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RESUMO



O aerénquima e um tecido com grandes lacunas de ar que permite a circulacdo continua
de gases no interior da planta. Este tecido € muito comum em plantas aquéticas ou sujeitas
ao alagamento, porém apresenta diferentes arquiteturas ou padrdes morfoldgicos.
Interessantemente, plantas com o mesmo tipo estrutural de aerénquima podem apresentar
processos de formacdo distintos, ou seja, podem ser formados por esquizogenia
(separacao celular), lisigenia (morte celular) ou expansigenia (divisdo seguido de
expansdo celular). Nymphoides humboldtiana é uma planta aquatica comum nas lagoas
brasileiras e, embora a arquitetura do aerénquima neste género tenha sido tema de alguns
trabalhos, ainda ha dados controversos sobre os processos de sua formacgdo na raiz. A
identificacdo do tipo de aerénquima dessa espécie & controversa na literatura, sendo
identificado tanto como esquizogeno quanto lisigeno. Nesta dissertacéo, foi identificado
0 tipo de formagdo de aerénquima, incluiu-se também a identificacdo de compostos da
parede celular através da imunocitoquimica, pois a parede celular tem papel fundamental
na adesdo celular e a identificacdo desses polimeros comparando as células formadoras
do aerénquima com as celulas intactas da regido do cortex durante formacdo do
aerénquima podem ser fundamentais para o entendimento desses processos. N.
humboldtiana foi coletada em lagoas do litoral norte do Rio Grande do Sul. As raizes
foram processadas para analises em microscopia de luz em campo claro e testes
imunocitoquimicos foram feitos sob microscopia de fluorescéncia. Na investigacdo da
anatomia da raiz de N. humboldtiana, encontrou-se evidéncias de formacdo de
aerénquima do tipo esquizo-lisigeno. Além disto, os resultados também demonstraram
que durante processo de diferenciacdo celular ocorre perda de componentes estruturais da
parede celular. Algumas pectinas, hemiceluloses e proteinas ndo foram observadas no
estadio de maturacdo em células que sofrem alongamento celular e/ou colapso,
diferentemente do que ocorrem nos demais estadios de desenvolvimento da raiz. Estes
achados indicam que as células da raiz, durante o processo de amadurecimento, sofrem
lisigenia.

Palavras-chave: imunocitoquimica da parede, aerénquima esquizo-lisigeno, ontogénese

do aerénquima.

ABSTRACT



The aerenchyma is a tissue with large air gaps that allows the continuous circulation of
gases within the plant. This fabric is very common in aquatic plants or subject to flooding,
but it has different architectures or morphological patterns. Interestingly, plants with the
same structural type of aerenchyma can have different formation processes, that is, they
can be formed by schizogeny (cell separation), lysigeny (cell death) or expansigeny
(division followed by cell expansion). Nymphoides humboldtiana is a common aquatic
plant in Brazilian lagoons and, although the architecture of the aerenchyma in this genus
has been the subject of some studies, there are still controversial data on the processes of
its formation at the root. The identification of the type of aerenchyma of this species is
controversial in the literature, being identified as schizogenous and lysigenous. In this
dissertation, the type of aerenchyma formation was identified, the identification of cell
wall compounds by immunocytochemistry was also included, since the cell wall has a
fundamental role in cell adhesion and the identification of these polymers by comparing
aerenchyma-forming cells with intact cells in the cortex during aerenchyma formation
may be instrumental in understanding these processes. N. humboldtiana was collected in
ponds on the northern coast of Rio Grande do Sul. The roots were processed for analysis
under light microscopy in a bright field and immunocytochemical tests were performed
under fluorescence microscopy. In the investigation of the anatomy of the root of N.
humboldtiana, evidence of formation of a schizo-lysigeny aerenchyma was found. In
addition, the results also demonstrated that during the process of cell differentiation there
is a loss of structural components of the cell wall. Some pectins, hemicelluloses and
proteins were not observed in the maturation stage of cells that undergo cell elongation
and/or collapse, unlike what occurs in the other stages of root development. These
findings indicate that the root cells, during the ripening process, undergo lysigenous.

Keywords: immunocytochemistry of the wall, schizo-lysigeny aerenchyma and

ontogenesis of the aerenchyma.
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Figura 1: Diagramas dos tipos de aerénquima: representacdo do estagio meristematico
ao aerénquima e estagio maduro; (A) expansigeno favo de mel; (B) expansigeno radial;
(C) esquizogeno; (D) esquizo-lisigeno; (E) lisigeno em pacotes; (F) lisigeno radial; (G)
lisigeno tangencial. Espacos intercelulares e lacunas sdo coloridos de azul claro (Imagem
de Seago et al., 2005)......cccciiiiiiie e e 18

Figura 2: Diagrama esquematico dos principais componentes estruturais da parede
celular primaria e sua disposicao. Microfibrilas de celulose (bastfes cinza), hemiceluloses
(cord@es azuis e purpureos). As pectinas (corddes vermelhos, amarelos e verdes) formam
uma matriz de entrelacamento que controla o espacamento das microfibrilas e a

porosidade da parede (Imagem de Cosgrove, 2005 adaptado por Taiz et al.,

Figura 3: Aspecto geral de N. humboldtiana e local da coleta. A. hdbito da planta. B.
Habito da planta em fen6fase reprodutiva. C. Raiz da planta com os estadios de
desenvolvimento: estadio | corresponde ao apice da raiz, estadio Il corresponde a regido
de alongamento, estadio Ill e IV corresponde a regido de maturacdo. D-E. Local da
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Figura 4: SecOes longitudinais e transversais da raiz de Nymphoides humboldtiana. A.
Corte longitudinal do &pice radicular. B. Meristema apical em corte longitudinal
mostrando as iniciais corticais que estdo delimitadas por um trago (zonas a-b-c), a coifa
(cf), protoderme (seta), pré-exoderme (cabeca da seta), meristema provascular (chave) e
espaco intercelular (seta transparente). C. Corte transversal do apice radicular
apresentando coifa (cf), protoderme (seta), pro-exoderme (cabeca da seta), pro-
endoderme (seta transparente), derivadas da endoderme meristematica (dem), arranjo em
Y do cortex (Y) e meristema provascular (mp). D. Regido de alongamento da raiz
apresenta epiderme (seta), exoderme (cabeca da seta), cortex (cx), afastamento entre as
células (seta transparente) e cilindro vascular (cv). E. Regido inicial da maturacédo da raiz
apresentando as lacunas de ar (ar), celulas dos septos integras (ci), células alongadas
(seta), cortex (cx) e cilindro vascular (cv). F. Regido de maturacdo préxima ao colo, com
abundantes lacunas de ar, celula colapsada (seta) G. Regido de maturacdo de outra

especime de N. humboldtiana, que apresenta grandes lacunas de ar (ar), celula integra do
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septo (ci) e cilindro vascular (cv). Os septos possuem poucas células integras (ci) e muitas
células colapsadas (seta) H. Detalhe da Fig 4G. célula completamente colapsada (seta).
(Barra de escala: A= 50um; B,C=20um; D= 50pum; E- F= 100um; G=10pum; H=50pum e
T2 TOIIM). oo eeeeee e e eeeeeeeeeeeeee e enes 35

Figura 5: Segdes transversais da raiz de N. humboldtiana. Estadio 1 (zona
meristematica). A. Se¢do corada com azul de toluidina observada em microscopia de luz
em campo claro. B-1. Secbes equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C.
Tratamento de Na,CO3 e pectato liase, seguido pela incubacdo de LM18 e LM20,
respectivamente. LM18 (anti-HGs de baixa metil-esterificacdo) e LM20 (anti-HGs de alta
metil-esterificacdo) mostrando distribuicdo semelhante para estes epitopos. D-1. Secles
tratadas previamente com Na2COs3 e pectato liase. D-E. LM5 (anti-galactanos) e LM6
(anti-arabinanos) mostraram ténue marcagdo para RGs pecticos. F-G. LM15 (anti-
xiloglucanos) mostrou intensa marcacao em todos os tecidos enquanto que LM21 (anti-
mananos) ndo apresentou marcacgao para este epitopo. H. JIM13 (anti-AGPs) demostrou

a presenca deste epitopo. I. LM1 (anti-extensina) ndo apresentou marcacao. (Escala:

Figura 6: SecOGes transversais da raiz de N. humboldtiana, estddio 2 (zona de
alongamento). A. Secédo corada com azul de toluidina observada em microscopia de luz
em campo claro. B-J. Sec¢des equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C.
Secédo incubada com LM18, Na,CO3z e LM19 Na,CO3 para detec¢do de homogalacturanos
de baixa metil-esterificagdo. D. Se¢do incubada com LM20 e pectato liase para deteccédo
de homogalacturanos de alta metil-esterificacdo. E-J. Sec¢des tratadas previamente com
Na>COs e pectato liase. E-F. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-arabinanos) mostraram
forte marcacdo para RGs pécticos. G-H. LM15 (anti-xiloglucanos) mostrou fraca
marcagdo em algumas células, enquanto que LM21 (anti-mananos) apresentou a
marcacao deste epitopo. I. JIM13 (anti-AGPs) demostrou a presenca deste epitopo. J.
LM1 (anti-extensina) ndo apresentou marcacdo deste epitopo nas células do cortex.
(Escala: A=20 um; B-J = 50m)......cccccueveviiiieiiiniieiiee e 43

Figura 7: Sec0es transversais da raiz de N. humboldtiana, estadio 3 (zona de maturacéo).

A. Secéo corada com azul de toluidina observada em microscopia de luz em campo claro.



B-J. Sec¢des equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C. Se¢édo incubada com
LM18, Na,CO3z e LM19 Na,COs respectivamente, para deteccdo de homogalacturanos de
baixa metil-esterificacdo. D. Sec¢do incubada com LM20 e pectato liase para deteccdo de
homogalacturanos de alta metil-esterificacdo. E-J. Secdes tratadas previamente com
Na>COs e pectato liase. E-F. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-arabinanos) mostraram
marcagao restrita para RGs pécticos. G-H. LM15 (anti-xiloglucanos) ndo apresentou
marcacgao, mas o LM21 (anti-mananos) apresentou forte marcacéo deste epitopo. I. JIM13
(anti-AGPs) demostrou a presenca deste epitopo. J. LM1 (anti-extensina) ndo apresentou

marcagao deste epitopo. (Escala: A-H= 50um; G e

Figura 8: Sec0es transversais da raiz de N. humboldtiana, estadio 4 (zona de maturagao
préxima ao colo). A. Secdo corada com azul de toluidina observada em microscopia de
luz em campo claro. B-J. Se¢des equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C.
Secéo incubada com LM18, Na>COz e LM19 Na,COs respectivamente, para detecgdo de
homogalacturanos de baixa metil-esterificacdo. D. Sec¢do incubada com LM20 e pectato
liase para deteccdo de homogalacturanos de alta metil-esterificacdo. E-J. Se¢Oes tratadas
previamente com Na,COs e pectato liase. E-F. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-
arabinanos) mostraram marcacao para RGs pécticos. G-H. LM15 (anti-xiloglucanos) ndo
apresentou marcagdo, mas o LM21 (anti-mananos) apresentou forte marcagdo deste
epitopo. 1. JIM13 (anti-AGPs) apresentou ténue marcagdo deste epitopo. J. LM1 (anti-

extensina) ndo apresentou marcacdo deste epitopo. (Escala: A-C= 50um; D-

Figura 9: Sec0es transversais da raiz de N. humboldtiana, estadio 4 (zona de maturacao
de outra espécime). A. Secédo corada com azul de toluidina observada em microscopia de
luz em campo claro. B-1. Sec¢des equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B.
Secédo incubada com LM18 e Na2CO3 para detecgdo de homogalacturanos de baixa metil-
esterificacdo. C. Secdo incubada com LM20 e pectato liase para deteccdo de
homogalacturanos de alta metil-esterificagdo. D-1. SecOes tratadas previamente com
Na,COs e pectato liase. D-E. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-arabinanos) mostraram
marcacao para RGs pécticos. F-G. LM15 (anti-xiloglucanos) nao apresentou marcacao,

mas o LM21 (anti-mananos) apresentou forte marcacdo deste epitopo. H. JIM13 (anti-



13

AGPs) apresentou ténue marcacao deste epitopo. I. LM1 (anti-extensina) ndo apresentou

marcacao deste epitopo. (Escala: A-C-D- F-G-H-I= 100um; B ¢ E=50um)
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1. INTRODUCAO

1.1. Aerénquima

A histodria evolutiva dos organismos fotossintetizantes teve inicio hd milhares de
anos em ambientes aquaticos. As plantas colonizaram o ambiente terrestre e se adaptaram
as diferentes condi¢des de luz, temperatura, disponibilidade de agua, oxigénio e gas

carbonico. No entanto, diversos grupos de angiospermas, ndo relacionados
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evolutivamente entre si, retornaram aos ambientes aquaticos, compartilhando inimeras
caracteristicas por convergéncia adaptativa (Sculthorpe, 1967).

Varios os problemas séo enfrentados pelas plantas aquaticas vasculares, como a
baixa disponibilidade de oxigénio, gas carbbnico, nutrientes; a dificuldade no transporte
e distribuicdo de nutrientes minerais do sedimento para os érgdos da planta (Rascio,
2002). O ambiente selecionou plantas com caracteristicas que permitiram seu
restabelecimento no ambiente aquatico. Uma das caracteristicas adaptativas comum
nestas espécies € a presenca de aerénquima, que é um tecido com grandes lacunas de ar
que permite a circulagdo continua de gases por dentro da planta (Sculthorpe, 1967),
otimizando o fluxo de nutrientes (Postma & Lynch, 2011). O aerénquima também torna
a planta menos densa, o que favorece sustentacdo ou flutuacdo dentro da dgua (Rascio,
2002). A fim de aumentar a resisténcia do corpo do vegetal, o aerénquima pode apresentar
septos transversais formadores de compartimentos, denominados de diafragma, o que
confere estabilidade mecénica e também serve como barreira contra invasao de agua
causada por injuria (Williams & Barber, 1961; Scremin-Dias et al., 1999 e Bona &
Morretes, 2003).

O aerénquima apresenta duas formas de origem fisioldgica: constitutiva e
induzida. A forma constitutiva ocorre quando o aerénquima é formado como parte do
desenvolvimento da planta. A maioria das plantas aquaticas possuem aerénquima
constitutivo, como por exemplo Juncus effusus (Visser & Bdgemann, 2006), Sagittaria
lancifolia (Schussler & Longstreth, 2000) e Pistia stratiotes (Flores-Borges et al., 2016).
O aerénquima induzido é formado em resposta a situacdes de estresse (Evans, 2003),
como a hipoxia induzida (Dantas et al., 2001; Holzschuh et al., 2010; Pereira et al., 2010
e Pires et al., 2015) alta temperatura, impedancia mecénica (Evans, 2003) e caréncia de
nutrientes como o nitrogénio (He et al., 1992), fosforo (Coelho et al., 2006), e sulfato
(Bouranis et al., 2006).

O aerénquima também se distingue pelos diversos padroes morfoldgicos. Varias
classificagdes foram propostas, entre elas a de De Bary, (1877), Sculthorpe, (1967), Justin
& Armstrong, (1987), Seago et al. (2005) e Jung et al. (2008).

A primeira classificacdo do aerénquima foi realizada por De Bary (1877), que se
baseou no processo ontogénico e classificou o aerénquima como lisigeno e esquizogeno.
No aerénquima lisigeno ha o envolvimento de morte celular conforme uma serie ordenada

de eventos que resultam na formacdo das lacunas de ar. No esquizégeno, 0s espacos
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gasosos intercelulares formam-se por separacdo celular durante o desenvolvimento do
tecido sem que ocorra a morte celular. Geralmente este tecido tem origem constitutiva,
ocorrendo em muitas espécies de ambientes aquéticos (Evans, 2003).

Seago et al. (2005) descreveram um outro processo de formacao de aerénquima,
0 expansigeno, o qual caracteriza-se pela formacdo de lacunas ou cAmaras de ar pela
divisdo seguida de expansdo celular durante o desenvolvimento do ¢rgdo ainda
meristematico, sem que ocorra separagao, colapso (célula que perde turgor) ou morte das
células. Muitos autores ainda mantém a classifica¢do de tipo “esquizogeno” no lugar de
“expansigeno” como no caso da revisdo de Jung et al. (2008), classificando como
esquizogeno “favo-de mel”. Seago et al. (2005) ainda revisitaram a classificacdo de
aerénquima proposta por Justin e Armstrong (1987), propondo quatro tipos de
aerénquima lisigeno: lisigeno “em pacotes”, esquizo-lisigeno, lisigeno radial e lisigeno
tangencial. Nos trés altimos, as paredes celulares das células colapsadas permanecem
intactas, embora o protoplasto seja degenerado. Esse € um processo comum em plantas
aquaticas, uma vez que a sobrevivéncia de algumas células corticais no aerénquima é
fundamental para a integridade da estrutura da raiz e para o transporte de nutrientes pela

via apopléstica ou simplastica (Fig 1).

Meristema Intermediéario Maduro
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A Expansigeno favo de mel
B ] :
Expansigeno radial
C i
Esquizdgeno
D .
Esquizo-lisigeno
E
Lisigeno em pacotes
F
Lisigeno radial
G

Lisigeno tangencial

Figura 1: Diagramas dos tipos de aerénquima: representacao da ontogenia dos diferentes
tipos de aerénquima: (A) expansigeno favo de mel; (B) expansigeno radial; (C)
esquizégeno; (D) esquizo-lisigeno; (E) lisigeno em pacotes; (F) lisigeno radial; (G)
lisigeno tangencial. Espacos intercelulares e lacunas séo coloridos de azul claro (Imagem
adaptado de: Seago et al., 2005).

Jung et al. (2008) observaram que nas raizes o aerénquima esquizdégeno ocorre
com menor frequéncia do que o aerénquima lisigeno. Tanto o aerénquima esquizogeno,
como o lisigeno apresentam o mesmo resultado final, ou seja, um tecido cheio de espagos
gasosos, porém a esquizogenia ou expansigenia, se considerar o conceito de Seago et al.
(2005), parece ser um processo mais ordenado, pois as lacunas sdo criadas por uma
distribuicao espacialmente regular de expansao celular e divisdo (Evans, 2003).

Jung et al. (2008) se basearam na morfologia do aerénquima de acordo com o
arranjo das células e propuseram classificar o aerénquima em cinco tipos: favo de mel,

lisigeno tangencial e radial, aerénquima em forma de roda e oco. Segundo os autores,
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essas diferentes morfologias podem indicar também processos fisioldgicos relacionando,
neste trabalho, o tipo de aerénquima ao habito da planta e também com relacéo a filogenia.

Muitas especies formam aerénquima em raizes, folhas e caules (Jackson &
Armstrong, 1999). As raizes estdo presentes em todas as plantas vasculares, possuem
inimeras funcBes, como ancorar a planta no solo, absorver &gua e minerais e armazenar
fotoassimilados. Os processos de desenvolvimento da raiz sdo controlados por muitos
fatores enddgenos e altamente influenciados pelo ambiente. Os sistemas radiculares
possuem grande plasticidade fenotipica, que é resultado da sua alta capacidade adaptativa,
possibilitando explorar diversos ambientes (Jung & McCouch, 2013). As respostas
adaptativas envolvem inimeros processos fisiologicos e alteracdes morfoanatdmicas nas
raizes, como a formacdo de aerénquima (Grandis et al., 2010 e Bellini et al., 2014).

Podemos inferir que 0s eventos esquizogenos, expansigenos e lisigenos sdo
respostas estruturais-fisioldgicas e a arquitetura final deste tecido é muito variavel,
mostrando a plasticidade fenotipica como resposta adaptativa. De fato, ainda ndo estdo
claros os processos envolvidos que levam a formacdo dessa variabilidade. Além das
incongruéncias para a classificacdo do aerénquima, faltam estudos do que ocorre em nivel
celular. H& varios estudos que focam as mudancas estruturais durante a formagdo do
aerénquima (e.g. Jung et al., 2008), entretanto, modificacdes citoldgicas em nivel
ultraestrutural ou do ponto de vista bioquimico também sdo relevantes para entender esses
processos de desenvolvimento e adaptativos. Baseado nisso, um dos focos deste trabalho
foi a deteccdo dos polimeros que constituem a parede celular de células formadoras do
aerénquima.

A parede celular tem um importante papel na forca mecéanica de tecidos e 6rgaos
(Albersheim et al., 2010). A heterogeneidade dos polimeros que se modificam espacial e
temporalmente ao longo do desenvolvimento celular, tais como celulose, hemiceluloses,
pectinas, proteinas, compostos fendlicos, etc, reflete o quanto a parede celular € uma
estrutura multifuncional e dindmica, o que implica em diferentes processos de sinalizagao
e caracteristicas estruturais e funcionais varidveis em determinadas células durante o
desenvolvimento de tecidos (Lee et al., 2011). Uma caracteristica importante da parede
celular é o seu papel na adesdo/separacdo celular (Jarvis et al., 2003). Logo, a
identificacdo de elementos que envolvam possiveis alteracGes na parede celular e que
possam auxiliar na compreensdo dos processos de esquizogenia ou lisigenia é relevante

para o estudo de aerénquima.
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Alguns trabalhos nesta abordagem ja identificaram que a parede celular fornece
pistas de processos de desenvolvem como os realizados para raizes que formam
aerénquima de forma indutiva como de milho (Gunawardena et al., 2001) e cana-de-
acucar (Leite et al., 2017) ou para raizes que desenvolvem aerénquima de forma
constitutiva como o caso de Pistia stratiotes (Flores-Borges et al., 2016) e Potamogeton

polygonus (Bona et al., 2017).

1.2. Parede celular

As células vegetais sdo delimitadas por uma parede celular mecanicamente forte
que determina a resisténcia mecanica das estruturas vegetais. A parede atua como um
“exoesqueleto” celular, que controla a sua forma e que possibilita o desenvolvimento de
pressdes de turgor altas. Além disso, atua em muitos processos essenciais de crescimento
e desenvolvimento vegetal, participa na adesdo e na sinalizacdo celular, atua como uma
barreira de difusdo, limitando o tamanho e os tipos de moléculas que podem alcancar a
membrana plasmatica (Taiz et al., 2017).

A composicao da parede e as estruturas dos polissacarideos ndo séo estaticas, mas
podem mudar durante o desenvolvimento e podem variar significativamente de uma
célula para outra; No entanto, elas sdo essencialmente compostas por microfibrilas de
celulose incluidas em uma matriz de polissacarideos, proteinas e outros polimeros
produzidos pela célula (Fig. 2). Também apresenta consideravel teor de agua, que esta
localizada principalmente na matriz mantendo a capacidade da parede de se expandir

durante o aumento celular (Fry, 2001; Burton et al., 2010 e Taiz et al., 2017).
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Figura 2: Diagrama esquematico dos principais componentes estruturais da parede
celular priméria e sua disposicao. Microfibrilas de celulose (bastdes cinza), hemiceluloses
(cordBes azuis e purpureos). As pectinas (corddes vermelhos, amarelos e verdes) formam
uma matriz de entrelacamento que controla o espagamento das microfibrilas e a
porosidade da parede (Imagem de Cosgrove, 2005 adaptado por Taiz et al., 2017).

A celulose é o principal componente fibrilar da parede celular de todas as
plantas, é composta de uma matriz de P(1—4) glucanos. As cadeias de celulose
(glucano) sio conectadas por pontes de hidrogénio formando feixes fortes, conhecido
como microfibrilas, que conferem 4 parede sustentagio estrutural, devido ao sistema
de fibras entrelacadas (Srivastava et al., 2017 e Taiz et al., 2017).

O termo "hemicelulose" refere-se aos polissacarideos nao-celuldsicos e nao-
pécticos encontrados nas paredes celulares primarias e secundarias (Srivastava et al.,
2017). Diferente da celulose, as hemiceluloses sdo compostas por diferentes tipos de
monomeros além da glicose, as cadeias sdo ramificadas com cadeias laterais curtas, sdo
classificadas conforme o tipo de aglcar que a compbe (Burton et al., 2010). A
hemicelulose desempenha funcdes estruturais de unido de microfibrilhas de celulose
adjacentes (Srivastava et al., 2017).

A hemicelulose dominante nas paredes celulares primarias da maioria das plantas
terrestres € o xiloglucano, que interage fortemente com a celulose, formando ligacdes de
hidrogénio entre suas respectivas cadeias de B-glucano (Lopez et al., 2010). J& os

mananos estdo mais presentes na parede secundaria (Srivastava et al., 2017).
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Pectina é o nome dado a um grupo complexo e diverso de polissacarideos
hidrofilicos e formadores de gel, ricos em residuos de agucares 4cidos, sendo o seu
principal o é4cido galacturénico ligado em a(1—4) com grau varidvel de grupos
carboxilas metil esterificados (O’Neill et al., 1990). As pectinas e as hemiceluloses sdo

denominadas polissacarideos da matriz. Elas atuam como material de preenchimento
hidrofilico que evita a agregacdo e o colapso da rede de celulose, e também determinam
a porosidade da parede celular a macromoléculas. As pectinas estdo concentradas,
particularmente, na lamela média, em especial nas zonas de juncéo tricelulares, sendo
importantes para a adesdo celular, pois a capacidade das pectinas para formar ligagdes
cruzadas entre si e, possivelmente, em outros polimeros da parede é importante para a
adesdo célula-célula (O’Neill et al., 2001 e Taiz et al., 2017). Foram definidas trés classes
de pectinas, que podem formar dominios separados de uma cadeia polimérica continua:
0 homogalacturonano (HG), o ramnogalacturonan-l (RGI) e o ramnogalacturonan Il
(RGII) (Pabst et al., 2013 e Srivastava et al., 2017).

As paredes celulares primarias também podem conter de 2 a 10% de proteinas ndo
enzimaticas, muitas das quais sdo glicoproteinas. Um dos grupos de proteinas sdo as
extensinas, que sdo glicoproteinas que estdo envolvidas na montagem da parede celular,
no controle e manutencdo do formato celular e no crescimento celular. Estas proteinas
desempenham papéis importantes na integridade estrutural da parede celular, cicatrizacdo
de feridas e defesa de plantas (Srivastava et al., 2017 e Taiz et al., 2017). Outra classe de
glicoproteinas sdo as proteinas arabinogalactanos (AGPSs). Essas proteinas hidrossoluveis
sdo fortemente glicosiladas. Mais de 90% da massa de AGPs podem ser residuos de
acucar, sobretudo galactose e arabinose. As AGPs podem funcionar na adesdo celular e
na sinalizacdo durante a diferenciacdo da célula (Taiz et al., 2017).

Segundo Lipchinsky (2013) é necessaria uma grande diversidade de proteinas
estruturais e enzimas para remodelar estruturas da parede celular, levando a
extensibilidade e afrouxamento da parede. Enzimas de afrouxamento e/ou de degradacéo
atuam na parede durante a formagdo do aerénquima, causando modificagdes nos
componentes da parede celular das células formadoras de aerénquima (He et al., 1996 e
Saab & Sachs, 1996).

Considerando a complexidade e importancia dos componentes da parece celular

para a compreensdo dos processos de formagdo do aerénquima, temos a hipdtese de que
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diferentes polimeros que formam as paredes celulares podem esclarecer como ocorre este
processo de formacéo.

Sao poucos os trabalhos que incluem as observacgdes da parede celular durante a
formacdo do aerénquima em raizes, entre eles os trabalhos de Gunawardena et al. (2001),
Flores-Borges et al. (2016), Bona et al. (2017) e Leite et al. (2017).

Gunawardena et al. (2001) utilizaram a imunocitoquimica através de anticorpos
monoclonais especificos para avaliar o grau de metil-esterificacdo de pectinas no
aerénquima em formacao raizes de Zea mays (Poaceae). Esses autores evidenciaram que,
nas paredes celulares de raizes imaturas, as pectinas desterificadas estavam presentes nas
células intactas do cortex celular, porém nas células formadoras de aerénquima, elas
foram localizadas apenas nas juncles triangulares. Em raizes maduras, onde o
aerénquima é mais desenvolvido, ocorreu perda de marcacdo nas jungdes triangulares. Ja
nas paredes celulares de raizes maduras, a marcacédo de pectinas esterificadas ocorreu em
todas as células, inclusive nas células que formam o aerénquima.

Flores-Borges et al. (2016) também utilizaram anticorpos monoclonais para
demostrar alteragdes morfologicas e bioquimicas na parede celular durante a formacéo
do aerénquima esquizdgeno em raizes de Pistia stratiotes (Araceae) das células que
formam o aerénquima. As pectinas metil-esterificadas foram identificadas apenas nas
zonas de adeséo.

Bona et al. (2017) investigaram Potamogeton polygonus e a formacdo de um
aerénquima constitutivo com base na distribuicdo de glicanos da parede celular. Foram
observadas ao longo doa diferentes estadios de desenvolvimento da raiz, mudancas na
proporcéo de pectinas e hemiceluloses.

Leite et al. (2017) analisaram a formacdo de aerénquima lisigeno em raizes de
Saccharum officinarum e constataram que esta ndo esta relacionada diretamente a
completa degradacéo das paredes das células corticais. Ocorreu degradacao de B-glucano
e de pectinas, principalmente daquelas associadas as lamelas médias, resultando na
separacdo das células. A degradacao destes polissacarideos e as alteracdes ocorridas em
xiloglucanos podem estar relacionadas com as alteracdes das caracteristicas fisicas das
paredes, tornando-as mais suscetiveis a dobras e colapsos, gerando as lacunas de ar.

E interessante ressaltar de que todos estes trabalhos demostraram que a marcagao

de alguns glicanos ocorre restritamente nos vértices das células que formam o aerénquima
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apos a maturacao, enquanto que as células intactas do cortex apresentam estas marcacoes
amplamente distribuidas em suas paredes celulares.

O desenvolvimento do aerénquima muitas vezes € induzido por fatores abioticos,
sugerindo que o aerénquima seja um excelente modelo para compreender processos
biolégicos, como por exemplo, respostas adaptativas relacionadas a adesdo e/ou morte
celular. Ao mesmo tempo, as caracteristicas da parede celular podem fornecer novas
informacdes sobre as células formadoras de aerénquima, principalmente para aqueles

tipos em que as células sofrem estiramento.

1.3.Material botanico

Menyanthaceae da ordem Asterales é uma familia morfologicamente diversa de
plantas aquéticas e de zonas umidas, sendo eudicotileddnea. E constituida por 60 a 70
espécies distribuidas em todo o mundo (Tippery et al., 2008; APG 1V, 2016), sendo
Nymphoides 0 género com maior riqueza de espécies.

Nymphoides é o unico género de Menyanthaceae com ocorréncia no Brasil, com
duas espécies registradas: Nymphoides grayana (Grizeb.) Kuntze e Nymphoides
humboldtiana (Kunth) Kuntze, que anteriormente era identificada como N. indica
(Francener et al., 2014 e Giulietti et al., 2015). Segundo a Flora do Brasil 2020, até o
momento, existem registros para N. grayana em algumas cidades da regido norte,
nordeste, centro oeste e sudeste do pais. Para N. humboldtiana ha registros para todas as
regides brasileiras.

No estado do Rio Grande do Sul (RS) N. humboldtiana é popularmente conhecida
como coracdo flutuante, ninfeia e estrela branca (Figs. 3A e 3B). Esta espécie é flutuante,
submersa ou anfibia, habita areas alagadas de &guas paradas ou com pouca
movimentagao. E perene, algumas vezes anual, com rizoma curto e raizes adventicias
abundantes, que sdo firmemente enraizadas ao substrato. Possui caules ascendentes, com
folhas flutuantes suborbiculares ou reniformes e suas folhas alcancam a superficie através
de peciolos longos e flexiveis. Inimeras flores podem surgir de uma Unica planta, as quais
tém duracdo de cerca de um dia. Apresenta pequenas capsulas elipticas com poucas
sementes (Pott & Pott, 2000 e Giulietti et al., 2015).

Seago & Seago (2004) observaram que o aerénquima nas raizes do género

Nymphoides é predominantemente formado no parénquima cortical, o qual da origem a
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grandes espacos intercelulares ou lacunas de origem esquizdgena, embora também esteja
presente o processo lisigeno. No trabalho de Seago et al. (2005) o aerénquima das raizes
de Nymphoides humboldtiana (sinonimia de N. indica) foi classificado como esquizogeno
ou esquizo-lisigeno, onde as células colapsam e em seguida morrem, formando lacunas
de ar. Porém, Jung et al. (2008) classificaram o aerénquima dessa espécie como sendo
lisigeno radial, com degradacéo celular. Como ndo ha um consenso sobre a formagao do
aerénguima neste género, estudos mais detalhados sdo necessarios para esclarecer essas
davidas.

Além disso, as paredes celulares estdo frequentemente envolvidas na formacéo de
aerénquima, seja por separacao celular, por degeneracdo da lamela média (Webb e
Jackson, 1986), alongamento celular (Flores-Borges et al., 2016) e/ou morte celular,
como resultado de processos lisigenos (Gunawardena et al., 2001, Leite et al., 2017 e
Bona et al., 2017). Uma caracteristica fundamental da parede celular é o seu papel na
adesdo e separacdo celula-célula (Jarvis et al., 2003), um papel que envolve
predominantemente pectinas, e onde o grau de esterificacdo da pectina pode alterar
substancialmente a adesdo de célula para célula (Willats et al., 2000). Assim, a
determinacdo de como esses polimeros estdo distribuidos na parede celular poderia
fornecer uma melhor compreensdo da formacdo de aerénquima durante o

desenvolvimento da raiz.
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2. HIPOTESES

1. O aerénquima de Nymphoides humboldtiana é do tipo esquizo-lisigeno.

2. A parede celular das células formadoras do aerénquima sofrem modificacdes

na sua composicdo ao longo do desenvolvimento da raiz.

3. As modificacGes na composicdo das paredes celular participam da formacao

das lacunas de ar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Analisar a ontogenia da raiz de Nymphoides humboldtiana (Menyanthaceae), a
fim de esclarecer o processo de formacdo do aerénquima, bem como as alteracdes e
variagOes estruturais sofridas pelas células corticais formadoras de aerénquima, com

énfase na dindmica dos componentes da parede celular.

3.2. Objetivos especificos:

a. Estabelecer um nimero de estadios de desenvolvimento da raiz de Nymphoides
humboldtiana;

b. Identificar o tipo de formacéo de aerénquima;

c. ldentificar, em cada estadio de desenvolvimento, a distribuicdo dos principais
constituintes da parede celular.

d. Identificar as diferencgas nos constituintes da parede das células formadoras de

aerénquima em ralacdo as nao formadoras.

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Area de coleta

Exemplares de Nymphoides humboldtiana (estrela branca), (Figs. 3A e 3B) foram
coletadas em lagoas do municipio de Imbé, estado do Rio Grande do Sul, Brasil
(29°56.366°S, 50°07,114°W), (Figs. 3D e 3E). A cidade possui clima subtropical com
chuvas bem distribuidas durante todo 0 ano, com média anual de 1491 mm, e temperatura
média anual de 18,8°C (Climate-data, 2018).

O material testemunho foi coletado em fenofase reprodutiva, para preparo de
exsicata. A preparagdo de exsicatas seguiu as recomendacOes de Fidalgo & Bononi
(1984). O exemplar foi incluido no herbario ICN do Instituto de Biociéncias da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, nimero do voucher 194860.

4.2. Processamento do material para microscopio de luz em campo claro

Foram selecionadas raizes subterraneas inteiras com comprimento entre 15 a 20
cm, as quais foram subdivididas em 4 regides, com base no estadio de desenvolvimento:
estadio 1(regido meristematica), estddio 2 (zona de alongamento), estadio 3 (zona de
maturacdo) e estadio 4 (zona de maturacdo proximo ao colo). Foram selecionadas raizes
de maior espessura que as raizes mencionadas anteriormente (com maior grau de
desenvolvimento), na qual também coletou-se fragmentos cortados transversalmente na
regido madura proxima ao colo (estadio 4°). Foram analisadas 8 raizes de especimes
diferentes (Fig. 3C).

As amostras foram fixadas em formaldeido 4% em tampédo fosfato de sédio 0,1M
pH 7,2 (mod. de Jones et al.,1997) por 48 h sob vacuo; lavadas trés vezes em tampao
fosfato de sodio 0,1M (pH7,2) e incluidas em gel de agarose 3%. Pequenos blocos do
material incluido em agarose foram recortados, sendo 0s mesmos desidratados em série
etilica ascendente (30, 50, 70, 90 e duas vezes 100%). O material foi pré-infiltrado com
uma solucdo de etanol absoluto e resina acrilica LR White hard grade (Electron
Microscopy Sciences) por 8 a 12 h. A infiltracdo foi realizada através de trés trocas de
LR White, com intervalo de 8 a 12 h. Posteriormente, o material foi emblocado na mesma
resina em capsulas de gelatina e polimerizado a 50°C durante 48 h (Freshour et al., 1996).

Realizaram-se cortes longitudinais e transversais semifinos de 500 nm em

ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT) utilizando navalha de vidro. Em seguida, os cortes
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foram corados com azul de toluidina 0,05% aquoso (pH 4,4) e observadas em microscopio

de luz em campo claro.

4.3. Immunolocalizacdo

Dentro dos estadios estabelecidos, as amostras foram fixadas e processadas
conforme descrito para as analises em microscopia de luz em campo claro.

As secdes semifinas foram aderidas em laminas de vidro cobertas com solucéo de
gelatina (0.5% [w/v] gelatina, 0.05% [w/v] sulfato de potassio crémico em &agua
destilada). Apos a incubacdo com tampdo fosfato salino (PBS; 0.15 % [w/v] Na2HPOs,
0,04 % [w/v] KH2 PQg4, 0,7 % [w/v] NaCl, 1,0 % [w/v] NaNs em agua destilada, pH 7,1)
(Harris 1994), o blogqueamento contra ligacdes inespecificas foi realizado com uma
solucéo de proteina de leite a 3% w/v em PBS (MP/PBS). Foram utilizados anticorpos
monoclonais LM18, LM19 e LM20 em laminas distintas, especificos contra
homogalacturonanos (HGs) com baixo e alto grau de metil-esterificacdo, respectivamente
(Verhertbruggen et al., 2009); LM5 e LM6 para ramnogalacturonanos (RGs I) como
galactanos e arabinanos, respectivamente (Jones et al., 1997, Willats et al., 1998); LM15
para cadeias repetidas de XXXG em xiloglucanos (Marcus et al., 2008); LM21 para
(galacto)(gluco) mananos (Marcus et al., 2010); JIM13, o qual reconhece proteinas
arabinogalactanos e LM1 para extensinas (Knox et al., 1991, Smallwood et al., 1995),
(Tabela 1). Os anticorpos monoclonais foram cedidos pelo Prof. Dr. Paul Knox (Centre
for Plant Sciences, University of Leeds, UK).

As amostras foram incubadas nos anticorpos monoclonais citados acima
(anticorpo primario) em diluicdes de 1:10 em MP/PBS por 2 h. Apds lavar com tampéo
PBS, as amostras foram incubadas com uma solu¢do 1:100 de anti-rat-IgG (toda a
molécula) ligada a fluoresceina isotiocianato (FITC, Sigma-Aldrich) em MP/PBS por 2
h. Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampéo PBS e incubadas com calcofltor
White (Pacini et al., 1999) por 5 min e novamente lavadas tampao PBS.

As secdes foram montadas com uma solucdo anti-fade consistindo de 0,1 % de
parafenilenodiamina (PPD) (Sigma-Aldrich) em uma proporcéao de 1:9 de tampéo fosfato
de sédio 10 mM 0.15 M NaCl e 90 % de glicerol. As amostras foram analisadas em

epifluorescéncia no microscopio Leica DMR (filtro de excitacdo 450-490 nm).
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Os controles foram feitos através da omissdo da etapa de incubacdo do anticorpo
primario. O material também foi verificado para autofluorescéncia. Além disso, foi
aplicado um pré-tratamento para remocdo de HGs pécticos com solugéo de Na,CO3 0,1M,
pH 11,4 por 2 h e pectato liase (de Aspergillus sp., Megazyme) em Tris-HCI tampao, pH
8,0 por 2 h. Este pré-tratamento foi aplicado como um controle antes da incubagdo com
LM19 e LM20. Entretanto, como HGs pécticos podem mascarar a deteccdo de
hemiceluloses e cadeias laterais de pectinas como 0s RGs (Marcus et al. 2008), 0 mesmo
pré-tratamento foi realizado para todas as analises antes da incubacdo dos anticorpos
monoclonais especificos para estes epitopos.

Algumas se¢des foram coradas com Azul de Toluidina O 0,05 % [w/v] (O’Brien
& McCully, 1964) e montadas em agua para observacdo em microscopia de luz em campo

claro.

Tabelal: Anticorpos monoclonais e suas especificidades.

Grupo de polissacarideo Anticorpo
Homogalacturonanos pécticos LM18, LM19, LM20
Ramnogalacturonanos | pécticos LM5 (galactanos), LM6 (arabinanos)
Xiloglucanos-hemicelulose LM15
Mananos- hemicelulose LM21
proteinas arabinogalactanos JIM13
Extensinas LM1
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Figura 3: Aspecto geral de N. humboldtiana e local da coleta. A. Morfologia da planta.
B. Planta em fenofase reprodutiva. C. Caracterizacdo dos estadios de desenvolvimento
da raiz: estadio | corresponde ao &pice da raiz, estadio Il corresponde a regido de
alongamento, estadio Il corresponde a regido de maturacgdo e estadio 1V corresponde a
regido de maturacdo préxima ao colo D-E. Local da coleta.
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5. RESULTADOS

5.1. Desenvolvimento da raiz e formacao do aerénquima em Nymphoides
humboldtiana.

Estadio 1: Zona meristematica

Na regido situada entre 0,5 e 3 mm do apice radicular observa-se 0 promeristema
e suas células derivadas, demonstrando uma organizacao do tipo fechada, pois apresenta
trés camadas de células iniciais (Figs. 4A - 4B).

A camada celular L1 é o dermatocaliptrogénio (Fig. 4B), é uma regido discreta
do meristema apical que forma a protoderme e a coifa, ou seja, esses tecidos possuem
iniciais comuns. A protoderme é formada por uma Unica camada de células com formato
achatado, que ira se diferenciar em epiderme ao longo do desenvolvimento da raiz. A
coifa € composta por inimeras camadas de células relativamente grandes, muito
vacuoladas (Fig. 4B). Uma segunda camada de células L2, situada externamente as
iniciais do meristema provascular (Fig. 4B), é composta pela inicial do cortex na qual se
distingue a inicial da endoderme e as iniciais do cortex parenquimatico (Fig. 4C), sendo
este 0 meristema fundamental. A camada de células L3 d& origem ao meristema
provascular, o qual é composto por células alongadas que se estendem em um Unico
sentido, na base desse meristema tém 4 células com formato achatado (Fig. 4B). Esse
meristema posteriormente se diferencia no cilindro vascular (Fig. 4D), (Diagr. 1).

Em secdo transversal do apice radicular (Fig. 4C), entre 0,5 a 3 mm do inicio do
apice radicular, observa-se externamente a regido da coifa, que apresenta duas a trés
camadas de células muito vacuoladas. Adjacente a coifa encontram-se as células da
protoderme, que apresentam divisdo anticlinal e é uniestratificada, formada por células
de menor tamanho que as células da pro-exoderme quando observadas em secdo
transversal. A pro-exoderme, assim como a protoderme, sdo uniestratificadas nao
apresentam espacos intercelulares irregulares e as células e as células sdo de formato
irregular. Ainda nesta regido, a 0,3 mm do apice radicular, é possivel visualizar, no
paréngquima cortical em diferenciacdo, pequenos espagos intercelulares alongados em
vista longitudinal (Figs. 4A e 4B) e de formatos “angulares” em vista transversal (Fig.
4C).

A regido cortical é originada a partir de uma inicial (Fig. 4B, zona a) que da origem

as iniciais do cortex externo (Fig. 4B, zona b) e interno (Figura 4B, zona c), ambas
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pertencentes ao meristema fundamental (Fig 4B). O cortex interno forma-se a partir de
divisdes periclinais da pro-endoderme. Estas divisdes resultam de duas células de
tamanho igual, sendo que a interna se mantém como uma célula pro-endodérmica e a
externa se diferencia em células do parénquima cortical interno (Figura 4B, zona c). A
partir da quarta camada de células do parénquima cortical ocorrem divisfes anticlinais,
formando um arranjo em “Y” no coértex (Fig. 4C). Ao final, hd um maior nlimero de
camadas oriundas do cortex interno e poucas camadas celulares (aproximadamente 2 a 3)
de um parénquima cortical externo.

No cilindro vascular, o periciclo (Fig. 4C) ja pode ser identificado, porém os

tecidos vasculares apresentam-se indiferenciados.

Meristema apical radicular

Promeristema

|
| | |

Protoderme Fundamental Provascular

l l |

Diagrama 1: Origem das camadas dos tecidos meristematicos.

Estadio 2: Zona de alongamento

Cerca de 4,5 mm a partir do apice radicular (Fig. 4D), observa-se que a coifa ndo
esta mais presente. A epiderme e a exoderme sao uniestratificadas e formadas por células
irregulares e comprimidas. Nesse estddio ocorre 0 aumento gradativo do tamanho das
células do cortex, bem como o alargamento irregular dos espagos intercelulares de
algumas células do cortex interno, parecendo haver um afastamento entre as células,
devido a expansdo celular. Estas sdo as células formadoras do aerénquima. No cilindro
vascular, celulas de conducdo do xilema possuem espessamentos de parede secundaria e,
de forma alternada, pequenos grupos de células do floema sdo observadas.

Estadio 3: Zona de maturag&o de crescimento primario
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Aproximadamente a 15 cm do &pice da raiz todos os tecidos encontram-se
diferenciados (Fig. 4E), em muitos locais a epiderme persiste, porém em outros locais a
epiderme acaba sendo eliminada, ficando somente a exoderme. Onde a epiderme esta
presente apresenta parede periclinal externa um pouco mais espessada em relacdo a
epiderme na zona de alongamento. As camadas de células corticais mais proximas a
endoderme s@o constituidas por células justapostas e pequenos espacos intercelulares. A
partir da décima quarta camada de células do cortex interno as células formadoras do
aerénquima apresentam um estiramento radial tornando-se alongadas, o que possibilita a
ampliacdo dos espacos intercelulares para a formagdo de lacunas de ar (Fig. 4E). Ocorre
também a separacdo das células na regido da lamela média, isso é caracteristica de
esquizogenia.

O cilindro vascular da regido de maturacéo apresenta-se com tecido vascular bem
desenvolvido, sendo composto pelo periciclo unisseriado, oito polos de protoxilema e
oito grupos de floema, evidenciando uma raiz poliarca (Fig. 4E).

Estadio 4: Zona de maturacao de crescimento secundario

Este estadio refere-se a zona de maturacdo proxima ao colo, aproximadamente a
20 cm do apice radicular, caracterizado pelo inicio do crescimento secundario com a
instalacdo de felogénio e cambio, embora em estagio inicial (Fig. 4F).

A partir da décima quinta camada de células do cértex interno as células
formadoras de aerénquima possuem formatos e dimensdes irregulares, com células mais
longas que as células do parénquima cortical intacto.

Estadio 4°: Zona de maturacao de crescimento secundario

Em raizes de maior porte, € perceptivel que o aerénquima mostra-se mais
desenvolvido, cujas células formadoras deste tecido ocorrem a partir da sexta camada do
cortex interno. Algumas destas células sofrem um intenso estiramento e apresentam
separacdo celular, resultando em paredes celulares completamente colabadas e em um
aumento no tamanho das lacunas de ar quando observadas em secdo transversal (Figs.
4G-4H).
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Figura 4: Secdes longitudinais e transversais da raiz de Nymphoides humboldtiana. A.
Corte longitudinal do apice radicular. B. Meristema apical em corte longitudinal
mostrando as iniciais corticais que estdo delimitadas por um trago (zonas a-b-c), a coifa
(cf), protoderme (seta), pré-exoderme (cabeca da seta), meristema provascular (chave) e
espaco intercelular (seta transparente). C. Corte transversal do apice radicular
apresentando coifa (cf), protoderme (seta), pro-exoderme (cabeca da seta), pro-
endoderme (Seta transparente), derivadas da endoderme meristematica (dem), arranjo em
Y do cortex (Y) e meristema provascular (mp). D. Regido de alongamento da raiz
apresenta epiderme (seta), exoderme (cabeca da seta), cortex (cx), afastamento entre as
células (seta transparente) e cilindro vascular (cv). E. Regido inicial da maturacédo da raiz
apresentando as lacunas de ar (ar), células dos septos integras (ci), células alongadas
(seta), cortex (cx) e cilindro vascular (cv). F. Regido de maturacdo préxima ao colo, com
abundantes lacunas de ar, celula colapsada (seta) G. Regido de maturacdo de outra
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especime de N. humboldtiana, que apresenta grandes lacunas de ar (ar), celula integra do
septo (ci) e cilindro vascular (cv). Os septos possuem poucas células integras (ci) e muitas
células colapsadas (seta) H. Detalhe da Fig 4G. célula completamente colapsada (seta).
(Barra de escala: A= 50um; B,C=20pum; D= 50um; E- F= 100um; G=10pum; H=50pum e
I= 10um).
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5.2. Distribuicdo dos epitopos pécticos, hemiceluldsicos e proteicos da parede

celular durante a formagao do aerénquima.

Foram estabelecidos 4 estadios de desenvolvimento da raiz seguindo 0s mesmos
critérios estruturais para a analise ontogenética em microscopia de luz de campo claro e
focando, principalmente, na formacéo do aerénquima.

As secdes coradas com azul de toluidina, utilizadas como material testemunho de
cada estadio, sdo equivalentes aquelas utilizadas para imunolocalizacdo (Figs. 5A, 6A,
7A, 8A e 9A).

No estadio 1 (zona meristematica), no qual os tecidos estdo ainda indiferenciados,
né&o se observou um gradiente espacial de distribuicdo dentre os epitopos analisados nas
paredes celulares correspondentes as celulas do cortex, tanto interno, como externo. HGs
com baixo e alto grau de metil-esterificacdo, reconhecidos pelos anticorpos monoclonais
LM18 e LM20, respectivamente, foram fortemente marcados nos vértices celulares em
suas zonas de juncédo na regido dos espacos intercelulares (Figs. 5B-5C). Galactanos e
arabinanos pécticos reconhecidos pelos anticorpos monoclonais LM5 e LM6,
respectivamente, tiveram marcacdo homogénea nas paredes celulares do parénquima
cortical (Figs. 5D-5E). Entretanto, no cilindro vascular, arabinanos reconhecidos pelo
LM6 foram apenas detectados no floema (Fig. 5E). A deteccdo de hemiceluloses mostrou-
se diferenciada. Enquanto xiloglucanos reconhecidos pelo anticorpo LM15 (Fig. 5F)
foram intensamente marcados em todas as paredes celulares das células corticais,
mananos ndo foram detectados com o LM21 em nenhum tecido desta zona meristematica
(Fig. 5G). Dentro dos epitopos de proteinas estruturais analisados, as AGPs foram bem
marcadas com JIM13 (Fig. 5H), as extensinas, reconhecidas pelo LM1, ndo foram
detectadas (Fig. 5I).

O estadio 2 (zona de alongamento) € caracterizado por apresentar um aumento nos
espagos intercelulares do parénquima cortical (Fig. 6A). Houve forte marcacdo de HGs
com baixo grau e alto grau de metil-esterificacdo reconhecidos pelos anticorpos
monoclonais LM18/LM19 e LM20, respectivamente, principalmente nas zonas de
juncdo, as quais se encontram nos vértices celulares do parénquima cortical (Figs. 6B, 6C
e 6D). Galactanos e arabinanos pécticos, quando marcados com LM5 e LM6
respectivamente, demonstraram estar presentes nas paredes celulares do parénquima

cortical. Entretanto, enquanto observa-se forte marcacdo para galactanos pécticos, o
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mesmo ndo ocorre para 0s arabinanos, cuja marcacdo € muito fraca, sendo mais evidente
no floema (Figs. 6E-6F). Com relagdo as hemiceluloses, xiloglucanos detectados pelo
anticorpo LM15 foram fracamente marcados e, praticamente, na regido dos vértices
celulares mesmo ap6s o pré-tratamento com Na,COs/ pectato liase (Fig. 6G). Ao
contrario, mananos, reconhecidos pelo LM21, mostraram a presenca deste epitopo em
todas as regides da parede celular das celulas do parénquima cortical (Fig. 6H). Um
gradiente espacial € observado quando foram detectados galactanos pécticos e AGPs,
reconhecidos pelos anticorpos monoclonais LM5 e JIM13, respectivamente. Em algumas
camadas da regido mais interna do cortex, esses epitopos foram detectados mais
intensamente, diminuindo a marcacgdo ainda nesta regido indo em direcdo a regido do
cortex externo (Figs. 6E-61). Ndo foram observadas marcagGes com LM1 para deteccdo
de extensinas no parénquima cortical, mesmo apds o pré-tratamento enzimatico, apenas
na exoderme, endoderme e periciclo (Fig. 6J).

O estadio 3 é caracterizado pelas células formadoras de aerénquima que comecam
a sofrer o estiramento celular, conduzindo a formacdo das lacunas de ar (Fig. 7A). A
presenca de HGs com baixo grau de metil-esterificacdo, detectados pelo anticorpo
monoclonal LM18, mostrou fraca marca¢do apenas nas zonas de jungdo (Fig. 7B).
Entretanto, LM19 (que tem a propriedade de identificar o mesmo epitopo mostrou ampla
marcacao nas paredes celulares de todos os tecidos, inclusive nas células formadoras de
aerénquima (Fig. 7C). O anticorpo LM20 (HGs com alto grau de metil-esterificacdo)
apresentou intensa marcacdo nas células intactas do parénquima cortical para o referido
epitopo, porém, destacando-se praticamente a auséncia ou diminuicdo desses HGs nas
paredes celulares das células formadoras de aerénquima (Fig. 7D). LM5 e LMS6, utilizados
para reconhecer galactanos e arabinanos dos RGs pécticos, mostraram diferencas na
distribuicdo desses epitopos nas células formadoras de aerénquima. Enquanto LM5
mostrou a presenca desse epitopo nas células intactas do parénquima cortical e ausentes
nas células formadoras do aerénquima, as quais sofrem o estiramento, LM6 marcou 0s
arabinanos pécticos apenas em algumas células formadoras de aerénquima, porém de
deteccdo muito fraca (Fig. 7F). Xiloglucanos, reconhecidos pelo LM15, ndo foram
detectados neste tecido, apenas no cilindro vascular (Figs. 7G). Mananos, por outro lado,
reconhecidos pelo LM21, foram detectados em todas as paredes celulares das células do
parénquima cortical, inclusive das células formadoras do aerénquima (Fig. 7H). A

marcacdo com JIM13, que reconhece epitopos de AGPs, apresentou 0 mesmo tipo de
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marcacdo pelo LM5, ou seja, estad presente nas paredes celulares de células intactas e
ausente nas células que sofrem o estiramento (Figs. 71). Nao foi possivel observar
marcacéo para extensinas pelo anticorpo monoclonal LM1(Fig. 7J).

O estadio 4 (zona de maturacdo) é aqui caracterizado pelo maior desenvolvimento
do aerénquima na zona de maturacao préximo ao colo (Fig. 8A). A deteccdo de HGs com
baixo e alto grau de metil-esterificacdo reconhecidos pelos anticorpos monoclonais
LM18/LM19 e LM20, respectivamente, demonstrou que LM18 reconhece o referido
epitopo nos vértices celulares de todas as células do parénquima cortical, sem haver
marcacdo nas células formadoras de aerénquima (Fig. 8B). LM19, que também tem
especificidade para este epitopo, marcou de forma homogénea e intensa todas as células
do cortex (Fig. 8C). LM20, o qual reconhece epitopos de HGs de alta metil-esterificacéo,
marcou as paredes celulares das células intactas e apenas zonas de jungdo das celulas
formadoras de aerénquima (Fig. 8D). Galactanos pécticos reconhecidos pelo LM5 estdo
presentes no parénquima cortical, sendo mais abundantes na regido interna do coértex.
Arabinanos de RGs pécticos detectados pelo LM6, por sua vez, estdo menos evidentes
nas células formadoras de aerénquima comparado as células intactas do parénquima
cortical (Fig. 8F). Os epitopos para hemiceluloses, como xiloglucanos e mananos,
reconhecidos por LM15 e LM21, respectivamente, mantiveram o0 mesmo tipo de
marcacdo do estadio anterior, com fraca detec¢do por LM15 (anti-xiloglucanos) (Fig.
8G), e intensa marcacdo por LM21 (anti-mananos) em todas as células do cortex (Fig.
8H). A semelhanca das marcagdes com LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-arabinanos),
JIM13 demonstrou que a regido correspondente das células formadoras de aerénquima
sofrem diminuigdo na marcacdo para AGPs comparado as células intactas (Fig. 81). Como
no estadio anterior, extensinas reconhecidas pelo anticorpo monoclonal LM1 ndo foram
detectados ou mostraram fraca marcacdo no parénquima cortical, porém evidente nas
células da endoderme, periciclo e exoderme (Fig. 8J).

O estadio 4’ também corresponde a zona de maturacdo, porém, de raizes de calibre
maior e crescimento secundario, detectado através do inicio de formacdo do cambio
vascular. As células formadoras do aerénquima ja sofreram total estiramento e em mais
camadas celulares e as lacunas de ar estdo bem desenvolvidas, apresentando maior area
de abertura (Fig. 9A). O anticorpo monoclonal LM18, o qual reconhece HGs de baixo
grau de metil-esterificacdo, apresentou marcac@es nas zonas de juncdo das células que

sofreram estiramento (Fig. 9B). Porém, HGs metil-esterificados detectados pelo LM20
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estdo presentes apenas nas células intactas e nas zonas de juncao de algumas das células
formadoras de aerénquima, sendo praticamente ausentes nas células que sofreram
estiramento (Figs. 9C). Semelhantemente ao estadio anterior, galactanos e AGPs néo
foram detectados pelo LM5 e JIM13, respectivamente, nas células formadoras de
aerénquima, ou foram detectados fracamente, mas estavam notavelmente presentes nas
células intactas do cortex (Figs. 9D-9H). Arabinanos, reconhecidos pelo LM6, foram
fracamente marcados em todo parénquima cortical ndo apresentando diferengas entre as
células intactas e aquelas que sofreram o estiramento (Fig. 9E). Com relacdo as
hemiceluloses, & semelhanca de estadio anteriores, xiloglucanos ndo foram detectados
pelo LM15 no cértex (Fig. 9F) e mananos, ao contrario, foram detectados pelo LM21 nas
células intactas do parénquima cortical, entretanto, fracamente detectadas nas células que
sofreram o estiramento para formacédo do aerénquima (Figs. 9G). Nesse estadio de maior
desenvolvimento do aerénquima esta marcagdo com LM21 assemelhou-se ao observado
com LM5 e JIM13. Extensinas detectadas pelo LM1 (Fig. 91), como em estadios
anteriores, apresentaram uma marcacdo mais evidente nas células da endoderme e

periciclo (Tabela 2).

Tabela 2: Comparacdo de polimeros pécticos e hemiceluldsicos nas células do cortex e

nas células formadoras de aerénquima da raiz de N. humboldtiana em seus diferentes
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estadios de desenvolvimento. Anticorpos monoclonais utilizados para a identificacdao de

epitopos: LM18 e LM19 (homogalacturonanos de baixa metil-esterificagdo), LM20

(homogalacturonanos de alta metil esterificagdo), LM5 (galactanos), LM6 (arabinanos)

LM21 (mananos), LM15 (xiloglucanos), JIM13 (proteinas arabinogalactanos) e LM1.:

(extensinas).

Estadios de
desenvolvimento

Estadio
1

Estadio
2

Estadio 3

Estadio 4

Estadio 4’

Anticorpos
monoclonais e
compostos da
parede celular

Cortex

Cortex

Cortex

Células
dos septos
colapsadas

Cortex

Células
dos septos
colapsadas

Cértex

Células dos
septos
colapsadas

LM18
(NACO,)
HGs

++

++

++zonas
de juncéo

++zonas
de juncdo

++

+ zonas de
juncdo

LM19
(NA:CO3)
HGs

++

++

++

++

++

0

LM20
(PL)
HGs

++

++

++

++

++

+zonas de
juncéo

LM5
(NA,COs/PL)
RGs

++

++

++

++

++

+

LM6
(NA,COs4/PL)
RGs

++

++

LM21
(NACOs/PL)
Mananos

++

++

++

++

LM15
(NA,CO3/PL)
Xiloglucanos

++

JIM13
(NA.CO3/PL)
arabinogalactanos

++

++

++

++

++

LM1
(NACOs4/PL)
Extensinas

Legenda: - ausente; + fraca marcacéo;

++ intensa marcacao; 0 ndo avaliado
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Figura 5: SecOGes transversais da raiz de N. humboldtiana. Estadio 1 (zona
meristematica). A. Se¢do corada com azul de toluidina observada em microscopia de luz
em campo claro. B-1. SecOes equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C.
Tratamento de Na,COs e pectato liase, seguido pela incubacdo de LM18 e LM20,
respectivamente. LM18 (anti-HGs de baixa metil-esterificagdo) e LM20 (anti-HGs de alta
metil-esterificacdo) mostrando distribuicdo semelhante para estes epitopos. D-I. Secbes
tratadas previamente com Na2COs3 e pectato liase. D-E. LM5 (anti-galactanos) e LM6
(anti-arabinanos) mostraram ténue marcacdo para RGs pécticos. F-G. LM15 (anti-
xiloglucanos) mostrou intensa marcacao em todos os tecidos enquanto que LM21 (anti-
mananos) ndo apresentou marcacgao para este epitopo. H. JIM13 (anti-AGPs) demostrou
a presenca deste epitopo. I. LM1 (anti-extensina) ndo apresentou marcacao. (Escala:
20pum).
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Figura 6: Segles transversais da raiz de N. humboldtiana, estadio 2 (zona de
alongamento). A. Secédo corada com azul de toluidina observada em microscopia de luz
em campo claro. B-J. Se¢6es equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C.
Secédo incubada com LM18, Na,CO3z e LM19 Na,CO3 para detec¢do de homogalacturanos
de baixa metil-esterificacdo. D. Secdo incubada com LM20 e pectato liase para deteccao
de homogalacturanos de alta metil-esterificacdo. E-J. Se¢Oes tratadas previamente com
Na,COs e pectato liase. E-F. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-arabinanos) mostraram
forte marcacdo para RGs pécticos. G-H. LM15 (anti-xiloglucanos) mostrou fraca
marcacdo em algumas células, enquanto que LM21 (anti-mananos) apresentou a
marcacdo deste epitopo. I. JIM13 (anti-AGPs) demostrou a presenca deste epitopo. J.
LM1 (anti-extensina) ndo apresentou marcacdo deste epitopo nas células do cortex.
(Escala: A=20 um; B-J = 50um).
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Figura 7: Sec0es transversais da raiz de N. humboldtiana, estadio 3 (zona de maturagéo).
A. Secdo corada com azul de toluidina observada em microscopia de luz em campo claro.
B-J. SecOes equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C. Secdo incubada com
LM18, Na>COz e LM19 Na,COs respectivamente, para deteccédo de homogalacturanos de
baixa metil-esterificacdo. D. Se¢édo incubada com LM20 e pectato liase para deteccédo de
homogalacturanos de alta metil-esterificacdo. E-J. Secdes tratadas previamente com
Na,COs e pectato liase. E-F. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-arabinanos) mostraram
marcagao restrita para RGs pécticos. G-H. LM15 (anti-xiloglucanos) ndo apresentou
marcacgao, mas o LM21 (anti-mananos) apresentou forte marcacéo deste epitopo. I. JIM13
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(anti-AGPs) demostrou a presenca deste epitopo. J. LM1 (anti-extensina) ndo apresentou
marcacdo deste epitopo. (Escala: A-H= 50um; G e I=100um).
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Figura 8: Sec0es transversais da raiz de N. humboldtiana, estadio 4 (zona de maturacao
préxima ao colo). A. Secdo corada com azul de toluidina observada em microscopia de
luz em campo claro. B-J. Se¢des equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B-C.
Secdo incubada com LM18, Na,CO3 e LM19 Na,COs respectivamente, para detecgdo de
homogalacturanos de baixa metil-esterificacdo. D. Sec¢do incubada com LM20 e pectato
liase para deteccdo de homogalacturanos de alta metil-esterificagdo. E-J. Sec¢des tratadas
previamente com Na,COs e pectato liase. E-F. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-
arabinanos) mostraram marcacao para RGs pécticos. G-H. LM15 (anti-xiloglucanos) ndo
apresentou marcacdo, mas o LM21 (anti-mananos) apresentou forte marcacdo deste
epitopo. 1. JIM13 (anti-AGPs) apresentou ténue marcagdo deste epitopo. J. LM1 (anti-
extensina) nao apresentou marcacgdo deste epitopo. (Escala: A-C= 50um; D-I=100pum).
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Figura 9: Secdes transversais da raiz de N. humboldtiana, estadio 4 (zona de maturagdo
de outra espécime). A. Secdo corada com azul de toluidina observada em microscopia de
luz em campo claro. B-1. Sec¢des equivalentes sob microscopia de epifluorescéncia. B.
Secéo incubada com LM18 e Na>CO3 para detecgdo de homogalacturanos de baixa metil-
esterificacdo. C. Secdo incubada com LM20 e pectato liase para deteccdo de
homogalacturanos de alta metil-esterificacdo. D-I. SecOes tratadas previamente com
Na2COs e pectato liase. D-E. LM5 (anti-galactanos) e LM6 (anti-arabinanos) mostraram
marcacgao para RGs peécticos. F-G. LM15 (anti-xiloglucanos) ndo apresentou marcagao,
mas o LM21 (anti-mananos) apresentou forte marcacdo deste epitopo. H. JIM13 (anti-
AGPs) apresentou ténue marcacdo deste epitopo. I. LM1 (anti-extensina) ndo apresentou
marcacao deste epitopo. (Escala: A-C-D- F-G-H-I= 100um; B € E=50um)
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6. DISCUSSAO

6.1.Tipos de meristemas em plantas aquaticas: algumas considera¢des em N.

humboldtiana

A organizacdo do meristema apical da raiz (MAR) de N. humboldtiana é do tipo
fechado, tipico de eudicotileddnea, com trés camadas de células iniciais. Raizes com
iniciais em camadas, em geral, sdo consideradas com padrdo de estrutura fechado
(Guttenberg 1960). Seago e Heimsch (1969) definem células iniciais como células na
posicdo mais apical de um tecido, que mantém o meristema como uma regido de continua
formacdo celular. Quando as iniciais se dividem, uma derivada permanece meristematica
e a outra se torna parte do corpo radicular. Esta organizacdo do MAR fechada tambem
foi observada em outras plantas aquéticas, como Bacopa salzmanii e B. monnierioides
(Bona & Morretes, 2003), em Clarkia unguiculata (Chapman et al., 2003) e em Senecio
juergensii (Bagatini, 2008).

A origem comum de protoderme e coifa observada para a espécie em estudo ndo
tem relagcdo com o tipo de sistema (aberto ou fechado) do MAR, pois Pontederia cordata
apresenta MAR fechado e Nymphaea capensis apresenta MAR aberto, porém ambas
possuem protoderme e parénquima cortical com origem comum das iniciais do meristema
(Clowes, 2000 e Seago et al., 2000). Também pode-se dizer, que, neste caso, ndo haveria
uma relacdo filogenética. Pistia stratiotes, uma monocotileddnea da familia Araceae,
apresenta MAR fechado, com coifa e protoderme de origem comum (Flores-Borges., et
al 2016) assim como observamos em N. humboldtiana (sinénimo de N. indica).

Pode-se dizer que o tipo de MAR em N. humboldtiana determina a formacéo do
cortex radiado. Segundo Seago et al. (2000) o tipo de MAR de plantas aquéticas
influencia no padrdo das ceélulas do cortex e na sua capacidade de formacdo de
aerénquima. Para Justin & Armstrong (1987) o MAR aberto ndo apresenta um padréo
regular de divisbes periclinais nas células da pro-endoderme, tornando o arranjo celular
irregular na maior parte do cdrtex. O meristema apical fechado, ao contrario, produz um
clrtex mais organizado, que é resultado de maltiplas divisdes periclinais regulares da pro-
endoderme tornando o cortex radial, favoravel a formagéo de aerénquima tanto lisigeno
quanto esquizégeno. Heimsch & Seago (2008) relatam que, as vezes, a organizacdo do

MAR depende da idade da raiz, pois 0 MAR é uma estrutura dindmica, visto que alguns
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fatores causam mudancas na atividade do meristema, como a idade e as condigOes
ambientais.

Seago & Seago (2004), analisando N. humboldtiana, confirmam que o cortex
apresenta duas ou trés células corticais iniciais, sendo a célula distal a que origina a pré-
exoderme. Entretanto, estes autores descrevem que a pro-endoderme produz todo o
cortex, exceto a exoderme. Em N. humboldtiana foi confirmado que a regido cortical é
originada a partir de uma inicial, que d& origem as iniciais do cortex externo, e uma inicial
que da origem as iniciais do cortex interno, ambas pertencentes ao meristema

fundamental.

6.2. Ontogenia da raiz: aspectos estruturais

Em N. humboldtiana a protoderme e a pro-exoderme sdo uniestratificadas e as
células da pro-exoderme sdo menores que as células da protoderme, apoiando, assim, a
ocorréncia da protoderme como camada protetora neste estddio inicial de
desenvolvimento (Reddy & Chary, 2003). Evidencias apontam que as divisdes celulares
na coifa/protoderme e suas células derivadas, se desenvolvem em padrdes definidos
(Wenzel e Rost, 2001).

Em Eleocharis kleinii a pro-endoderme forma todo o cortex da raiz (Marcondes,
2017), mas em P. stratiotes o cortex interno é oriundo da pro-endoderme e o cortex
externo é formado por meio de divisdes periclinais e anticlinais da primeira camada
subjacente a protoderme (Flores-Borges et al., 2017). Resultado similar a este foi
encontrado em Canna edulis (Alonso et al., 2004). Segundo Seago (2000) as variacoes
na organizacdo das células meristematicas corticais, muitas vezes estéo relacionadas com
o tipo de meristema apical. Pois, P. stratiotes 0 MAR ¢é Open Epidermal Monocot (OEM)
(Heimsch & Seago, 2008), este tipo de meristema ndo pode ser considerado aberto ou
fechado em sua totalidade, entretanto Eleocharis kleinii apresenta meristema fechado
igual de N. humboldtiana, apesar disso apresentam formacdo do cortex diferente.

Em B. salzmanii e B. monnierioides a epiderme apresenta células estreitas e
longas, com paredes delgadas, e a exoderme possui células curtas e longas (Bona &
Morretes, 2003). Enquanto, que em N. humboldtiana a epiderme e exoderme sdo

formadas por células estreitas. Epidermes discretas sdo comuns em plantas aquaticas
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(Guttenberg, 1968), mas nem todas as raizes de plantas aquaticas tém uma epiderme
discreta como, por exemplo, P. polygonus (Bona et al., 2017).

A ocorréncia da exoderme como camada de suporte mecanico no lugar de uma
epiderme que € perdida e/ou epiderme que persiste, mas fica em muitos locais apenas
colabada, durante o desenvolvimento da raiz de algumas plantas (Bona, 1993 e Seago et
al., 1999), como espécies do género Potamogeton (Rodrigues, 2006), & uma hipotese,
uma vez que o crescimento secundario & anémalo. Raizes com pouco crescimento
secundario geralmente retém sua epiderme. Em plantas que apresentam crescimento
secundario, como N. humboldtiana, as células do cortex externo comegam a se diferenciar
em um felogénio e no cilindro vascular observou-se o inicio de formacdo do cambio
vascular na borda interna do floema. A epiderme ainda estd presente, porém, apresenta
células colabadas e curtas, quando comparada com a camada subsequente (exoderme).
Resultados similares a este também foram observados em B. salzmanii e B. monnierioides

(Bona & Morretes, 2003) e Senecio juergensii (Bagatini, 2008).

6.3. Processo de formagao do aerénguima

A formacéo de pequenos espacos intercelulares comegou a ocorrer ainda na zona
meristematica, no meristema fundamental acima do MAR. Resultados semelhantes a este
também foram encontrados em Triticum (Thomson et al., 1990), Pontederia cordata
(Seago et al., 2000), Pistia stratiotes (Flores-Borges et al., 2016) e em Potamogeton
polygonus (Bona et al., 2017). Porém, no trabalho de Grandis (2015) Saccharum
officinarum os espago intercelular ocorreram na zona de alongamento.

A formacdo de espacgos intercelulares mais amplos ainda no meristema ou
préximo a ele mostra a capacidade de adaptacdo dessas plantas em viverem em ambiente
com baixa concentragdo de oxigénio (hipoxia) e/ou em condigdes criticas de auséncia de
oxigénio (anoxia) (Bona & Morretes, 2003). S. officinarum tem formacao de aerénquima
induzido, mencionando o alto grau de tolerancia a ambientes Uumidos e ao déficit
nutricional, ambos fatores que levam a formacéo desse tecido nas raizes do milho (Dantas
etal., 2001; Gunawardena et al., 2001; Bouranis et al., 2006; Coelho et al., 2006 e Abiko
etal., 2012). Isso pressupde, que o inicio de formacédo dos espagos esquiz6genos em uma
zona mais tardia que a meristematica, contrastando com o aerénquima de formacao

constitutiva. Assim, no caso de N. humboldtiana, cujo aerénquima é constitutivo, é de se
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esperar uma resposta rapida a hipoxia ainda na fase meristematica da raiz como forma
adaptativa, até mesmo em fungdo do ambiente aquéatico que ocupam.

Bona & Morretes (2003) observaram que, na regido de alongamento da raiz de
alguns membros do género Bacopa, ocorreu um aumento do comprimento transversal das
células do cortex, quando comparada com a regido meristematica. Mas, em N.
humboldtiana ocorreu separacdo das células e estiramento das células do cortex, que
resultou em aumento no didmetro da raiz e, consequentemente, aumento das lacunas de
ar entre as células. A separacdo das células adjacentes do cortex, inicialmente resulta em
lacunas esquizogenas, orientadas radialmente, confirmando o observado por Seago &
Seago, (2004) nas espécies do género Nymphoides estudadas por estes autores.

Os septos, formados por células corticais dispostas radialmente, representam um
reforco para a integridade do sistema de lacunas de ar (Scremin-Dias et al.,1999). Em N.
humboldtiana as lacunas de ar sdo separadas entre si por septos unisseriados formados
por células integras e/ou colapsadas, sendo que as células formadoras de aerénquima
sofrem um estiramento no sentido radial. Esta caracteristica também foi registrada em
raizes de Zea mays (Drew et al., 1980; Drew et al., 1981; Gunawardena et al., 2001 e
Evans, 2003), em P. cordata, S. lancifolia e Thalia geniculata (Longstreth &
Borkhsenious, 2000); B.salzmanii e monnierioides (Bona & Morretes, 2003);
Nymphoides (Seago & Seago, 2004); Hydrocharis morsus-ranae. L., Glyceria maxima
(Hartn.) Holmb, Phragmites australis (Cav.) Trine x Steud (Seago et al., 2005); Juncus
effusus (Visser & Bdgemann, 2006) Trapella sinensis, Juncos krameri e Oryza sativa
(Jung et al., 2008), Pistia stratiotes (Flores- Borges et al., 2016); P. polygonus (Bona et
al., 2017) e S. officinarum (Leite et al., 2017). Baseado nesses trabalhos, pode-se pensar
que o formato das células dos septos € varidvel, e que plantas com aerénquima
constitutivo apresentam septos com mais células integras do que colapsadas, enquanto
que o aerénquima induzido apresenta mais células colapsadas do que integras, por ser
uma situacdo de maior estresse as plantas que ndo vivem em ambientes alagados.

Seago & Seago (2004) descreveram que o aeréngquima de Nymphoides é
principalmente esquizdgeno, embora exista alguma lisigenia aparente, visto restos
celulares observados. Seago et al, (2005), descreveram o aerénquima de Nymphoides
como sendo esquizogeno ou esquizo-lisigeno dependendo da espécie. Enquanto que Jung
et al, (2008) constataram que N. humboldtiana desenvolveu aerénquima lisigeno radial.

Em trabalho anteriormente realizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFRGS
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(Richit & Mastroberti, em preparagdo), bem como neste estudo, confirmam o observado
por Seago et al. (2005) em outras espécies do género, quando o aerénquima de N.
humboldtiana inicialmente se desenvolve como esquizogeno e em seguida ocorre
lisigenia, sendo um processo de esquizo-lisigeno.

Em geral, quando as células corticais estdo dispostas radialmente, ocorre formacao
de aerénquima lisigeno (Justin & Armstrong, 1987). E sabido que, mesmo ocorrendo em
alta frequéncia, isto ndo ocorre todas as vezes, como no caso de raizes de Pistia stratiotes,
cujas células que sofrem estiramento permanecem vivas e, por isso, foi descrito como
aerénquima esquizégeno (Flores-Borges et al. 2016). Identificar o tipo de formacdo do
aerénquima foi uma das perguntas deste trabalho e, com base em nossos resultados,
concluimos que os dois processos estdo envolvidos na formacdo de aerénquima em N.

humboldtiana.

6.4. Distribuicdo desigual dos epitopos pécticos

Quimicamente, as paredes celulares das plantas sdo compostas principalmente por
trés classes de polissacarideos - celulose, hemiceluloses e pectinas, mas também incluem
proteinas e outros compostos quimicos (Lampugnani et al., 2018). Esses componentes da
parede celular séo regularmente remodelados durante desenvolvimento da planta (Carpita
& Gibeaut, 1993).

Nos estadios iniciais de desenvolvimento da raiz P. stratiotes (Flores-Borges et
al., 2016) e de P. polygonus (Bona et al., 2017) a deteccdo de homogalacturonanos com
baixa metil-esterificacdo (identificada com o anticorpo LM19), é moderado, resultado
diferente a esse foi encontrado em N. humboldtiana que apresentou abundancia desse
composto em todas as células. Nos estadios finais de desenvolvimento de P. polygonus
(Bona et al, 2017) e de N. humboldtiana foi detectado forte marcacdo de
homogalacturonano com baixa metil-esterificagdo (LM19) em todas as células do cortex,
inclusive nas células formadoras de aerénguima. Isso ocorre, pois no geral o HG
esterificado esta tipicamente presente em toda a parede celular (Ridley et al., 2001 &
Mohnen, 2008). De acordo com Sakai et al. (1993), o grau de metil-esterificacdo tem
influéncia sobre as propriedades gelificantes das pectinas e também limita ou impede a
acdo de pectinases sobre esses polissacarideos, ou seja, quanto menor o grau de metil-

esterificacdo mais suscetivel esta. Com isso, geralmente pode ocorrer um aumenta do
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grau de resisténcia fisica das paredes celulares, por causa da maior interacdo idénica com
calcio (Willats et al., 2001). Dessa forma, pode-se supor que a presenca de
homogalacturonanos com baixa metil-esterificacdo em células colapsadas que formam o
aerénguima se deve a maior interacdo com o calcio, que formar um gel péctico mais
estavel e aumentam a rigidez da parede celular.

Nos estadios iniciais de desenvolvimento de P. stratiotes (Flores-Borges et al.,
2016), P. polygonus (Bona et al., 2017) e de N. humboldtiana, homogalacturonano com
alta metil-esterificacdo (LM20), foram fortemente detectados em toda a parede celular.
Em N. humboldtiana, nos estadios mais desenvolvidos da raiz, 0s epitopos marcados com
LM20, apresentaram forte marcacdo nas células integras do cortex, porém ocorreu
marcacao restrita apenas nas zonas de juncdes das células que formam o aerénquima.
Resultado similar foi observado em P. stratiotes (Flores-Borges et al., 2016) e P.
polygonus (Bona et al., 2017). A presenca de HG apenas nas células integra do cortex e
nas zonas de junc¢des das células colapsadas, ndo € usual para células do paréngquima, pois
alamela media érica em HG (Willats et al., 2001). Acredita-se que as altera¢fes quimicas
observadas nessas raizes podem afetar a adesdo e a morfologia das células do aerénquima,
levando ao alongamento durante o colapso (Bona et al., 2017).

Em N. humboldtiana o epitopo de galactanos (LM5) apresentou marcacéo leve e
uniforme, nos estadios iniciais do desenvolvimento da raiz. Esses achados também foram
encontrados em plantulas de Arabidopsis (McCartney et al., 2003). Nos estadios mais
desenvolvidos da raiz de N. humboldtiana, nas células integras do cortex, a marcacdo de
galactanos € intensa. Segundo McCartney et al, (2000) a deposi¢do de galactanos nas
paredes celulares esté relacionada com o aumento da firmeza do tecido. Isso explica a
baixa quantidade de galactanos nas células colapsadas. Acreditamos que a diminuicdo
desse composto, as células ficam mais suscetiveis ao alongamento e ao colapso celular.

A deposicdo de arabinanos (identificado com o anticorpo LM6) esta relacionada
com a divisdo celular e maior flexibilidade a parede celular (Carpita, 1984). Em varios
tecidos e 6rgdos arabinanos esta relacionado com a adesdo celular (Iwai et al., 2001 e
Zykwinska et al., 2007). Isso justica a presenca desse epitopo, em todo o desenvolvimento
da raiz de N. humboldtiana, pois ocorreu marcacdo moderada em todas as celulas do
cortex, inclusive nas células formadoras de aerénquima. No entanto, em P. stratiotes
(Flores-Borges et al., 2016) arabinanos estd presente apenas no estddio mais

desenvolvidos da raiz e somente nas células que formam o aerénquima. Para Moore et
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al., (2008) as cadeias laterais de arabinanos do RGI desempenham um papel critico na
capacidade das paredes celulares permanecerem flexiveis durante o crescimento da
planta. Sendo assim, a flexibilidade da parede celular é fundamental, uma vez que as

células que formam o aerénquima sofrem alongamento e/ou colapso.

6.5. Distribuicdo heterogénea dos epitopos hemiceluldsicos e proteicos da parede

celular durante a formagéo de aerénquima

Em todos os estadios de desenvolvimento das raizes de P. stratiotes (Flores-
Borges et al., 2016) e de P. polygonus (Bona et al., 2017) mananos (LM21) esté presente,
de maneira uniforme. Além de serem polissacarideos de armazenamento, mananos
também sdo polissacarideos estruturais, responsaveis pela manutencdo da integridade
mecéanica da parede celular (Buckeridge et al., 2000c e Schroder et al., 2009). Resultado
semelhante ao esses, foi observado em N. humboldtiana, exceto na regido meristematica,
que ndo apresentou marcacdo. Segundo Thimm et al. (2002) em alguns casos, essa
hemicelulose ndo é detectado. Para Bona et al. (2017) a grande presenca de mananos
constituindo hemicelulose estrutural em vez de xiloglucanos poderia ser um auxiliar
significativo na manutencdo da resisténcia mecanica e integridade celular das células
colapsadas.

Os xiloglunacos (LM15) estdo presentes em toda a parede celular das células do
cortex, naregido meristematica em N. humboldtiana. No entanto, na zona de alongamento
a presenca desse epitopo diminui, se comparada com a regido anterior. Na regido madura
da raiz ndo se encontra esse epitopo. Resultado semelhante a esse foi encontrado em P.
stratiotes (Flores-Borges et al., 2016) e em P. polygonus (Bona et al., 2017). Nas raizes
maduras de milho xiloglucanos também ndo estdo presentes (Brennan & Harris, 2011).
Segundo Cavalier et al, (2008) o xiloglucano é abundante na parede celular de células
proximas do apice meristematico. Entretanto, na regido madura da raiz esta hemicelulose
esta ausente. Uma das justificativas para esses fatos pode ser que a unido de microfibrilas
de celulose com xiloglucanos pode limitar a flexibilidade celular, jA que a essa
hemicelulose tem funcéo estrutural, por isso, que ao longo do desenvolvimento da raiz
ela ndo esta presente. Outra justificativa, € que o acesso ao xiloglucano poderia ser
limitado pela presenca de manano na parede celular, pois mananos e xiloglucanos

parecem se alternar conforme o estadio de desenvolvimento.
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O anticorpo JIM13, que é marcador da proteina arabinogalactanos (AGPs), esta
presente em todas as paredes celulares de todas as células, dos estadios iniciais de
desenvolvimento da raiz de N. humboldtiana. Resultado semelhante a esse foi relatado
por Leite et al., (2017) em raizes de cana-de-acucar. Nos quais os AGPs estdo localizados
na parede celular e/ou na membrana plasmatica, e estdo envolvidos em varios aspectos
do crescimento e desenvolvimento vegetal, como a diferenciacao de tecidos reprodutivos
e vegetativos, na adesdo célula-célula e na expansdo celular (Carpita, 1996; Majewska-
Sawka & Nothnagel, 2000 e Rumyantseva, 2005). Na regido madura da raiz de cana-de-
acucar (Leite et al., 2017) e de N. humboldtiana foi detectado a presenca de AGPs
(JIM13) em todas as células do cortex, exceto nas células alongadas que formam o
aerénquima. Para He et al., (1996) os AGPs estdo implicados em diversos papéis de
desenvolvimento, como, afrouxamento e/ou degradagdo na parede celular, durante a
formacdo de aerénquima. Isso justifica a auséncia de AGPs nas células colapsadas e
alongadas que compdem os septos. Outra classe de proteina é as extensinas, que em N.
humboldtiana esta ausente, em todos os estadios de desenvolvimento da raiz, inlmeras
pistas apontam para papeis relacionados ao estresse, cicatrizacao de feridas e defesa de
plantas (Srivastava et al., 2017). Dever por iSSO que ndo ocorreu marcacao para esse
epitopo.

Nossos resultados mostram que a auséncia de alguns componentes da parede
celular nas células formadoras de aerénquima (a partir do estadio 3), como HGs (LM18
e LM20), galactanos (LM5), xiloglucanos (LM15) e as proteinas arabinogalactanos
(JIM13) podem levar ao alongamento celular durante o colapso celular. Estes compostos
estdo presentes nas demais células integras do cortex e ausentes apenas nas células
colapsadas que formam o aerénquima.

Talvez, as alteracdes quimicas observadas nas raizes de N. humboldtiana possam
causar diversas modificagcdes na parede celular, como a perda da adeséo celula a célula,
que é proporcionado pela presenca de HGs; a estabilidade mecénica da parede celular,
que é obtida através dos galactanos; as func@es estruturais da parede que sdo mantidas
através dos xiloglucanos e a expansdo e proliferacdo das células, que é afetada pela
auséncia de proteinas arabinogalactanas. Esse comportamento no metabolismo dos
polissacarideos durante a formagdo do aerénquima esquizo-lisigeno indica que ocorre
degradacdao parcial da parede celular e que este processo pode estar relacionado com a

degradacdo da lamela média. Evans (2003) descreve que a degradacdo da parede celular
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comeca com a separacao da lamela média, seguida pelo colapso das células. De forma
geral, apenas os arabinanos e 0s mananos estdo presentes nas células colapsadas que
formam o aerénquima. Nossa hipotese é que os arabinanos desempenham um papel
fundamental na determinacdo da flexibilidade na parede celular e que os mananos

mantém a integridade desses restos de parede celular.

7. CONCLUSAO
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As raizes de N. humboldtiana formam aerénquima esquizo-lisigeno e que durante
este processo as paredes celulares das células formadoras de aerénquima sofrem
alteracdes quimicas, ocasionado modificagcbes das caracteristicas morfologicas das
paredes, deixando estas mais suscetiveis ao alongamento, colapso e a consequentemente
formacéo de lacunas de ar.

Os polissacarideos detectados por testes imunocitoquimicos mostram que nédo
ocorreu degradacdo em parte da parede celular nas células do cortex que formam
aerénquima. Nos estadios mais desenvolvidos da raiz houve a presenca de alguns
compostos quimicos, como arabinanos e 0os mananos. Entretanto, os demais compostos
quimicos analisados (HGs, galactanos, xiloglucanos e as proteinas arabinogalactanos)
n&o estdo presentes/ou estdo em pequena quantidade, nestes restos de parece celular que
compd@e as células formadoras de aerénquima. Porém estes compostos estao presentes nas
células integras do cortex. Esses dados suportam a hipdtese de que nem todo processo

lisigeno leva a degradacdo total da parede celular.
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