudos referentes a anatomia da fase reprodutiva em Sagittaria sao
escassos. Entre as vinte e quatro espécies descritas para o género (Haynes e

Hellquist, 2004), cerca de oito possuem dados sobre alguma etapa do processo
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reprodutivo (ver Maheshwari, 1937; Johri et al., 1992; Furness e Rudall, 1999;
Igersheim et al., 2001).

S. montevidensis possui estratégias adaptativas que a tornam uma planta
altamente competitiva nas areas de cultivo de arroz pré-germinado na regido austral
do Brasil.

A fecundacéo é porogamica e ocorre dupla fecundagao. O zigoto (dipléide) &
formado pela fusdo de um dos gametas masculinos com a oosfera e, o endosperma
(triploide), pela fusdo do outro gameta masculino com os nucleos polares da célula
central. A fusdo dos nucleos na célula primaria do endosperma acontece na porgao
calazal e o desenvolvimento do endosperma € do tipo Helobial. A semente é formada
por anfimixia, ou seja, por reproducdo sexuada. Nao registramos a ocorréncia de
apomixia (aposporia, embrionia adventicia ou diplosporia) na espécie. Experimentos
realizados em oito espécies de Sagittaria também demonstraram a inexisténcia de
agamospermia (Wooten,1973; Pimenta, 1992), embora Johri (1936 apud Johri et al.,
1992) relate poliembrionia em S. graminea.

As anteras em S. montevidensis s&o tetrasporangiadas, apresentam os
estratos parietais do tipo Monocotiledéneo, tapete ameboidal com células
uninucleadas e camada média efémera. A microsporogénese € do tipo sucessivo,
produzindo tétrades isobilaterais (ou tetragonais) e, com menor frequéncia,
decussadas. O padrao sucessivo € predominante na ordem Alismatales. As tétrades
resultantes de divisdo sucessiva podem se apresentar em arranjo tetragonal,
decussado, forma de “T”, linear ou romboidal (Furness e Rudall, 1999). A tétrade em
Alismataceae é descrita como isobilateral (Johri et al., 1992), coincidindo com o
encontrado em S. montevidensis. Constatamos também o arranjo decussado para a
espécie.

Os graos de podlen maduros sdo pantoporados e possuem uma exina
espinescente com presenga de “pollenkitt”. A morfologia do grao de pdlen maduro é
semelhante a descrita para Alismataceae por Erdtman (1952) e para o género, por
Argue (1974).

A exina, especialmente quando ornamentada, funciona como depésito de
materiais de origem esporofitica, como “pollenkitt” e substancias protéicas,
importante no mecanismo de compatibilidade e incompatibilidade na interagao pélen-
estigma (Heslop-Harrison, 1975; Heslop et al. 1975). O “pollenkitt” € uma substancia

oleosa, basicamente composta por lipidios e carotendides, que cobre o pdlen de
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muitas angiospermas, principalmente nas espécies entomofilas (Nepi e Franchi,
2000). A unidade de dispersao do polen (UDP) em Sagittaria sdo grupos de monades
unidos por “pollenkitt”. A existéncia de UDP em monocotiledéneas possivelmente
esta associada a necessidade de transferir um grande numero de pdlen e ao retorno
para o habitat aquatico (Pacini e Franchi, 2000).

No estadio de dispersao, o grao de polen de sagitaria € tricelular e tem seus
nucleos organizados em uma unidade germinativa masculina. Pacini e Franchi (2000)
mencionam que o polen, em Alismataceae, € liberado com um leve grau de
desidratacdo. Essas duas caracteristicas ndo propiciam longo tempo de vida ao
andrdfito, pois ele nao precisa ser muito mais hidratado para que ocorra a
germinacgao do tubo polinico (Pacini e Franchi, 2000) e, provavelmente, porque parte
de suas reservas energéticas (amido) ja foi utilizada para manter a respiragéo celular
durante a divisdo da célula generativa (Lersten, 2004).

Quando o pdlen é depositado sobre o estigma da flor megasporangiada, estas
mesmas condigdes permitem um rapido crescimento do tubo polinico, o qual
transporta a unidade generativa masculina com os gametas ja em condigdes de
efetuarem a fecundagéo. Possivelmente, esta seja uma estratégia que contribui para
a velocidade do processo de reproducao sexuada, o que € importante para as
plantas que habitam ambientes expostos a disturbios ambientais constantes.

O rudimento seminal em S. montevidensis possui placentacdo basal, é
anatropo, bitegumentar e tenuinucelado. Podem ocorrer uma ou duas iniciais
arquesporiais subdérmicas. Entretanto, apenas uma completa a esporogénese.

Na primeira fase da divisdo meidtica, a célula-mae de megasporos produz
uma diade. A célula de posi¢ao micropilar degenera e a calazal entra na segunda
fase meidtica, finalizando a esporogénese em uma condigdo bispdrica. O
desenvolvimento do gametdfito € do tipo Allium.

O gindfito maduro é, geralmente, formado por seis células e sete nucleos.
Com frequéncia muito menor, encontram-se gindfitos com sete células e oito
nucleos. A megasporogénese e megagametogénense na espécie estudada
coincidem com a descri¢&o feita para Alismataceae por Johri e col.(1992).

Em algumas monocotileddneas, um mesmo género pode apresentar formagéao
do saco embrionario por mais de um processo sexuado e/ou assexuado. Por exemplo,
Allium e Burmania contém espécies diplosporicas (apomiticas) e bisporicas

(anfimiticas); Scilla, Smilacina, Tulipa, Epidendrum e Orchis possuem representantes
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bispdricos e tetraspéricos. Além dessa peculiaridade, muitas monocotiledéneas
apresentam poliembrionia (revisdo em Carman, 1997). O levantamento realizado pelo
autor (/.c.) verificou a existéncia de polisporia (bi e tetrasporia) em oitenta e oito
familias, das quais sessenta e oito sdo bisporicas.

Espécies apomiticas, polispéricas e poliembribnicas tendem a ocorrer em
familias cosmopolitas, nas quais a heterozigosidade prevalece (Carman, 1997).
Formas de polisporia, assim como formas de apomixia, sdo anomalias derivadas de
origem polifilética, amplamente difundidas (Johri et al., 1992).

Recentemente foram identificadas similaridades citologicas entre apomixia e
polisporia, o que sugere uma origem comum (Carman et al., 1991; Peel et al., 19973;
Peel et al., 1997b). Assim como observado na apomixia gametofitica, a polisporia
apresenta modificagdes no desenvolvimento do rudimento seminal, mas oosferas
hapléides sao formadas.

A “gametofitizagdo precoce da célula-mae de megasporo (CMM)” é atribuida as
espécies apomiticas e tetraspdricas. Nelas a célula-mae de megasporo sofre
cariocinese, sem a correspondente citocinese; a vacuolagdo ocorre em estagio inicial
do desenvolvimento; e ndo ha deposicao de calose na sua parede. Por essas razoes,
existe uma rapida expansao da CMM, o que permite a formagao precoce do gindfito
(Carman, 1997).

Ainda que no processo bisporico haja formacao da diade, a inexisténcia de
uma segunda citocinese durante a esporogénese e a formagao do saco embrionario
a partir de um estado binucleado, propiciam menor gasto energético e nutricional (por
nao ser necessaria sintese de parede). A diminuigado de um ciclo mitético proporciona
maior rapidez na formacao do gindfito e, conseqiientemente, sua disponibilidade para
fecundagao. Por estas consideragdes, sugere-se que a existéncia de bisporia em S.
montevidensis seja uma estratégia que amplia a eficacia na colonizagdo de

ambientes instaveis.
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VII. CONCLUSOES

As estratégias vegetativas e reprodutivas utilizadas por Sagittaria
montevidensis permitem sucesso no seu estabelecimento em ambientes expostos
a disturbios constantes. Este trabalho abordou alguns caracteres relacionados a

capacidade de adaptagao observada na espécie:

e A morfologia do embrido permite um rapido estabelecimento e independéncia
de nutricao heterotrofica;

e Em condicdes de estresse, a alocacdo de energia € destinada a multiplicagao
e/ou alongamento celular, sem afetar a biomassa foliar, possivelmente através
da mobilizagdo de nutrientes, obtida com a translocagao de recursos a partir
dos orgaos subterrdneos. A resposta morfolégica apresentada pela folha e
pelo escapo floral propicia o contato dos 6rgaos com a atmosfera, mantendo
0s processos de assimilacdo, aeracdo e reprodugdo sexuada,
respectivamente.

e A presenca de um sistema de aeracdo bem desenvolvido, através da
diferenciacdo de aerénquima nos Orgdos vegetativos, assegura a
sobrevivéncia da planta em condi¢bes de hipoxia.

¢ A anatomia dos diferentes tipos foliares, associada a fase do ciclo de vida em
que a planta se encontra e a sua plasticidade fenotipica em resposta as
condicbes ambientais mais ou menos favoraveis, proporcionam a otimizagao
dos recursos disponiveis.

e O desenvolvimento de folhas, com estrutura de mesofilo que permite alta
eficiéncia fotossintética (dorsiventral), possibilita um acumulo de reserva
energética em um curto periodo de tempo.

e A fenologia da floragdo, apresentando protoginia e antese sequencial,
favorece a polinizagao cruzada e, consequentemente, a heterozigosidade nas
populagdes.

e O desenvolvimento e morfologia dos gametdéfitos sugerem uma otimizagao do
processo reprodutivo sexuado, através da dispersao de androfitos tricelulares

e do desenvolvimento do gindfito a partir de um bisporo.
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VIIl. CONSIDERAGOES FINAIS

As analises morfo-anatdbmicas de algumas etapas da fase vegetativa,
reprodutiva e as observagbes a campo, comparadas a literatura, nos permitem

realizar algumas inferéncias e propor algumas sugestdes:

Mantendo-se a proposta de manejo através do regime hidrico, investigar as

respostas morfo-anatdémicas dos 6rgédos vegetativos (aéreos e subterraneos)

em outros niveis de submersdo e outros fatores envolvidos, tais como

variagcado da lamina d’agua, periodo de submersao ou exposi¢ao e frequéncia.

e Detalhar a abordagem sobre o tempo de viabilidade dos aquénios nos bancos
de sementes, associando esse dado com a incapacidade de germinagao em
solo saturado.

e Efetuar estudos sobre a influéncia da salinidade sobre a germinagéo,
emergéncia e desenvolvimento dos esporofitos.

e Aprofundar os estudos sobre a biologia da espécie no que se refere a

histogénese do aerénquima e dinamica do transporte de solutos no cértex da

raiz; fisiologia da fotossintese e biologia da reprodugdo, associando-a a

variacdes de fatores ambientais.

Gibson e col. (2001) sugerem que o arroz pode tolerar infestagbes
relativamente altas de sagitaria (até 200 plantas/m2) sem perda de produtividade,
considerando a macréfita aquatica uma espécie pouco competitiva em culturas de
arroz pré-germinado. Entretanto, os autores (/.c.) salientam que a falta de controle
quimico pode levar ao enriquecimento do banco de sementes, permitindo um
aumento na populagdo de sagitaria em niveis que possam afetar a produgcéo de
arroz.

Considera-se que uma das medidas preventivas mais eficientes contra plantas
infestantes de areas orizicolas é impedir a producdo de sementes, pois para a
maioria delas, este representa o principal meio de reinfestacdo (SOSBAI, 2005).
Como durante a entressafra e preparo do solo, a area de semeadura do arroz passa

por diversas intervengdes, dependendo do sistema de plantio empregado, os

85



propagulos vegetativos ou as sementes de sagitaria tém as chances diminuidas para
constituirem-se como plantas perenes.

Associando-se estas informacdes a possivel existéncia de uma relagao
tamanho-dependente relacionada ao porte da planta e o numero de flores
megasporangiadas na espécie, sugere-se como uma possibilidade de manejo, o
controle mecanico, ou de outro tipo, nas bordas das taipas e nos valos de drenagem
dos campos irrigados, pois essas areas favorecem o estabelecimento de plantas
perenes com orgaos de reservas, possivelmente, bem desenvolvidos. Assim, a
interrupcado dos ciclos de multiplicagcdo e disseminagcdo dessas plantas permite a
diminuicdo da competitividade de sagitaria nas culturas, sem prejuizo para

produtividade de arroz.
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X. APENDICE

Teste de Krunskall-Wallis (analise de varidncia nao-paramétrica), nivel de significancia de

5%.
Test Statistics
Comprimento Numero de
Numero total ] Massa seca | Comprimento
da parte raizes
] de folhas . (9) folha linear (cm)
aérea (cm) adventicias

Chi-Square 10,260 4,393 1,508 ,286 2,333

df 2 2 2 2 2

Exact Sig. ,000 71 499 ,882 429
Comprimento | Comprimento | Comprimento | Comprimento ) Comprimento

Comprimento
peciolo folha limbo folha peciolo folha limbo folha total
i ) escapo floral | o
espatulada espatulada sagitada sagitada (cm) inflorescéncia
cm

(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Chi-Square 7,912 5,007 11,083 4,075 3,883 524
df 2 2 2 2 2 2
Exact Sig. ,007 ,074 ,000 ,130 ,148 ,788
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Estatistica descritiva para as variaveis e teste de comparagdes multiplas ndo-paramétrico.

Variavel Trat. Média * | Erro padrdo | Desvio padrdo | N
5cm | 23,5A 2,749 6,147 | 5
Parte aérea 10cm | 32,9AB 1,800 4,026 | 5
20cm | 40,0 B 2,620 5,859 | 5
5cm |34 0,245 0,548 | 5
No. total folhas 20cm | 4,2 0,490 1,095 | 5
10cm | 44 0,400 0,894 | 5
5cm | 50,8 7,599 16,991 | 5
No. total raizes 10cm | 51,2 2,709 6,058 | 5
20 cm | 66,2 9,997 22,354 | 5
20cm | 0,55 0,132 0,295 | 5
Massa seca 5 cm | 0,556 0,142 0,317 | 5
10 cm | 0,584 0,095 0,213 | 5
10cm | 3,2 - -1
Comprimento folha linear 5cm | 8,18 2,799 5,598 | 4
20cm | 14,5 3,804 6,590 | 3
5cm | 16,9 A 2,054 4594 | 5
Comprimento peciolo espatulada 10cm | 23,1AB 1,651 3,692 | 5
20cm | 27,3 B 2,243 3,884 | 3
5cm | 4,2 0,765 1,710 | 5
Comprimento limbo espatulada 20cm | 5,2 0,772 1,337 | 3
10cm | 6,3 0,176 0,393 | 5
5cm | 153A 1,869 3,737 | 4
Comprimento peciolo sagitada 10cm | 21,2AB 0,952 2128 | 5
20cm | 319 B 2,468 5518 | 5
5cm |52 0,602 1,205 | 4
Comprimento limbo sagitada 10cm | 6,1 0,323 0,721 | 5
20cm | 7,5 0,891 1,782 | 4
5cm | 13,4 0,715 1,430 | 4
Comprimento escapo da inflorescéncia | 10 cm | 15,7 1,408 3,149 | 5
20cm | 19,3 4,275 9,560 | 5
20cm | 18,9 6,585 14,724 | 5
Comprimento total da inflorescéncia 5cm | 19,2 1,122 2,245 | 4
10 cm | 40,7 21,106 47,195 | 5

* Média entre valores de cada planta e em seguida entre os valores de cada vaso. Médias seguidas de mesma

letra dentro de uma mesma variavel ndo séo diferentes significativamente a um nivel de significancia de 5%.
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