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RESUMO

A taboa (Typha domingensis) é uma macrdfita que, em condigdes de
eutrofizacdo, pode apresentar elevada capacidade de crescimento e colonizagio.
Portanto, o objetivo foi avaliar a ontogenia foliar e a estrutura e atividade dos
meristemas nesta espécie na presenca de fésforo. Plantas foram coletadas em
populacdes naturais na regido de Alfenas-MG, sendo cultivadas em casa de
vegetacdo, visando a obtengdo de clones para a condugdo do experimento.
Rizomas desses clones foram selecionados e cultivados em solugdo nutritiva
com diferentes concentragdes de fosforo. Folhas e bracteas foram coletadas e
submetidas a procedimentos usuais em microtécnica vegetal. A formagdo dos
primordios foliares acontece lateralmente ao meristema apical caulinar, sendo
que essa formagdo e o crescimento prosseguem devido ao meristema apical
foliar, meristema marginal, meristemas laminares e meristema intercalar. A
diferenciac@o dos tecidos foliares acontece no sentido basipeto, exceto os tecidos
de sustentacdo e vasculares que se diferenciam no sentido acropeto. Foram
observadas diferengas para todas as caracteristicas quantitativas avaliadas. O
fésforo promoveu a propor¢do de meristema fundamental e procdmbio, a taxa de
producdo de células nos meristemas derivados, a propor¢do ¢ aérea média das
camaras de aerénquima e reduziu o tempo de ciclo celular no meristema
fundamental. Além disso, esse elemento promoveu a formacdo de parénquima
paligadico e aerénquima em reduzido intervalo de tempo. O padrio de formacio
da folha na taboa, que compartilha caracteristica com espécies de
monocotileddneas, bem como as diferencgas causadas pela presenga do fosforo,
podem estar associadas a caracteristicas morfologicas, fisiologicas e ecologicas
da espécie.

Palavras-chave: Macrdfitas. Ontogenia. Meristemas. Plasticidade anatomica.
Eutrofizagdo



ABSTRACT

The Cattail (Typha domingensis) is a macrophyte which in
eutrophication conditions may have a high growth and colonization capacity.
Therefore, the aim was to evaluate the leaf ontogeny and meristem structure and
activity in 7. domingensis species in the presence of phosphorus. Plants were
collected from natural populations in Alfenas-MG region, and grown in
greenhouse in order to obtain clones for the experiment. Clone rhizomes were
selected and cultivated in nutritive solution with different phosphorus
concentrations. Leaves and bracts were collected and subject to usual procedures
in plant microtechnique. Leaf primordia formation occurs laterally to the shoot
apical meristem, and its formation and growth continue due the leaf apical
meristem, marginal meristem, laminar meristem and intercalary meristem. Leaf
tissue differentiation occurs in basipetal sense, except for the vascular and
support tissues which development shows acropetal sense. Differences were
observed in all the quantitative characteristics. The phosphorus enhanced ground
meristem and procambial proportions, cell production rate in the primary
meristems, aerenchyma proportion, average area of aerenchyma chambers but
reduced the cell cycle time in ground meristem. Furthermore, this element
reduced the time for palisade parenchyma and aerenchyma development. The
leaf formation pattern in cattail, which shares features with other monocot
species, and the differences promoted by phosphorus, may be related to
morphological, physiological and ecological characteristics.

Keywords: Macrophytes. Ontogeny. Meristems. Anatomical plasticity.
Eutrophication.
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1 INTRODUCAO

As macrdfitas s@o consideradas plantas que retornaram do ambiente
terrestre para o ambiente aquatico, podendo apresentar seus orgdos parcialmente
ou completamente submersos (COOK, 1996). Nos ambientes aquaticos fazem
parte de diversos processos ecoldgicos que acontecem nesses ecossistemas. A
ciclagem e o armazenamento de nutrientes, controle da poluigdo, eutrofizagio e
producdo de detritos orgénicos, sdo apenas alguns exemplos (ESTEVES;
CAMARGO, 1986; POTT; POTT, 2000; PEREIRA et al., 2011). Além disso,
algumas espécies de macrdfitas ainda servem de alimento e abrigo para fauna
(CERVlI et al., 2009).

Em especial, a eutrofizagdo destaca-se dentre as perturbagdes no
ambiente aquatico, pois leva a um grande crescimento de individuos e
populacdes que colonizam extensas areas nos corpos d’agua, causando prejuizos
para diversas atividades humanas realizadas nesses ambientes bem como para a
biodiversidade (ESTEVES, 1998; THOMAZ, 2002). Li et al. (2009), por
exemplo, relata que a diminui¢do de populagdes de Cladium jamaicense Crantz
na regido dos Everglades nos Estados Unidos, pode estar associada a expansao
populacional de Typha domingesis Pers (Typhaceae). Santos-Neves, Aragon e
Silva-Filho (2011), por sua vez, observaram maior emissdo de gas metano
associada a local em condicdo eutrdfica e colonizado por esta mesma espécie. O
fenémeno da eutrofizag@o ocorre em escala global e, muitas vezes, ¢ associado a
elevada concentracdo de nutrientes, principalmente fosforo (P). O aumento
desses nutrientes ¢ observado nos corpos d’agua antes de sua ocupagdo
descontrolada por espécies de macrofitas (ESTEVES, 1998). No entanto, a
capacidade de crescimento desenvolvida por tais organismos também pode estar
associada a modificacdes em caracteristicas anatomicas e fisiologicas que

possibilitam maior capacidade de crescimento e colonizagdo desses ambientes



aquaticos (MANUS; SEAGO JUNIOR; MARSH, 2002; PIERINI; THOMAZ,
2004; PEREIRA et al., 2008; SOUZA et al., 2009). Dentre as espécies de
macréfitas aqudticas nativas, a taboa (7. domingensis) é uma das mais
representativas nesses processos de colonizacdo descontrolada (THOMAZ,
2002).

Apesar disso, a maioria dos estudos com espécies de macrofitas estdo
relacionados a levantamentos floristicos e a sistematica, sendo escassos o0s
trabalhos relacionados a fisiologia e anatomia desses organismos (PADIAL;
BINI; THOMAZ, 2008). Alguns estudos sobre macrofitas submetidas a
diferentes concentragdes de fosforo (P), por exemplo, ja foram realizados e
descrevem, no geral, um aumento na capacidade de crescimento (LI et al., 2009;
MACEK; REJMANKOVA; LEPS, 2010; WANG et al., 2013; SANTOS et al.,
2015). No entanto, outros estudos experimentais que relacionem o fosforo e
outros elementos a modificacdes em caracteristicas estruturais e fisioldgicas
ainda s3o escassos (WEBB; ZHANG, 2013), principalmente aqueles
relacionados a ontogenia, diferenciagdo dos tecidos e atividade meristematica
(WANG et al., 2013). Segundo Donabaum, Schagerl e Dokulil (1999), estudos
relacionados a fatores limitantes, como o fosforo, podem contribuir
significativamente para compreensdo das respostas e da capacidade de
crescimento dessas plantas. Além disso, informagdes sobre esses nutrientes sao
consideradas fatores centrais no manejo das macrdfitas, podendo fornecer
subsidio essencial para o seu controle e monitoramento (THOMAZ; BINI, 1999;
THOMAZ, 2002).

Dessa forma, torna-se necessdria a realizacdo de estudos relacionando o
P a morfologia e atividade dos meristemas durante a ontogenia dos diversos
orgdos de importantes espécies de macrofitas, abrangendo caracteristicas
estruturais e fisiologicas, ja que modificagdes nessas caracteristicas podem estar

associadas a capacidade de crescimento e colonizacdo apresentada por essas
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espécies de plantas. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar a ontogenia ¢ a
estrutura e atividade dos meristemas foliares da espécie Typha domingesis

submetidas a diferentes concentragdes de P.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Macréfitas aquaticas

As macrofitas aqudticas s@o plantas que apresentam suas partes
fotossinteticamente ativas em ambiente aquatico, sejam elas totalmente ou
parcialmente submersas ou mesmo flutuantes. Esses orgdos ainda podem
permanecer submersos durante todo seu ciclo de vida ou apenas
temporariamente (COOK, 1996).

Tais espécies sdo produtoras primarias, participam da ciclagem e
armazenamento de nutrientes, do controle da poluicdo e da eutrofizago
(ESTEVES; CAMARGO, 1986; POTT; POTT, 2000), podendo, ainda, ser
utilizadas como abrigo e alimento para a fauna (CERVI et al., 2009). Tais fatos
justificam a importancia de estudos sobre levantamentos floristicos dessas
espécies de plantas, bem como estudos dos ambientes aquaticos, ja que essas
informagdes podem estar associadas a conservacdo ¢ manejo das macrofitas.
Além disso, esses estudos podem fornecer subsidio para conscientizagdo da
populacdo sobre a importincia dessas espécies para o ambiente aquatico e
preservagdo da diversidade (MATIAS; AMADO, 2003; CERVI et al., 2009).

Toda essa importancia dos estudos relacionados ao levantamento de
macrofitas e composigdo floristica de ambientes aquaticos justifica o aumento na
producdo de trabalhos relacionados ao tema. Esse incremento vem sendo notado
nos ultimos 30 anos, principalmente nos tropicos. O Brasil, por exemplo, € o

terceiro pais do mundo em publicacdes com esse tipo de enfoque, ficando atras
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apenas dos Estados Unidos e Alemanha. No entanto, os trabalhos sdo, em sua
grande maioria, relacionados a ambientes de lagos, rios ou terras inundaveis,
sendo o ambiente de reservatorios pouco explorado (PADIAL; BINI;
THOMAZ, 2008). Apesar do aumento dos trabalhos relacionados com o
levantamento de macroéfitas, pouco se conhece sobre as suas caracteristicas

anatdmicas e fisiologicas.

2.2 Caracteristicas morfofisiolégicas das macrofitas

Segundo Sculthorpe (1967), as macrofitas formam um grupo de plantas
que retornaram para o ambiente aqudtico a partir do ambiente terrestre,
desenvolvendo uma série de adaptagdes. As mais notaveis dessas adaptacdes sdo
aquelas de plantas completamente submersas, ja que estas necessitam retirar
todos os seus recursos da dgua, enquanto as flutuantes e enraizadas conseguem
usufruir da atmosfera, do solo e/ou sedimento (PIERINI; THOMAZ, 2004).

Uma das principais adaptagcdes dessas plantas ao ambiente aquatico se
refere a captagdo de CO, em folhas submersas. Além da reduzida difus@o do gas
carbonico nesse meio, ¢ formada uma camada entre as células da epiderme e a
agua adjacente que recebe o nome de zona de interface, na qual o fluxo de dgua
¢ reduzido e, consequentemente, a disponibilidade de CO, ¢ menor. Dessa
forma, plantas que conseguem aproveitar outras formas quimicas de carbono
com maior capacidade de difusdo no meio aquoso, como o bicarbonato (HCO53)
que ¢é fixado pela PEPCase, no metabolismo de plantas C4; e CAM, possuem
vantagem adaptativa em relagdo a plantas de metabolismo C; (PIERINI;
THOMAZ, 2004).

Além de adaptagdes fisioldgicas, tais plantas ainda podem desenvolver
modificagdes em sua morfologia externa e interna que permitem a manutengao

\

do seu metabolismo, principalmente no que se refere a captagdo e
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armazenamento de CO, e O,. Algumas macrofitas podem desenvolver folhas
com grande capacidade de flutuagdo, o que permite que estas permane¢am acima
do nivel da 4gua (PIERINI; THOMAZ, 2004), levando ao aproveitamento de
gases direto da atmosfera e maior absor¢do da radiacdo incidente. Além disso,
tais plantas podem apresentar um aumento na porosidade das raizes, que
contribui para uma melhor difusdo dos gases nesses orgdos (INSAUSTI et al.,
2001).

As modificagdes nas caracteristicas morfoldgicas internas (anatomicas)
abrangem os diferentes tecidos e o6rgdos das plantas. Segundo Pereira et al.
(2008) e Castro, Pereira e Paiva (2009), tanto plantas de ambientes aquaticos
quanto as que sdo submetidas ao alagamento, podem desenvolver um tecido
parenquimatico especializado no armazenamento de gases, que recebe o nome
de aerénquima e que permite a respiracdo celular e a manutengdo do
metabolismo aerdbio e da fotossintese mesmo em condi¢cdes de baixa
disponibilidade de CO, e O,. Espécies do género Typha desenvolvem esse tipo
de tecido nas raizes, rizomas e folhas, sendo que apresentam grandes
quantidades de fibras esclerenquimaticas que possibilitam a manutengio de suas
folhas acima do nivel da 4gua (MANUS; SEAGO JUNIOR; MARSH, 2002).
Tais plantas, bem como outras macrofitas, ainda podem apresentar modificagdes
relativas a tecidos vasculares, fotossintéticos e caracteristicas estomaticas
(VASELATTI et al., 2001; CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

Outras adaptagdes para a tolerancia dessas espécies, ainda podem incluir
modificagdes na atividade de diversas enzimas. Como exemplo, plantas
submetidas ao alagamento podem apresentar maior atividade de enzimas do
sistema antioxidante (PEREIRA et al., 2010). Segundo Drew (1997), condi¢des
adversas como o alagamento, levam as plantas a produzirem maiores
quantidades de espécies reativas de oxigénio, que estdo diretamente relacionadas

a morte celular programada. Dessa forma, o aumento na atividade das enzimas
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do sistema antioxidante, seria uma alternativa para manuten¢do do metabolismo
celular e da integridade das membranas.

Apesar de o ambiente exercer grande influéncia no desenvolvimento e
modificacdo de todas essas caracteristicas, tais fatos também podem estar
atrelados a caracteristicas genéticas das plantas, que podem levar a diferentes
respostas adaptativas ¢ um melhor desempenho de determinados individuos ao

ambiente em que se encontram (PEREIRA et al., 2008; SOUZA et al., 2009).

2.3 O manejo de macrofitas

Muitas espécies de macrdfitas, inclusive a taboa (7. domingensis),
possuem alta produtividade primaria e intenso crescimento populacional, o que
permite uma rapida expansdo e a colonizacdo de extensas areas. Sabe-se que
essa colonizagdo de ambientes aquaticos por macrofitas pode ser um processo
natural de sucessdo ecologica (THOMAZ, 2002). No entanto, atividades
antrdpicas tém acelerado esse processo, principalmente devido ao assoreamento
dos corpos d’agua, desmatamento e atividades agricolas, promovendo o
estabelecimento de grandes populagdes dessas plantas nos ambientes aquaticos
(FORD, 1990; THOMAZ, 2002).

Essa explosdo populacional ¢ ocupagdo de grandes areas do habitat
podem causar prejuizos para a biodiversidade e diversas atividades realizadas no
ambiente aquatico. A geracdo de energia hidrelétrica, captacdo de agua para
irrigacdo, pratica de esportes nauticos e o transporte aquaviario sio apenas
algumas das atividades que podem ser prejudicadas por essas condi¢des
(THOMAZ, 2002). Apesar desses problemas causados pelas macroéfitas, essas
plantas possuem elevada importancia para o ambiente aquatico, tornando

necessaria a obtengdo de dados para a realizagdo de manejos da forma mais
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adequada, sendo de grande valor informagdes que possibilitem sua preservagio
simultaneamente ao controle de suas populagoes (THOMAZ, 2002).

O conhecimento sobre a biologia das macréfitas, bem como os
levantamentos e monitoramentos, além de conhecimentos sobre os fatores
limitantes para a explosdo populacional das macrdfitas, com potencial para
causar prejuizos, sdo fatores centrais no possivel manejo dessas espécies e
desses ecossistemas, podendo fornecer subsidios necessarios para que eles sejam
feitos da melhor forma possivel (THOMAZ; BINI, 1999; THOMAZ, 2002). No
entanto, a maioria dos trabalhos relacionados a essas espécies ¢ de carater
descritivo, abrangendo, principalmente, levantamentos floristicos e sistematica,
sendo trabalhos experimentais e aplicados ainda escassos (PADIAL; BINI;
THOMAZ, 2008).

Segundo Donabaum, Schagerl e Dokulil (1999), os fatores limitantes
tém sido estudados para predicdo do potencial de coloniza¢do do ambiente
aquatico por macrofitas. No entanto, conhecimentos sobre a influéncia desses
fatores sobre o desenvolvimento dos diversos 6rgdos das plantas, bem como na
fisiologia das macrdfitas, ainda sd3o pouco explorados, possuindo alto potencial

para o auxilio no biomonitoramento dessas espécies aquaticas.

2.4 O fosforo e as macrofitas

O fésforo (P) ¢ considerado um macronutriente para as plantas, sendo
imprescindivel para a manuten¢do da vida vegetal, ja que faz parte de diversos
processos e moléculas que compde esses organismos. Tal importancia justifica
quantidade do elemento encontrada em plantas, que compreende valores entre
0,1 a 1% do organismo como um todo. (MALAVOLTA, 2006; BARKER;
PILBEAM, 2006). Segundo Barker e Pilbeam (2006), o P faz parte das

estruturas dos acidos nucleicos, nucleotideos, coenzimas, fosfolipideos,
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fosfoproteinas e ¢ estocado, através da molécula inositol, em sementes como
reserva para o embrido. Esses compostos estdo associados a muitos componentes
importantes, como as membranas celulares que delimitam a célula e organelas e
sdo responsdveis pelo intercAmbio de substincias e metabolismo, e os
cromossomos, que sdo responsaveis pela hereditariedade e pelo funcionamento
do organismo como um todo. Além disso, o P também participa do controle da
atividade de enzimas, como aquelas relacionadas a diferenciacdo de células
protodérmicas em estoOmatos, e da transferéncia de energia entre processos
bioquimicos (BARKER; PILLBEAM, 2006; UMBRASAITE et al., 2010).

Toda essa importancia para a vida da planta aliada ao interesse na
produgdo, bem como fatores ambientais, torna o P um dos elementos mais
estudados ¢ discutidos, ja que, ao passo que este pode ser frequentemente
limitante para a producdo (MAPELIL;, VIEIRA; SIQUEIRA, 2005;
MALAVOLTA, 2006), também pode estar associado a prejuizos para o meio
ambiente (DAVIS, 1991; ESTEVES, 1998; WEBB; ZHANG, 2013).

Em relagcdo ao ambiente aquatico, o P € um dos principais elementos
responsaveis pelo aumento da produtividade primaria durante a eutrofizagao. Tal
fendmeno corresponde a um processo natural que ocorre em corpos d’agua, nos
quais acontece uma elevada entrada de nutrientes, principalmente fésforo e
nitrogénio, resultando na colonizag@o de extensas areas por macroéfitas aquaticas.
Acredita-se que a entrada demasiada do P nesses ambientes seja, principalmente,
através de fontes artificiais, ou seja, esgotos domésticos, descartes industriais e
atividades agricolas (ESTEVES, 1998). Muitos trabalhos relatam diversas
modifica¢cdes em caracteristicas populacionais de macrofitas quando submetidas
a concentracdes crescentes de P, similares as que s@o constatadas no fendmeno
da eutrofizacdo (LI; LIU; GUAN, 2010; WANG et al., 2013; WEEB; ZHANG,
2013). Weeb e Zhang (2013), em trabalho realizado com 7. domingensis e

Cladium jamaicense, relataram aumento na taxa de crescimento, fotossintese,
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conteudo proteico e niveis de RNA na parte aérea de plantas da primeira espécie
quando submetidas ao enriquecimento com P. Li, Liu ¢ Guan (2010), por sua
vez, observaram maior aquisi¢do de biomassa e aumento no nimero de sementes
de Trapa maximowiczii em maiores concentragdes do elemento.

Estudos relacionados a fatores limitantes para o crescimento das
macrofitas possuem alto potencial para o auxilio no manejo dessas espécies
(DONABAUM; SCHAGERL; DOKULIL, 1999). Dessa forma, sendo a
concentragdo de P um desses fatores, novas informag¢des sobre a influéncia desse
elemento tanto em caracteristicas morfologicas como fisioldgicas, podem ser de
grande importdncia para compreensdo da elevada expansdo populacional
relatada em macrofitas. Além disso, tais informagdes, aliadas as ja disponiveis
na literatura que sdo relacionadas principalmente ao crescimento e¢ ganho de
biomassa pelos vegetais, podem fornecer ainda mais subsidio para o controle e

biomonitoramento dessas espécies.

2.5 A influéncia de condicdes ambientais sobre a ontogenia vegetal

A ontogenia vegetal trata da descricdo do desenvolvimento dos diversos
érgios e tecidos das plantas (KAUL, 1974; LEITAO et al., 2002; MONTI;
BARBANTI; VENTURI, 2007; DELMAIL et al., 2011a). No passado, tais
estudos eram realizados apenas com o intuito de auxiliar na classificagdo das
diversas espécies de plantas, aplicados, principalmente, na sistematica vegetal.
Kaul (1974), por exemplo, estudou o desenvolvimento dos diafragmas foliares,
que correspondem a placas de células originadas a partir do colapso ou
desintegracdo de determinados meristemas, de uma espécie do género Typha
com o objetivo de verificar se tal desenvolvimento poderia ser semelhante ao do
género Sparganium, ja que esses grupos parecem ser relacionados. Leitdo et al.,

2002, descreveram a ontogenia dos nectdrios extraflorais de Triumfetta
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semitriloba, fornecendo possiveis contribui¢des para sistemdtica e até para
compreensdo da interagdo entre a espécie e os visitantes dos seus nectarios.

Atualmente, esses estudos também tém sido utilizados para
compreensdo de respostas das plantas a diversas condi¢gdes ambientais, sendo
essas favoraveis ou desfavoraveis. Delmail et al. (201la), por exemplo,
descrevem a formacdo de uma endoderme dupla em raizes de Myriophyllum
alterniflorum quanto submetidas a altas concentragdes de cobre, que pode estar
associada a defesa em condi¢des desfavoraveis. No entanto, tais respostas ndao
estdo restritas as modificagdes estruturais das raizes, mas também a
caracteristicas anatomicas das folhas e a caracteristicas fisioldgicas
fotossintéticas (MONTI; BARBANTI; VENTURI, 2007, DELMAIL et al.,
2011b).

Além de condi¢des ambientais desfavoraveis, como altas concentragdes
de cobre e baixa disponibilidade hidrica, outros fatores, como diferentes
concentragdes de nutrientes, também podem afetar a ontogenia do vegetal,
podendo favorecer desde a aquisi¢do de biomassa como um todo, expansio
foliar, indice de area foliar e até a eficiéncia no uso da radiagdo (UHART;
ANDRADE, 1995; McCONNAUGHAY; COLEMAN, 1999; ZAHOOR et al.,
2010). Chiera, Thomaz e Rufty (2002) relatam que o fésforo pode aumentar o
tempo necessario para expansdo total da folha de soja. Keski-Saari e Julkunen-
Tiitto (2003), por sua vez, relatam que esse elemento pode até afetar a
concentragdo de compostos fenolicos em Betula pubescens durante o seu
desenvolvimento.

Apesar dessas observacdes ja relatadas, trabalhos relacionando o
elemento P a ontogenia de espécies vegetais ainda sdo escassos, principalmente
com macréfitas (WANG et al., 2013). Dessa forma, faz-se necessaria a
realizagdo de trabalhos com este enfoque, j4 que estes podem auxiliar na

compreensdo da capacidade que diversas espécies de macrdfitas possuem de
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colonizar extensas areas de corpos d’agua, podendo fornecer subsidio para o

manejo de populagdes dessas espécies.

2.6 A espécie

A espécie Typha domingensis Pers. ou taboa, como ¢ popularmente
conhecida, pertence a familia Typhaceae, sendo considerada uma planta
emergente encontrada comumente em dreas de menor profundidade dos corpos
d’4gua (ZENGEL et al., 1995; MEXICANO et al., 2013). Possui uma ampla
distribui¢do geografica, sendo encontrada em diversas localidades do mundo.
Alguns estudos relatam sua ocorréncia em paises como a Argentina, Brasil,
Meéxico, Estados Unidos, Egito, Iraque e Australia (DAVIS, 1991; HADAD;
MAINE, 2007; HENRIQUES-DE-OLIVEIRA; BAPTISTA; NESSIMIAN,
2007; HAMDAN et al., 2010; EID; SHALTOUT; ASAEDA, 2012; ADAMS et
al.,, 2013; MEXICANO et al., 2013). Suas folhas sdo anfiestomaticas com
grande quantidade de fibras esclerenquimaticas presentes entre grupos de células
de parénquima paligaddico ¢ associadas aos feixes vasculares (HENRY, 2003).
Segundo Yesilada (2002), a espécie ¢ utilizada na medicina popular da Turquia,
combatendo queimaduras e feridas. Trabalhos cientificos realizados sob essa
tematica comprovam que partes das plantas de taboa, como as inflorescéncias ¢
os frutos, podem estar associadas ao tratamento dessas enfermidades (AKKOL
et al., 2011; GESCHER; DETERS, 2011).

Além disso, tais plantas, devido a sua capacidade de colonizagdo, tém
sido amplamente utilizadas em estudos relacionados a fitorremediagdo
(MOLLARD; ROY; FOOTE, 2013; MOORE; TYLER; LOCKE, 2013). No
entanto, estas também podem estar associadas a emissdo de gases de efeito
estufa e a perda de biodiversidade. Santos-Neves, Aragon e Silva-Filho (2011),

por exemplo, observaram maior emissdo de gas metano (CH,) em ambiente
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alagado construido, ocupado por plantas de Typha domingensis ¢ em condigdes
eutroficas, ou seja, condigdes onde é observada maior capacidade de colonizago
por espécies de macrofitas. Li et al. (2009), por sua vez, associam a reducio de
populacdes de Cladium jamaicense Crantz a expansdo populacional de T.
domingensis na regido de Everglades nos Estados Unidos da América. Segundo
Urban, Davis e Aumen (1993) e Santos et al. (2015), a explosdo populacional de
espécies de taboa, pode estar associada a concentragio de nutrientes,
principalmente o P. Dessa forma, estudos relacionados a esses nutrientes, bem
como outros fatores, podem ser de grande importancia para a compreensdo da

biologia e controle populacional da espécie.

3 CONSIDERACOES GERAIS

Sabe-se que o fosforo esta relacionado ao processo de eutrofizacdo, no
qual ¢ observada a coloniza¢do de extensas areas de corpos d’agua por
macréfitas. O fosforo pode modificar o crescimento, fotossintese e anatomia
foliar. Contudo, ndo se conhecem os efeitos do excesso ou restri¢ao de fosforo
na ontogénese foliar. Dessa forma, faz-se necessdria a obtencdo de novas
informagoes sobre a biologia desses organismos, ja que essas podem auxiliar no
manejo das macrofitas e a evitar problemas que s3o causados para

biodiversidade e atividades antropicas realizadas em ambientes aquéticos.
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ARTIGO 1: ONTOGENESE FOLIAR DE Typha domingensis PERS
(TYPHACEAE)

RESUMO

O objetivo do trabalho foi investigar a ontogé€nese foliar de Typha
domingensis Pers (Typhaceae). Plantas foram coletadas em agudes naturais na
regido de Alfenas-MG, sendo cultivadas em casa de vegetagdo para
aclimatizacdo, por periodo de 30 dias. Apds esse periodo, rizomas foram
selecionados e suas folhas retiradas para observagdo do surgimento de novas
brotagdes. Foram coletados fragmentos de rizomas contendo brotacdes com
folhas até o sétimo dia de desenvolvimento, além de bracteas completamente
expandidas para comparacdo com folhas fotossintéticas. Esses materiais foram
submetidos a procedimentos usuais em microtécnica vegetal ¢ avaliados em
microscopio trinocular. As folhas sdo formadas a partir do meristema apical
caulinar produzido por gemas laterais, localizadas no eixo longitudinal do
rizoma. A estrutura interna das bracteas apresenta diferencas em relagdo as
folhas fotossintéticas, ja que apresentam inclusdes solidas e nido possuem
parénquima paligadico. Os primordios foliares surgem lateralmente a partir de
sucessivas divisdes celulares de um misto de células do meristema apical
caulinar, que é organizado em forma de tunica-corpo. A formagdo e o
crescimento da folha, até sua completa expansdo, sdo determinados pela
atividade do meristema apical foliar, meristema marginal, meristemas laminares
e meristema intercalar. A diferenciacdo dos tecidos que compdem a folha
acontece no sentido basipeto, exceto os tecidos vasculares e de sustentagio, que
sd0 os primeiros a se diferenciarem e acontecem no sentido acrépeto. O padrio
de formagéo e diferenciago da folha da espécie Typha domingensis compartilha
caracteristicas com espécies de monocotiledoneas e tem relacio com sua
morfologia, fisiologia e ecologia.

Palavras-chave: Macrofitas. Taboa. Meristemas. Bracteas. Ontogenia.
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ABSTRACT

This work aimed to investigate foliar ontogeny of Typha domingensis
Pers (Typhaceae). Plants were collected from natural wetlands in Alfenas-MG
region, and cultivated in greenhouse for acclimatization for 30 days. After this
period, rhizomes were selected and their leaves removed to observe the
emergence of new shoots. Rhizomes fragments containing with leaves were
collected in one day interval up to the seventh day of development, as well as
fully expanded bracts for comparison with photosynthetic leaves. These samples
were subject to usual procedures in plant microtechnique and were evaluated in
trinocular microscope. Leaves were developed from shoot apical meristem
which was produced by lateral buds, located on the rhizome longitudinal axis.
The internal structure of bracts differs from photosynthetic leaves, presenting
solid inclusions without palisade parenchyma. Leaf primordia arise laterally
from successive cell divisions from shoot apical meristem, which is organized in
tunica-corpus. Leaf formation and growth up to its full expansion, were
promoted by leaf apical meristem, marginal meristem, laminar meristem, and
intercalary meristem activities. The differentiation of leaf tissues occurs in
basipetal sense, except by vascular and support tissues which are the first tissues
to differentiate and occurs in acropetal sense. The pattern of leaf formation and
differentiation of Typha domingensis shares features with monocot species and
are related to its morphology, physiology and ecology.

Keywords: Macrophytes. Cattail. Meristems. Bracts. Ontogeny.
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1 INTRODUCAO

Ambientes alagados ou aquaticos sdo constantemente colonizados por
espécies de plantas que sdo conhecidas como macrofitas e muitas dessas
espécies possuem importdncia para a ecologia desses ambientes (THOMAZ;
CUNHA, 2010). Typha domingensis (Pers.) - Typhaceae ¢ uma espécie de
macrdfita que possui importancia mundial. Essa planta pode ser considerada de
interesse por fornecer alimento e abrigo para animais (SILVEIRA et al., 2012)
ou para o interesse humano, que utiliza suas fibras em processos industriais
(PONNUKRISHNAN; CHITHAMBARA; RICHARD, 2014) ou em
recuperagdo de 4reas contaminadas (HEGAZY; ABDEL-GHANI; EL-
CHAGHABY, 2011). Contudo, essa espécic pode se alastrar
descontroladamente em ambientes aquadticos, principalmente aqueles
eutrofizados (MACEK; REIMANKOVA; LEPS, 2010) e, apesar de sua origem
na América do Sul, pode colonizar diferentes regides do planeta como espécie
invasora (SPENCER; VINCENT, 2013).

A espécie pode crescer intensamente em funcdo de fatores ambientais,
principalmente a eutrofizacdo (LI; LIU; GUAN, 2010; MACEK;
REIMANKOVA; LEPS, 2010; CHEN; VAUGHAN, 2014). Sabe-se ainda que o
crescimento intenso nesses ambientes estd relacionado com maior fotossintese
(MIAO; NEWMAN; SKLAR, 2000) e que a fotossintese dessa espécie, em
ambientes eutrofizados, pode estar diretamente relacionada com a espessura do
parénquima palicadico e com um maior investimento da planta em folhas
(SANTOS et al., 2015). Dessa forma, torna-se necessario conhecer os fatores
que definem a formagao das folhas em 7. domingensis, pois sdo esses 6rgaos que
definem o potencial de crescimento da planta.

Estudos sobre a ontogénese da folha sdo importantes para se

compreender a origem e estrutura dos tecidos fotossintéticos, visto que podem
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ocorrer muitas variagdes em um mesmo tipo de sistema fotossintético, como
relatado por Koteyeva et al. (2014) para plantas com fotossintese do tipo C4.
Esses estudos relacionam-se diretamente com fatores da propria planta, como as
fases fenotipicas (WELLS, 1988), e fatores externos (CHIERA; THOMAS;
RUFTY, 2002), sendo que o efeito desses fatores pode gerar modificagdes nos
tecidos que compdem as folhas maduras das macrofitas (SILVA et al., 2013;
PEREIRA et al. 2014; CORREA et al., 2015), ja que estes possuem origem
durante a ontogénese da planta em fun¢do da atividade dos meristemas que
constituem este drgio.

Em relagéo a espécie T. domingensis, apesar de sua importancia, pouco
se sabe sobre a sua ontogénese foliar, sendo disponiveis apenas informacdes
sobre a formacdo dos diafragmas foliares, que correspondem a colunas de
células que ocorrem no mesofilo e delimitam cdmaras de aerénquima em uma
espécie préoxima, a T. latifolia (KAUL, 1974). Devido importancia do
aerénquima para a ecologia de macréfitas (COLMER; VOESENEK, 2009) e do
parénquima clorofiliano para fotossintese e crescimento da espécie (SANTOS et
al., 2015), além de outras partes da anatomia foliar da taboa, o conhecimento
sobre a sua ontogenia ¢ de extrema importancia para se compreender a estrutura,
fisiologia e ecologia dessa espécie.

Este trabalho teve como objetivo o estudo da ontogenia foliar de 7.
domingensis para auxiliar na compreensio da sequéncia de eventos relacionados
bem como a origem dos tecidos e estruturas foliares, subsidiando futuros

trabalhos.

2 MATERIAL E METODOS

Plantas de Typha domingensis foram coletadas de populacdes

localizadas em acudes naturais, na regido do municipio de Alfenas, Minas
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Gerais (21° 25" 44" S, 45° 56" 49" O), sendo tais plantas compostas por rizomas
(com aproximadamente 25 cm de comprimento ¢ 3 cm de didmetro) com 10
folhas completamente expandidas (com 1,5 m de comprimento). Esses
exemplares foram desinfestados em solugdo de hipoclorito de sddio 1% por 10
minutos, sendo posteriormente lavados em agua corrente.

Apds o processo de desinfestagdo dos espécimes, estes foram colocados
em vasos de poliuretano de 60 L com 10 L de solucdo nutritiva (HOAGLAND;
ARNON, 1950) a 40% de forca idnica, onde permaneceram por 30 dias para
aclimatizacdo. Apds esse periodo, rizomas com aproximadamente 10 cm de
comprimento, 18 mm de didmetro ¢ 110 g de massa fresca, foram selecionados ¢
cultivados em solugdo nutritiva semelhante as descritas anteriormente, sendo
todas as folhas removidas dos rizomas para que fosse possivel observar a
formagdo de novas folhas e realizar as coletas.

Para as avaliagdes, foram coletados fragmentos dos rizomas contendo
brotagdes de folhas diariamente até o sétimo dia de desenvolvimento, sendo
essas marcadas com auxilio de etiquetas e corda de nylon branca, colocada junto
a raizes lignificadas e proximas ao local do seu surgimento. Além disso, foram
coletadas duas bracteas isoladas que envolvem a parte externa da brotagdo para
caracterizagdo das bracteas ja formadas em comparacio com as folhas
fotossintéticas. Apos a etapa de coleta, todo material foi fixado em solugdo de
F.A.A. 70, (Formaldeido, acido acético e etanol 70% na proporcao de 1:1:18) por
72 horas, sendo posteriormente transferido para solucdo de etanol 70%, onde
permaneceram até a data das analises (JOHANSEN, 1940).

Para obtencdo das sec¢des longitudinais das folhas e transversais das
bracteas isoladas, o material fixado foi submetido a série de desidratagdo etilica
(etanol 70%, 90% e 100%), permanecendo por duas horas em cada etapa. Apos
esse procedimento, o material foi submetido a processo de infiltracdo por

historesina de hidroxietil-metacrilato Leica® (Leica Microsystems, Wetzlar,
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Alemanha), seguindo as instrucdes propostas pelo fabricante. Foram realizadas
secgOes transversais com auxilio de micrétomo semiautomatico rotativo Yidi
YD-335 (Jinhua Yidi Medical Appliance CO., LTD, Zhejiang, China) com
espessura ajustada para 8 um. As seccdes obtidas foram coradas com azul de
toluidina 1% e montadas em ldmina e laminula com balsamo do Canada
(O'BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964).

Para as avaliagdes paradérmicas das bracteas isoladas, as sec¢des foram
realizadas a mao livre com auxilio de laminas de aco, sendo as seccoes
clarificadas em solu¢do de hipoclorito de s6dio 50% por 10 minutos e lavadas
duas vezes em agua destilada. Posteriormente, as sec¢des foram coradas com
solugdo de Safranina 1% e montadas em laminas e laminula com glicerol 50%
(KRAUS; ARDUIN, 1997).

Foram confeccionadas cinco ldminas em cada uma das duas brotagdes
coletadas por dia de avaliagdo, sendo tais l&minas observadas em microscopio
trinocular (CX31, Olympus Toéquio, Japdo), com sistema de captura acoplado,
com o qual foram digitalizadas as imagens. Além disso, foram avaliadas 10
sec¢des por ldmina, a partir das quais foram obtidas as médias do didmetro da
célula e de seu respectivo ntcleo, sendo esta etapa realizada com auxilio do
software de andlise de imagens UTHSCSA-Imagetool (The University of Texas
Health Science Center, San Antonio, Texas, USA).

3 RESULTADOS

A formacao das folhas acontece a partir de meristemas apicais caulinares
produzidos por gemas laterais localizadas ao longo do eixo longitudinal dos
rizomas, que foram formadas pelo meristema apical do rizoma durante a sua
expansao (Figura 1). Nas figuras 1A e 1B, observa-se a viso externa do rizoma

iniciando a formac¢do das brotacdes que contém as folhas de 7. domingensis.
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Inicialmente, o meristema apical caulinar ¢ formado em uma posi¢ao lateral do
rizoma (Figura 1C), produzindo muitos primoérdios foliares em sua por¢ao mais
interna sendo envolvidos por trés a quatro bracteas (Figura 1D e 2A), que se

abrem devido a produgédo e crescimento de novas folhas.

Figura 1 Rizomas com folhas em desenvolvimento de Typha domingensis. A — Vista
superior, barra = 0,5 cm; B — Vista lateral, barra = 0,5 cm; C — Vista lateral do
rizoma seccionado, barra = 0,5 cm; D — vista lateral da brotagdo contendo o
meristema apical caulinar, bracteas e folhas seccionadas apos sete dias de
desenvolvimento, barra = 0,2 cm. (mc) — meristema apical caulinar; (pf) —
primdrdios foliares; (b) — bracteas. Setas indicam o ponto de surgimento de
novas brotagdes.
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Figura 2 Anatomia das bracteas de Typha domingensis. A — Seccdo transversal
evidenciando as folhas em desenvolvimento envoltas por bracteas, barra = 500
um; B — Aspecto geral de bractea completamente expandida em secgdo
transversal, barra = 100 pm; C — Seccdo transversal da bractea evidenciando
epiderme unisseriada e parénquima fundamental interrompido por feixes
vasculares e feixes de fibras na face abaxial, barra = 50 um; D — Secg¢éo
transversal da bractea evidenciando feixe colateral em trabécula de parénquima
fundamental, barra = 50 um; E — Sec¢o longitudinal da bractea evidenciando a
presencga de idioblastos com monocristais (setas), barra = 20 um; F — Seccdo
paradermica evidenciando as células epidérmicas e estdmato, barra = 20 um.
(x) — xilema; (f) — floema; (fb) — fibras esclerenquimaticas; (ep) — epiderme;
(ad) — face adaxial; (ab) — face abaxial; (tb) — trabéculas de parénquima
fundamental; (pq) — parénquima fundamental; (e) — estomato; (b) — bracteas;
(pf) — primordios foliares.

As bracteas sdo definitivamente diferentes das folhas fotossintéticas com
relagdo a sua estrutura interna. Dessa forma, serdo caracterizadas inicialmente
antes da apresentacdo da formacdo das folhas fotossintéticas. Em sec¢do
transversal, a epiderme ¢ unisseriada em ambas as faces da bractea e mais
internamente encontra-se parénquima fundamental constituido por quatro ou
cinco camadas de células na face abaxial e duas a trés camadas na face adaxial
(Figura 2 B). O parénquima fundamental da face abaxial ¢ interrompido por
feixes vasculares colaterais com xilema voltado para a face adaxial e floema

para a face abaxial, envoltos por extensdes de bainha dos feixes composta por
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fibras esclerenquimaticas. Podem ocorrer na face abaxial feixes de fibras
esclerenquimaticas isolados entre si ¢ com um arranjo paralelo (Figura 2 C). O
parénquima fundamental se projeta em trabéculas, conectando ambas as faces
das bracteas, o que delimita grandes camaras de aerénquima que se encontram
por toda a folha (Figura 2 B). Na base dessas trabéculas também sdo observados
feixes colaterais envoltos por fibras de esclerénquima, sendo que os feixes
localizados no lado abaxial das bracteas possuem um maior tamanho em relagao
aos da face adaxial (Figura 2 D). Além disso, sdo encontrados, ao longo do
parénquima fundamental, idioblastos com cristais de oxalato de calcio (Figura 2
E). Em sec¢do paradérmica, quando completamente expandidas, apresentam
estdmatos do tipo tetracitico, sendo observada pouca ou nenhuma sinuosidade
nas células epidérmicas, tanto na face abaxial como adaxial (Figura 2 F). Nessas
seccdes, ainda, é possivel observar células epidérmicas formando feixes
paralelos acima de feixes vasculares e extensdes da bainha do feixe composta
por fibras esclerenquimaticas (Figura 2 F).

O meristema apical caulinar é organizado em forma de tinica-corpo,
sendo que as células da tunica possuem morfologia mais tabular, alongadas
horizontalmente, enquanto que as células do corpo possuem morfologia variavel
(Figura 3A). A tunica ¢ formada por uma camada de células que se divide
apenas no sentido anticlinal. O corpo, por sua vez, é formado por cerca de cinco
camadas de células que se dividem em sentidos variados (Figura 3B). O corpo ¢
formado por células aproximadamente isodiamétricas e justapostas, que
apresentam didmetro médio 7,15 um. Além disso, possuem citoplasma denso e
nucleo volumoso com diametro médio de 4,76 pm. Os primordios foliares
surgem de um conjunto misto de células provenientes da tinica e do corpo do
meristema apical caulinar, aparecendo como uma projecdo lateral na regido do
meristema apical (Figura 3B). A parte externa do primérdio foliar é formada por

células alongadas provenientes, no inicio, de divisdes anticlinais da tunica do
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meristema apical. Internamente, observa-se uma regido com muitas células de
morfologia variavel, mas tendendo a serem isodiamétricas que surgem do corpo
do meristema apical e imediatamente iniciam divisdes celulares, constituindo um
centro de producdo de células no primoérdio em formagido (Figura 3 B). Em
seguida, o primordio alonga-se, assumindo uma morfologia lanceolada,
demonstrando uma sede apical de divisdes celulares, constituindo o meristema
apical foliar que, inicialmente, promove o alongamento da estrutura (Figura 3
C). As folhas sdo imbricadas ¢ dispostas em formato de roseta envolvendo o
meristema apical que nfo se alonga no eixo longitudinal, permanecendo no

centro da brotagdo produzindo continuamente novas folhas (Figura 3 D).
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Figura 3 Meristema apical caulinar e primérdios foliares de Typha domingensis. (A) —
Meristema apical caulinar em sec¢do longitudinal, barra = 20 pm; (B) — inicio
da formagdo do primordio foliar em sec¢do longitudinal, barra = 20 pm; (C) —
primdrdio foliar durante sua expansdo em sec¢do longitudinal, barra = 20 um;
(D) — inicio da formagdo do primordio foliar em secco transversal, barra = 50
pm. (t) — tinica; (c) — corpo; (mc) — meristema apical caulinar; (pf) —
primérdio foliar. Setas indicam células em divisdo.
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A formacdo e o crescimento posteriores da folha até a sua completa
expansdo se ddo, principalmente, por meio do meristema apical foliar,
meristema marginal, meristemas laminares e meristema intercalar. O meristema
apical ¢ responsavel pelo crescimento inicial da folha ¢ formado por células com
caracteristicas semelhantes ao meristema apical caulinar, apresentando 7,81 um
de didmetro médio para as células e 5,09 um para os nucleos, sendo o primeiro
meristema foliar claramente definido. Nesse meristema foram observadas
divisdes anticlinais para as células iniciais apicais, que contribuem para a
formag@o da protoderme, e divisdes periclinais e anticlinais para as iniciais
subapicais, que contribuem para a formagdo do meristema fundamental e

procambio (Figura 3 B, C).

K~ L L, | . 4 . -
Figura 4 Meristema laminar e marginal em folhas da espécie Typha domingensis. (A) —
primérdio foliar em secgdo transversal, barra = 50 um; (B ¢ C) — Sec¢do
transversal evidenciando a presenca do meristema marginal em ambas as
extremidades da folha, barra = 20 um; (D, E e F) — Secgdes transversais
evidenciando divisdes celulares nos meristema abaxial ¢ adaxial (laminares),
barra = 20 um. (mm) — meristema marginal; (mad) — meristema adaxial; (mab)

— meristema abaxial. Setas indicam células em divisZo.
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Apdés o alongamento inicial do primdrdio foliar, os meristemas
marginais surgem em ambas as extremidades das folhas na regido da borda,
localizados imediatamente mais internos a protoderme que reveste a estrutura
(Figura 4 A), sendo observadas divisdes anticlinais em suas células iniciais
marginais, que contribuem para a formacdo da protoderme, e anticlinais nas
iniciais submarginais, que formaram as camadas abaxial e adaxial da folha
(Figura 4 B, C). O meristema marginal possui caracteristicas citologicas
semelhantes as observadas para o meristema apical, onde os didmetros médios
observados para as células e nucleos foram de 8,16 pm e 4,31 pm,
respectivamente. A atividade do meristema marginal produz meristema
fundamental e procambio e ainda conduz as folhas a um crescimento
semicircular que faz com que envolvam o meristema apical caulinar, bem como
se encaixem, protegendo as novas folhas que surgem mais internamente. Em
seguida, surgem regides meristemdticas na parte mediana dos primordios,
constituindo os meristemas adaxial e abaxial, que se dividem periclinalmente
formando, principalmente a nervura central e contribuindo com parte da
formagdo do procambio e meristema fundamental (Figura 4 D, E e F).

O ultimo dos meristemas responsaveis pela formagdo da folha em T.
domingensis corresponde a aglomerados de células que permanecem
indiferenciadas na base dessas folhas, sendo responsaveis por grande parte do
seu crescimento em comprimento. Suas células sdo poliédricas e justapostas,
apresentando didmetro médio de 13,70 um. Os nucleos, por sua vez, apresentam
diametros semelhantes aos dos demais meristemas, com valor médio de 5,34 um
de didmetro. No meristema intercalar sdo observadas divisdes somente no

sentido anticlinal (Figura 5).



Figura 5 Meristema intercalar em folhas de Typha domingensis. (A) — meristema
intercalar foliar em seccdo longitudinal, barra = 200 pm; (B) — Secgdo
longitudinal evidenciando células em divisdo no meristema intercalar foliar,
barra = 50 um. (mi) — meristema intercalar. Setas indicam células em divisdo.

A diferenciagdo dos tecidos, de maneira geral, acontece no sentido
basipeto, ou seja, do apice em direcdo a base. No entanto, esse processo, nos
tecidos vasculares e nos tecidos de sustentacéo, acontece de forma acropeta (da
base em dire¢do ao apice), sendo tais tecidos (esclerénquima, xilema e floema)
os primeiros a se diferenciarem. As primeiras células procambiais foram
observadas logo no inicio da formagdo do primdrdio foliar, apresentando
didmetro médio de 14,16 um (Figura 6 A, B) sendo, portanto, mais longas que
as demais células meristematicas observadas. O procdmbio se organiza em
feixes vasculares elipticos, colaterais, envoltos por fibras esclerenquimaticas em
formagdo com xilema voltado para face adaxial e floema para a face abaxial. Foi
observado, enquanto as células do parénquima fundamental ainda apresentavam-
se com volume reduzido e isodiamétricas e as células da protoderme ainda
pouco alongadas (Figura 6 C), o inicio da formagdo do protoxilema e

protofloema.
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inicio da formagdo do procdmbio em sec¢do longitudinal; (C) — Seccdo
longitudinal evidenciando feixes vasculares em formato caracteristico da
espécie; (D) — Seccdo longitudinal evidenciando o inicio da formagdo do
meristema fundamental e protoderme; (E) — Epiderme e parénquima
fundamental em sec¢fo longitudinal; (F) — Estdmato em sec¢do longitudinal;
(G e H) — Seccdo longitudinal evidenciando o aerénquima em processo de
diferenciacdo com a presenca de células em divisdo (setas); (I) — Secg¢do
longitudinal de células proximas a grandes cdmaras de aerénquima,
apresentando vacuolo retraido (setas); (J, K e L) — Seccfo longitudinal
evidenciando o parénquima palicddico em processo de diferenciacéo,
apresentando células em divisdo (setas). (pc) — procambio; (mf) — meristema
fundamental; (pd) — protoderme; (x) — xilema; (f) — floema; (fb) — fibras
esclerenquimaticas; (ep) — epiderme; (pq) — parénquima fundamental; (e) —
estdmato; (cs) — camara subestomatica; (mc) — meristema apical caulinar; (ca)
— camara de aerénquima; (f1) — folha 1; (f2) — folha 2; (f3) — folha 3. (A, D, E,
F, H, I e K) — barra = 50 pm; (B, C, L) — barra = 20 pm; (G e J) — barra = 200
pm.
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Posteriormente aos tecidos vasculares, ocorre a diferenciacao das células
do parénquima fundamental e da epiderme (Figura 6 D ¢ E), sendo tal processo
marcado pelo aumento de volume nas células parenquimaticas e alongamento
das células epidérmicas, que apresentam didmetros médios de 15,46 ym e 12,21
um, respectivamente. Estas células sdo observadas apenas quando as
procambiais apresentavam-se maiores, com didmetro médio de 19,71 um.
Posteriormente, surgem os estomatos (Figura 6 F). Para a completa
diferenciacdo do mesofilo ainda sdo observadas a formac¢éo do aerénquima e do
parénquima pali¢ddico. O aerénquima forma-se do apice em direcdo a base,
sendo que no inicio da sua formagdo ¢ observada grande quantidade de células
se dividindo no sentido anticlinal. Além disso, essas células possuem formato
poliédrico, citoplasma denso ¢ medem em média 15,81 um de didmetro (Figura
6 G, H). Algumas dessas células entram em morte celular programada levando a
formacgdo de grandes espacgos intercelulares. Em regides da folha onde ja sdo
notadas grandes camaras de aerénquima, observam-se células parenquimaticas
volumosas, medindo em média 43,96 pm de didmetro, que apresentam
caracteristicas relacionadas com processos de morte celular programada. Dentre
essas caracteristicas, destacam-se células com vacuolo retraido (Figura 6 I). O
ultimo tecido a diferenciar-se corresponde ao parénquima palicadico, que ¢
encontrado abaixo de ambas as faces da folha e separado pelo aerénquima. Em T’
domingensis, a diferenciagdio do parénquima clorofiliano acontece,
primeiramente, nas camadas de células de meristema fundamental préximas da
epiderme, e se da por meio de alongamento e divisdes celulares, ambos no
sentido anticlinal, que conferem o formato alongado caracteristico das células do
parénquima pali¢cadico. Durante o processo, o didmetro médio aproximado
dessas células ¢ de 15,96 um (Figura 6 J, K, L). Além disso, durante o

alongamento, observa-se a diferenciacdo dos proplastideos em cloroplastideos.
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4 DISCUSSAO

Estudos referentes a ontogénese foliar de espécies do género Typha sido
escassos na literatura e inexistentes para 7. domingensis. Entretanto, os
resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com os observados por
Kaul (1974) para T. latifolia. Este autor descreve que a parte aérea das plantas de
T. latifolia é formada basicamente por folhas que crescem de forma imbricada
permitindo o suporte das folhas internas pelas mais externas, sendo a estrutura
revestida por bracteas. Esse padrdo é muito semelhante ao observado para T.
domingensis. Observa-se ainda, que o n3o ha alongamento do eixo caulinar na
parte aérea das plantas, apenas quando ha a formacdo dos escapos contendo as
inflorescéncias. Em T. domingensis a presenga de rizomas que produzem folhas
disticas ¢ bem estabelecida (KAUL, 1974; SPENCER; VINCENT, 2013) ¢ essa
espécie destaca-se pela intensa capacidade de crescimento e grande nimero de
folhas (SPENCER; VINCENT, 2013). Sabe-se que essa espécie ¢ nativa de
ambientes neotropicais, mas que se espalha rapidamente para varias regidoes do
mundo (SPENCER; VINCENT, 2013), sendo que essa expansio pode ter
relagdo com fatores nutricionais (MACEK; REJIMANKOVA; LEPS, 2010) que
afetam sua capacidade de crescimento, producdo de folhas e fotossintese (LI,
LIU; GUAN, 2010; SANTOS et al., 2015).

A forma como as folhas de T. domingensis sdo produzidas possibilita o
grande porte dessas plantas que, segundo Spencer e Vincent (2013), pode ser
uma caracteristica distintiva dessa espécie em relagdo a outras espécies do
género. Nesse contexto, observa-se que a grande quantidade de folhas
produzidas de forma imbricada possibilita um reforgo estrutural que permite o
alongamento das mesmas. Em fun¢do desse mesmo efeito, observa-se que os
primeiros tecidos diferenciados s@o relacionados a sustentacdo dessa estrutura

aérea. As fibras de esclerénquima destacam-se nessa funcdo e, de fato, sdo
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relatadas na literatura como importantes para a sustentacdo das folhas (HENRY,
2003), sendo inclusive utilizadas como componente para reforco em fibras
téxteis (PONNUKRISHNAN; CHITHAMBARA; RIHARD, 2014). Em
Arabidopsis, um padrio adaxial e abaxial & estabelecido apds o inicio da
formag@o do primérdio foliar e apenas posteriormente ocorre a formagdo dos
meristemas marginais (TSUKAYA, 2013) Além disso, em muitas folhas de
eudicotiledoneas o desenvolvimento ocorre do apice para a base, ao contrario de
monocotiledoneas (SINHA, 1999). O caso de T. domingensis segue o padrio
para monocotiledoneas, onde o desenvolvimento ocorre da base para o apice
para alguns tecidos, especialmente os tecidos vasculares e os de sustentagéo.
Isso pode ter relacdo com a necessidade de manter a estrutura das longas folhas
dessa espécie, ¢ fornecer nutrientes ¢ agua para as partes mais distantes desses
orgdos. Em adi¢do, sabe-se que a formagdo de tecidos vasculares em
monocotiledoneas ¢ diretamente relacionada com a presenga de auxinas e que
em algumas espécies, o procambio foliar é gerado em conexo com partes desse
meristema ja existentes (SCARPELLA; MEIJER, 2004). Portanto, o procambio
pode estar se diferenciando primeiro em relagdo aos demais meristemas
primarios e imediatamente dando origem aos tecidos vasculares de T.
domingensis, que podem permitir o crescimento das folhas a tamanhos
consideraveis por transportar agua, nutrientes ¢ fotoassimilados ao longo do
processo de alongamento dessas folhas.

As bracteas de 7. domingensis claramente desempenham um papel de
protecdo para toda a brotagdo em desenvolvimento. Esses 6rgaos sdo facilmente
distinguiveis das folhas fotossintéticas pela auséncia de parénquima palicadico
Portanto, apesar de algumas bracteas serem esverdeadas, o parénquima
clorofiliano que se desenvolve deve relacionar-se com a protecdo das folhas em
formagdo. Essa afirmagdo pode ser corroborada pelo fato das clorofilas

possuirem papel antioxidante (PRAVEENA; MURTHY, 2014) e de
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fotoprotecdo pelo quenching ndo fotoquimico da clorofila (TERJUNG, 1998).
Outra evidéncia do papel de protecdo da bractea em T. domingensis € a presenca
de cristais de oxalato de calcio, que podem estar relacionados a defesa contra
herbivoros por penetrar na pele do animal causando irritagdes, por exemplo
(FRANCESHI; NAKATA, 2005), sendo esses cristais ausentes nas folhas
fotossintéticas da espécie. O grande refor¢o de fibras encontrado nas bracteas de
T. domingensis apoia a afirmacdo de Kaul (1974), que aponta essas estruturas
como importantes na sustentacdo da parte aérea das plantas de 7. latifolia. Até o
momento, pouco se conhece da anatomia de bracteas em plantas do género
Typha, mas certamente o papel protetor ¢ evidenciado pela estrutura anatémica e
a presenca de aerénquima nesses Orglos relaciona-se com uma melhor
capacidade de armazenar O, necessario para a producdo de ATP e tolerar
ambientes alagados (COLMER; VOESENEK, 2009).

As folhas fotossintéticas de 7. domingensis destacam-se pela grande
capacidade de alongamento (LI; LIU; GUAN, 2010), chegando a grandes
tamanhos (SPENCER; VINCENT, 2013). Esse crescimento intenso pode ser
continuo por varios meses, promovendo o alongamento dessas folhas por um
grande periodo. Esse alongamento prolongado relaciona-se com a presenca do
meristema intercalar na base das folhas da espécie. De fato, Kaul (1974) relatou
a presenca de meristemas intercalares em folhas de T. latifolia, contudo, a
localizacdo na base foliar ndo foi relatada. Para 7. domingensis a porgao
meristematica localizada na base produz células constantemente, promovendo o
crescimento da folha de forma continuada. Esses meristemas s3o comuns em
folhas de monocotiledoneas (SINHA, 1999) e possibilitam uma diferenciago da
base para o apice das folhas acompanhando o crescimento desses orgdos em 7.
domingensis. Esse tipo de mecanismo relaciona-se com a auséncia de um caule
permanente na parte aérea da planta e possibilita o fototropismo para a aquisi¢do

de luz por essas folhas. Dessa forma, a presenga de um meristema intercalar na
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base das folhas fotossintéticas € muito importante para a ecologia de T.
domingensis e, apesar da falta de dados para outras espécies, pode ser uma
caracteristica distintiva para o género Typha devido ao porte semelhante dessas
espécies.

Devido & sua importancia, o aerénquima diferencia-se logo apds a
formagéo dos tecidos vasculares ¢ de sustentagdo, em conjunto com a epiderme,
derivando do parénquima fundamental inicialmente formado. A epiderme possui
claro papel de protecdo em todos os O6rgdos que ocorre, desenvolvendo uma
barreira mais resistente & penetragio de patogenos. E necessario o
desenvolvimento desse tecido bem no inicio da formacéo das folhas devido a
necessidade de prote¢do dos tecidos mais internos aos patdgenos do solo, que,
segundo, Parent et al. (2008), podem aumentar em fungéo do alagamento desses
ambientes. Além do papel de protegdo, a epiderme desenvolve os estomatos que
sd0 cruciais na captagdo de gases da atmosfera e, promovem a entrada de O, e
CO, nas folhas. Inicialmente, quando a folha ainda é, em grande parte
meristematica, o consumo de carbono (C) € muito grande devido a atividade dos
meristemas. A atividade desses meristemas depende da biosintese de compostos
utilizados em mitoses e isso leva a um consideravel consumo de O, (BIDEL et
al., 2000) para a producdo de novas organelas e energia. Como o ambiente
alagado pode levar a uma condi¢do de baixa quantidade de O, (PARENT et al.,
2008; COLMER; VOESENEK, 2009) e o aerénquima ¢ um dos principais
tecidos relacionados ao armazenamento de gases, especialmente o O,, em
plantas submetidas a ambientes alagados (COLMER; VOESENEK, 2009;
PEREIRA et al., 2008), o desenvolvimento de aerénquima em estadios iniciais
da formacéo da folha de T. domingensis pode promover uma melhor difusdo e
armazenamento de O, promovendo o correto funcionamento dos meristemas ¢ o

grande alongamento foliar tipico dessa espécie.
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O ultimo dos tecidos foliares a se diferenciar nas folhas de 7.
domingensis é o parénquima clorofiliano. Nessa espécie, esse tecido nas folhas
completamente expandidas ¢ separado em duas partes, adaxial e abaxial,
constituidas de algumas camadas de células alongadas, ricas em cloroplastideos
e possui relagio direta com a fotossintese e o crescimento da planta (CORREA
et al.,, 2015; SANTOS et al.,, 2015). Esse tecido possui origem direta no
meristema fundamental que foi formado em regides proximas as partes da folha
onde a epiderme ja se encontrava diferenciada e com estomatos. Com a
formag@o do tecido, rapidamente as folhas de 7. domingensis assumem uma
coloragdo esverdeada e possivelmente iniciam a produgdo fotossintética
estabelecendo a folha como funcional. Essa folha pode ainda se alongar por
muito tempo, mas a configuracdo basica da folha madura ja aparece na época
amostrada. Possivelmente, a medida que a folha se alonga, em fungido do
meristema intercalar, ¢ produzido na base da folha meristema fundamental que
se diferencia constantemente do apice para a base em parénquima clorofiliano,

conectando-se a esse primeiro grupo de células que foi formado.

5 CONCLUSAO

As folhas de Typha domingensis possuem origem em meristemas apicais
caulinares produzidos pelos rizomas e formam-se a partir da atividade do
meristema apical foliar, meristemas marginais ¢ laminares que produzem os
meristemas primarios. Entretanto, uma regido com meristema intercalar
permanece ativa na base das folhas. Esse padrdo é semelhante as folhas de
monocotiledoneas ¢ relaciona-se com a morfologia, fisiologia ¢ ecologia da

espécie.
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ARTIGO 2: ESTRUTURA E ATIVIDADE DOS MERISTEMAS EM
FOLHAS DE Typha domingensis PERS (TYPHACEAE) SOB
DIFERENTES CONCENTRACOES DE FOSFORO

RESUMO

O objetivo foi avaliar o efeito do fosforo na diferenciacdo tecidual e
atividade e estrutura dos meristemas foliares de taboa (Typha domingensis).
Plantas foram coletadas de populagdes naturais na regido de Alfenas-MG, sendo
cultivadas em casa de vegetacdo durante 30 dias, visando a obtengdo de clones
que foram utilizados na condugdo do experimento. Esses clones foram
cultivados em solug¢@o nutritiva, variando-se apenas sua fonte de fosforo. Folhas
foram coletadas diariamente até o sétimo dia de desenvolvimento, sendo
avaliados o seu crescimento, propor¢do de meristemas primarios, taxa de
producdo de células, nimero de células em divisdo, tempo de ciclo celular,
propor¢do e area das camaras de aerénquima e a diferenciacdo dos tecidos
foliares. Plantas submetidas a maior disponibilidade de fosforo apresentaram
maiores proporgdes de meristema fundamental e procdmbio, enquanto as
submetidas a restricdio desse elemento apresentaram maior proporgdo de
protoderme. Resultado semelhante foi observado para a taxa de producdo de
células, onde foram observadas maiores médias associadas a maior concentra¢do
do elemento. O numero de células em divisdo ¢ o tempo de ciclo celular do
meristema fundamental diminuiram em func¢do das concentracdes de fosforo. As
caracteristicas do aerénquima também foram influenciadas positivamente pelo
fésforo, apresentando maiores valores em maiores concentragdes. Além disso,
esse elemento encurtou o tempo de diferenciagdo do aerénquima e do
parénquima pali¢adico. Essas modificacdes estdo relacionadas a producdo de
folhas mais funcionais, que podem estar associadas a maior capacidade de
crescimento e colonizagdo apresentada por plantas de taboa submetidas a
diferentes concentracdes de fosforo.

Palavras-chave: Macroéfitas. Taboa. Plasticidade anatomica. Eutrofizagdo.
Limnologia.
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ABSTRACT

The objetive of this work was to evaluate the effect of phosphorus in
leaf tissue differentiation as well as meristematic activity and structure of cattail
(Typha domingensis). Plants were collected from natural populations in Alfenas-
MG region and cultivated in a greenhouse for 60 days, in order to obtain clones
that were use for the experiment conduction. Clones were cultivated in nutritive
solution with different phosphorus concentrations. Leaves were collected daily
until the seventh day of development and were utilized for evaluate leaf growth,
primary meristems proportion, cell production rate, dividing cell number, cell
cycle time, aerenchyma proportion, aerenchyma chamber area and tissue
differentiation. Plants submitted to higher phosphorus levels showed higher
proportion of ground meristem and procambium, when plants submitted to poor
phosphorus solution showed higher proportion of protodermis. Similar results
were observed for cell production rate which was in highest phosphorus
concentration. The dividing cell number and cell cycle time of ground meristem
decreased depending on the phosphorus concentration. Aerenchyma
characteristics were positively influenced by phosphorus, showing higher values
in higher concentrations. Furthermore, this element shortened aerenchyma and
palisade parenchyma differentiation time. These modifications are related to the
production of more functional leaves, which may be related with greater
capacity for growth and colonization showed by cattail plants when it exposed to
different phosphorus concentration.

Keywords: Macrophytes. Cattail. Anatomical plasticity. Eutrophication.
Limnology.
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1 INTRODUCAO

Espécies do género Typha sdo plantas que ocupam ambientes aquaticos
por todo mundo (SVENGSOUK; MITSCH, 2001), apresentando muitas vezes
uma elevada capacidade de colonizacdo, o que resulta em prejuizos para o
ambiente e para biodiversidade (SANTOS-NEVES; ARAGON; SILVA-FILHO,
2011). Alguns estudos relatam que a expans@o populacional apresentada pela
espécie Typha domingensis pode levar a diminui¢do da abundéancia de outras
macrofitas, como as espécies Cladium jamaicense (LI et al., 2009), Eleocharis
spp. (MACEK; REIMANKOVA; LEPS, 2010) e Schoenoplectus americanus
(ESCUTIA-LARA; GOMEZ-ROMERO; LINDIG-CISNEROS, 2009).

Essa elevada capacidade de colonizagdo apresentada pela taboa (T.
domingensis) e outras espécies de macrofitas esta, na maioria das vezes,
associada ao aumento da concentracdo de nutrientes em corpos d’agua,
principalmente o fosforo (P) (MIAO; NEWMAN; SKLAR, 2000; LI; LIU;
GUAN, 2010; MACEK; REJMANKOVA; LEPS, 2010). Todo esse processo,
que se inicia com grande aporte de nutrientes para ambientes aquaticos,
causando diversas alteracdes nas propriedades fisico-quimicas da 4gua e a
colonizagdo por espécies de macrdfitas, recebe o nome de eutrofizago
(ZAMPARAS; ZACHARIAS, 2014). Sua ocorréncia faz parte da sucessdo
ecoldgica natural de corpos d’4gua, no entanto, atividades antrdpicas, como a
agricultura, podem acelerar a sua ocorréncia (JOHNSON; REJMANKOVA,
2005).

Estudos anteriores relatam diferentes concentracdes de P associadas a
ambientes eutrofizados. White, Bayley e Curtis (2000), por exemplo,
classificam, como hipertroficos, ambientes alagados com concentragdo de 0,2
mM de P. Steinbachova-Vojtiskova et al. (2006), por sua vez, associam essa

condicdo a ambientes com 0,999 mM de P. Outros autores ainda afirmam que
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ambientes com concentragdes inferiores, como 25 mg L', ja podem ser
considerados como eutrofizados (WANG et al., 2013). Independente da
classificacdo utilizada para categorizar os ambientes aquaticos onde ocorrem
espécies de macrdfitas, esses e outros trabalhos mostram que a disponibilidade
de P pode afetar caracteristicas fisioldgicas e estruturais dessas plantas (AL-
HARDANI; SIRNA, 2008; WANG et al., 2013). Trabalhos realizados com a
espécie T. domingensis, em especial, mostram que o déficit, bem como o
excesso de P, podem promover a alocacdo de biomassa para as folhas,
fotossintese, respiragdo, quantidade de proteinas e RNA e espessura de tecidos
foliares responsaveis pela fotossintese e pelo transporte de nutrientes (WEBB;
ZHANG, 2013; SANTOS et al.,, 2015). Tais informagdes sZo de elevada
importancia para a compreensdo da biologia das macrofitas, ja que podem
refletir em alteragdes na funcionalidade das folhas e, consequentemente, no
crescimento apresentado por essas espécies (SANTOS et al., 2015).

Outros trabalhos mostram ainda que o P pode afetar as folhas desde o
inicio da sua formagdo, principalmente na atividade dos meristemas e
diferencia¢do dos tecidos, resultando em folhas menores e menos funcionais
(CHIERA; THOMAZ; RUFTY, 2002; KAVANOVA et al., 2006). No entanto,
esses estudos foram realizados apenas com espécies cultivadas, sendo escassos
estudos com macréfitas. Dessa forma, vé-se necessaria a realizacdo de estudos
que elucidem os efeitos do P desde o inicio da formagdo da folha, ja que esses
estudos sdo escassos ¢ podem refletir, como mencionado acima, na capacidade
de crescimento e colonizagdo apresentada por espécies de macrofitas. Além
disso, segundo Thomaz (2002), tais estudos podem fornecer informagdes
substanciais para o controle ¢ manejo de populacdes dessas espécies.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as modifica¢des na
estrutura ¢ atividade dos meristemas e na diferenciagdo dos tecidos foliares de

plantas de T. domingensis submetidas a trés concentragdes crescentes de P.
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2 MATERIAL E METODOS

Plantas de taboa (7. domingensis) foram coletadas de populacdes
naturais em agudes naturais na regido de Alfenas - MG (21° 25’ 44" S, 45° 56’
49" O), a fim de se obterem clones para a montagem do experimento. Essas
plantas compreendiam rizomas (com aproximadamente 25 cm de comprimento ¢
3 cm de didmetro) com dez folhas completamente expandidas (com 1,5 m de
comprimento). Os exemplares foram desinfestados em solug@o de hipoclorito de
sodio com 1% de cloro ativo por 10 minutos, lavados em agua corrente e
cultivados em casa de vegetagdo por um periodo de 30 dias, sendo esse cultivo
realizado em vasos de poliuretano de 60 L com 10 L de solucdo nutritiva a 40%
de for¢a i6nica, segundo a metodologia proposta por Hoagland e Arnon (1950).

Ap0s esse periodo todas as folhas foram removidas das plantas, restando
apenas os rizomas dos clones produzidos. Rizomas com aproximadamente 10
cm de comprimento, 18 mm de diametro e 110 g de massa foram selecionados e
cultivados em solugdo nutritiva modificada a 40% de forca idnica
(HOAGLAND; ARNON, 1950). Tal solucdo utilizada compreendeu, seguindo
as concentragdes descritas por Hoagland e Arnon (1950), os seguintes sais:
NH H,PO,, Ca(NO;),, Mg(NO;),, KNO;, K,SO,s; FeS0,7H,0, H,BO;,
MnS0O,4.H,0, ZnS0O,4.7H,0, CuS0,4.5H,0, H,M004.H,0. Os tratamentos foram
estabelecidos variando-se apenas a concentragdo da fonte de fosforo (P) dessa
solugdo, o fosfato de amoénio (NH4H,PO,). Dessa forma, as plantas foram
submetidas a concentracdo normal do P (0,4 mM), segundo o proposto por
Hoagland e Arnon (1950), uma inferior (0,1 mM) e uma superior (0,8 mM) a
esse valor. A concentracdo de 0,1 mM foi considerada como deficiente em P ¢ a
de 0,8 mM excesso de P, pois concentragdes proximas a 0,8 mM podem ser
consideradas hipertréficas para o elemento (STEINBACHOVA-VOJTISKOVA
et al., 2006; SANTOS et al., 2015).
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Foram coletados fragmentos de rizoma contendo as brotagdes com
grupos de folhas em formacao, sendo amostrados dois por dia de avaliagdo até o
sétimo dia de desenvolvimento. A marcacdo do local de surgimento dessas
folhas realizada com auxilio de etiquetas e corddo de nylon branco, colocado
junto a raizes lignificadas e proximo a esse local. O sétimo dia foi escolhido
como data limite, pois nesse dia era possivel observar folhas longas, com a
morfologia préxima da folha madura e com coloragdo verde denotando a
presenca de tecidos fotossintéticos.

Apo0s as coletas, foram mensuradas a massa fresca e comprimento de
todo material. A primeira dessas avalia¢des foi realizada com auxilio de balanga
analitica (AY 220, Shimadzu, Sao Paulo, Brasil). Ja4 a segunda, foi realizada
através de fotografias obtidas a partir de estereomicroscdpio trinocular
(SMZ745T, Nikon Imaging, Japan) com sistema de captura acoplado, sendo as
imagens avaliadas com auxilio do software de andlise de imagem UTHSCSA-
Imagetool (The University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas,
USA). Além disso, a partir dos dados de altura obtidos, foi calculada a taxa de
alongamento foliar, dividindo-se a diferenca entre as alturas do sétimo e
primeiro dia pelo numero total de dias, semelhante ao realizado por Orrico
Junior et al. (2013).

Posteriormente, as folhas foram fixadas em solu¢do de F.A.A.5y,
(formaldeido, acido acético e etanol 70%, na propor¢ao de 1:1:18) onde
permaneceram por 72 horas. Apos esse periodo, o material foi transferido para
solugéio de etanol 70%, permanecendo armazenado nessas condigdes até a data
das analises (JOHANSEN, 1940).

Para obtengdo das sec¢des longitudinais das folhas de 7. domingensis, o
material fixado foi submetido a série de desidratac@o etilica (etanol 70%, 90% e
100%) permanecendo por duas horas em cada etapa. Apos esse procedimento, o

material foi submetido a processo de infiltracdo por historesina de hidroxietil-
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metacrilato Leica® (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), seguindo as
instrugdes propostas pelo fabricante. O material foi seccionado com auxilio de
micrétomo semiautomatico rotativo Yidi YD-335 (Jinhua Yidi Medical
Appliance CO., LTD, Zhejiang, China) com espessura ajustada para 8 pm. As
secgOes obtidas foram coradas com solucdo azul de toluidina 1% e montadas em
lamina e laminula com balsamo do Canada (O'BRIEN; FEDER; MCCULLY,
1964).

As secgOes foram observadas e digitalizadas em microscépio trinocular
(CX31, Olympus Tokyo, Japan) com sistema de captura acoplado, sendo essas
fotomicrografias avaliadas com auxilio do software de andlise de imagem
UTHSCSA-Imagetool. No primeiro e segundo dias de desenvolvimento (quando
os primdrdios foliares eram completamente meristematicos, sem tecidos
diferenciados), foram mensuradas a area total dos primordios foliares e a area de
cada um dos meristemas primarios, dos quais foram obtidas a propor¢do de
meristema fundamental (PMF), propor¢do de protoderme (PPD) e propor¢do de
procambio (PPC), dividindo-se a area de cada um desses meristemas pela area
total do primérdio. Foram fotomicrografadas 30 secgdes por tratamento e
mensurados dois campos por sec¢do, que contabilizaram 60 avaliacdes por
tratamento. Ao sétimo dia de desenvolvimento, foram mensurados o didmetro
das células maduras do parénquima fundamental, didmetro das células maduras
da epiderme, didmetro das células maduras do sistema vascular e o nimero de
células em divisdo no meristema fundamental (NMF).

A taxa de alongamento foliar, juntamente com o didmetro das células
maduras e o numero de células em divisdo, foram utilizados para a obtengdo da
taxa de producdo de células pelo meristema fundamental (TMF), taxa de
producdo de células pela protoderme (TPD), taxa de producdo de células pelo
procambio (TPC), tempo de ciclo celular no meristema fundamental (TCF),

seguindo metodologia proposta por Ivanov e Dubrovsky (1997). Além disso,
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foram mensuradas propor¢do de camaras de aerénquima no parénquima
fundamental foliar (PA) e area média das camaras de aerénquima (CA), sendo a
primeira dessas avaliagdes obtida a partir da divisdo da area total de aerénquima
pela area total do mesofilo. Para essas avaliacdes, bem como para as taxas de
producdo de células e tempo de ciclo celular, foram fotomicrografadas 20
secgdes por tratamento e mensurados cinco campos por secgdo, que
contabilizaram 100 avaliagdes por tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e andlise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de regressdo ou Scott-Knott,
com 5% de significancia. Os procedimentos estatisticos foram realizados com

auxilio do software Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS

O crescimento inicial das folhas de plantas de 7. domingensis foi afetado
pelas concentragcdes de fosforo, sendo tais efeitos mais evidenciados no
comprimento dessas folhas. Em relagdo a essa caracteristica, foram observadas
maiores médias associadas as concentrag¢des de 0,4 ¢ 0,8 mM ao longo dos sete
dias de desenvolvimento (Figura 1 A). Resultado semelhante foi observado para
as avaliacdes de massa ao longo dos sete dias. Porém, foram observadas, no
ultimo dia de avaliacdo, médias semelhantes para a concentragdo de 0,1 mM
quando comparada a concentracdo de 0,8 mM (Figura 1 B).

Em relagfo as caracteristicas meristematicas foliares, foram observadas
diferencas em todas as avaliagdes (Figura 2). A propor¢do de protoderme
apresentou valores 68,95% superiores para o tratamento de 0,1 mM de P quando
comparado aos tratamentos de 0,4 ¢ 0,8 mM desse elemento (Tabela 1). A
propor¢do de meristema fundamental, por sua vez, apresentou incremento de

16,12% para os tratamentos de 0,4 ¢ 0,8 mM de P quando comparados ao
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tratamento de 0,1 mM (Tabela 1). Além disso, foi observado incremento de
13,32% para a propor¢do de procdmbio no tratamento de 0,8 mM quando
comparado aos demais tratamentos (Tabela 1). Os primérdios foliares
produzidos em concentracdes maiores de P possuem claramente um maior
tamanho comparados com as menores concentragdes, além de um maior numero
de primdrdios foliares formados no primeiro dia (Figura 2).

As taxas de produgdo de células apresentaram comportamento
semelhante para os trés tecidos meristematicos derivados avaliados, sendo
observado incremento ao longo das concentra¢des de fosforo, porém com queda
no tratamento de 0,8 mM quando comparado ao de 0,4 mM (Tabela 1). Em
relagdo a taxa de produgdo de células pela protoderme, as menores médias foram
observadas no tratamento de 0,1 mM, com um aumento de 97,86% na
concentragdo de 0,4 mM, seguido de uma redugdo de 23,84 % na concentragdo
de 0,8 mM. Para a taxa de producdo de células do meristema fundamental, as
menores médias também foram observadas para o tratamento de 0,1 mM, com
aumento de 109,12% para a concentragdo de 0,4 mM, seguido de uma redugéo
de 25,70% no tratamento de 0,8 mM. Semelhante foi observado para a taxa de
producdo de células no procambio, onde as menores médias foram observadas
para o tratamento de 0,1 mM, ao passo que foi observado incremento de
122,13% para a concentragdo de 0,4 mM, seguido de reducdo de 31,41% no
tratamento de 0,8 mM (Tabela 1).
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Figura 1 Crescimento inicial das folhas de 7. domingensis submetidas a concentracdes
crescentes de fésforo. A — comprimento; B — massa fresca.
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Figura 2 Aspecto geral, em seccdo longitudinal, do meristema apical caulinar e dos
primoérdios foliares de 7. domingensis submetidas a concentragdes crescentes de
fosforo em seu primeiro dia de desenvolvimento. A — 0,1 mM; B — 0,4 mM; C —
0,8 mM. (mc) — meristema apical caulinar; (pf) — primérdio foliar; (pd) —
protoderme; (mf) — meristema fundamental; (pc) — procambio; (b) — bractea.
Barra =200 pm.

Tabela 1 Caracteristicas meristematicas e do aerénquima de folhas em
desenvolvimento de 7. domingensis submetidas a concentracdes
crescentes de fosforo.

Caracteristicas 0,1 mM de P 0,4 mM de P 0,8 mM de P
PPD (%) 27,149 a 16,072 b 16,697 b
PMF (%) 66,801 b 77,596 a 76,446 a
PPC (%) 6,049 b 6,357b 6,855 a
TPD (n° células h™") 2,175 ¢ 4304 a 3,278 b
TMF (n° células h™) 1,096 ¢ 2,292 a 1,703 b
TPC (n° células h™) 3,403 ¢ 7,559 a 5,185b
NMF (n° células) 52,450 a 46,350 b 25,950 ¢
TCF (h) 34,510 a 14,615b 10,979 c
PA (%) 23,750 b 22,594 b 28,115a
CA (mm®) 0,014 c 0,016 b 0,026 a

PPD — propor¢do de protoderme; PMF — propor¢do de meristema fundamental; PPC —
propor¢ao de procambio; TPD — taxa de produgdo de células na protoderme; TMF — taxa
de produgdo de células no meristema fundamental; TPC — taxa de produgdo de células
no procdmbio; NMF — numero de células em divisdo no meristema fundamental; TCF —
tempo de ciclo celular no meristema fundamental; PA — proporgdo de aerénquima no
parénquima fundamental foliar; CA — 4rea das camaras de aerénquima. Médias seguidas
da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
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O numero de células em divisdo no meristema fundamental foi 13,16%
e 102,12% superior para o tratamento de 0,1 mM quando comparado aos
tratamentos de 0,4 e¢ 0,8 mM, respectivamente (Tabela 1). Semelhante foi
observado para o tempo de ciclo celular no meristema fundamental, onde o
tratamento com 0,1 mM de P apresentou médias 136,13% e 214,36% superiores

aos tratamentos de 0,4 ¢ 0,8 mM, respectivamente (Tabela 1).

T G S RO § 10 weing "lt- o }

iando o aerénquima ao longo do desenvolvimento
das folhas de 7. domingensis submetidas a concentragdes crescentes de
fésforo. A, B e C — terceiro dia de desenvolvimento, barra =20 um; D, Ee F —
quarto dia de desenvolvimento, barra = 20 pm; G, H e I — quinto dia de
desenvolvimento, barra = 100 um; J, K e L — sétimo dia de desenvolvimento,
barra=50 um. A, D,GeJ=0,1 mM;B,E,He K=04mM;C,F,IeL=0,8
mM. Setas apontam o surgimento de espacos intercelulares. (ca) — cAmaras de
aerénquima; (f1) — folha 1; (f2) — folha 2; (f3) — folha 3.
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Em relagdo as caracteristicas do aerénquima foliar, maiores valores
foram observados para as maiores concentra¢des de P (Tabela 1). A proporgao
de aerénquima no parénquima fundamental foliar apresentou incremento de
24,44% para a concentragio de 0,8 mM quando comparada as demais
concentragdes (Tabela 1). A area das cAmaras de aerénquima apresentou valores
14,29% e 85,71% superiores para os tratamentos de 0,4 e 0,8 mM,
respectivamente, quando comparados ao tratamento de menor concentracdo

(Tabela 1).

Flgura 4 Estrutura fohar em seccdo longitudinal ao quarto e qulnto dia de
desenvolvimento em plantas de 7. domingensis submetidas a trés concentragdes
de fésforo. A, B e C = quarto dia de desenvolvimento, barra = 50 um; D, E e F
= quinto dia de desenvolvimento, barra =20 um. Ae D=0, mM; B e E=0,4
mM; C e F = 0,8 mM. Setas apontam células em divisdo. (ep) — epiderme; (f1)
— folha 1; (f2) — folha 2

Além disso, foram observadas diferengas relacionadas ao tempo
necessario para a diferenciacdo do aerénquima e do parénquima paligadico,
sendo que ambos apresentaram caracteristicas relacionadas a sua diferenciacdo
em tempo menor para as concentragdes de 0,4 ¢ 0,8 mM, quando comparadas a

concentragdo de 0,1 mM. Em relagdo ao aerénquima, no terceiro dia de
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desenvolvimento foram observados espacos intercelulares nas folhas de plantas
de T. domingensis submetidas ao tratamento de 0,8 mM, nio sendo notada tal
caracteristica para os outros tratamentos (Figura 3). Ao quarto dia de
desenvolvimento, foram observadas cdmaras de aerénquima associadas as folhas
do maior tratamento, ao passo que os tratamentos de 0,4 ¢ 0,1 mM passaram
apresentar apenas espagos intercelulares e lacunas de aerénquima (Figura 3).
Diferengas ainda foram notadas no quinto dia de desenvolvimento, sendo
observadas maiores camaras em maiores concentracdes de P, ao passo que o
tratamento de 0,1 mM apresentou apenas pequenos espacos intercelulares e
lacunas de aerénquima (Figura 3). O parénquima pali¢adico, por sua vez,
apresentou caracteristicas de sua diferenciagdo, como o alongamento das suas
células, ao quarto dia de desenvolvimento para os tratamentos de 0,4 ¢ 0,8 mM,
ao passo que estas caracteristicas foram observadas apenas ao quinto dia de

desenvolvimento para o tratamento de 0,1 mM de P (Figura 4).

4 DISCUSSAO

No inicio da formagdo das folhas da espécie 7. domingensis
predominam tecidos meristematicos, sendo a propor¢do de cada um deles
afetada pela disponibilidade de P. O meristema fundamental e o procambio, que
apresentaram maiores propor¢des em fungdo da concentragdo de fosforo, sdo
diretamente responsaveis pela formacdo de todos os tecidos que compdem o
mesofilo. Segundo Corréa et al. (2015) e Santos et al. (2015), o mesofilo da
espécie ¢ composto por grandes camaras de aerénquima, muitos feixes
vasculares e diversas camadas de parénquima clorofiliano, que é formado por
parénquima fundamental e paligadico. A epiderme, por sua vez, ¢ formada por
apenas uma camada de células em ambas as faces da folha. Estudos anteriores

relatam que plantas de taboa, quando submetidas a maior disponibilidade de P,
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demonstram maior alocagdo de biomassa para folhas, espessura do mesofilo,
espessura do parénquima palicaddico ¢ nimero de folhas (WEBB; ZHANG,
2013; SANTOS et al., 2015). Esses relatos, bem como os observados no
presente estudo relacionados ao parénquima clorofiliano e ao aerénquima,
podem estar associados ao efeito do fosforo sobre a propor¢do do meristema
fundamental e do procambio, que formam quase que a totalidade dos tecidos que
compde a folha da taboa.

O parénquima clorofiliano e o aerénquima, que sdo os principais tecidos
originados a partir do meristema fundamental e que apresentaram diferencas em
sua formagdo em funcdo da concentracdo de P, estdo diretamente relacionados
ao metabolismo das plantas, principalmente, a fotossintese e respiracao.
Segundo Santos et al. (2015), maiores espessuras de parénquima pali¢adico, em
plantas de taboa quando submetidas a diferentes concentragdes de fdsforo,
podem estar associadas a incremento na fotossintese. De fato, outros trabalhos
mostram que a espécie T. domingensis € Zea mays podem apresentar maiores
taxas de fotossintese em funcdo da disponibilidade de fésforo (WEBB; ZHANG,
2013; ZHANG et al., 2014; SANTOS et al., 2015). Grandes quantidades de
aerénquima, por sua vez, estdo relacionadas ao estabelecimento das macrofitas
em ambientes aquaticos, bem como a sobrevivéncia de outras espécies em
condigdes de estresse (PIERINI; THOMAZ, 2004; PEREIRA et al., 2008). Tal
fato pode estar associado a capacidade do aerénquima de armazenar gases, como
0 0, e 0 CO,, que estdo diretamente relacionados a produgdo de ATP na
respiragio e a fotossintese, respectivamente (ZHOU; HAN, 2005;
RAKHMANKULOVA, 2014). Dessa forma, o efeito do fésforo na
diferencia¢do do parénquima palicadico e o aerénquima, bem como sobre a
propor¢do e area média das camaras desse tecido, pode estar associado ao
incremento de biomassa através da fotossintese, bem como a maior quantidade

de energia disponivel a ser utilizada por plantas de taboa submetidas a condigdes
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de alta disponibilidade de P. Outros trabalhos corroboram este estudo, revelando
que diferentes niveis de fosforo podem afetar a fotossintese e a quantidade de
ATP disponivel para as plantas (WEBB; ZHANG et al., 2013; ZHANG et al.,
2014).

O presente estudo mostra que a formacdo da folha e de alguns tecidos,
como o aerénquima ¢ o parénquima pali¢adico, pode ter relagdio com a
propor¢do de meristemas presentes no inicio do desenvolvimento foliar. No
entanto, outros estudos revelam que esse processo também pode estar associado
ao niimero de divisdes celulares ¢ a diferenciagio celular (KAVANOVA et al.,
2006; NI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014). A formagio de aerénquima na
espécie T. angustifolia, por exemplo, se da através de sucessivas divisdes
celulares, seguidas por processo de morte celular programada. Os resultados do
trabalho mostram que maiores concentragdes de P, ao sétimo dia de
desenvolvimento promovem a taxa de produ¢@o de células nos trés meristemas
derivados e reduzem o tempo necessario para completar o ciclo celular no
meristema fundamental. Segundo Segui-Simarro, Coronado e Staehelin (2008),
os tecidos meristematicos apresentam grandes quantidades de mitocondrias, ja
que demandam uma alta quantidade de energia para suas atividades. Portanto,
esses resultados podem estar associados a maior disponibilidade de ATP oriunda
de uma maior quantidade de gases armazenados pelo aerénquima, visto que as
maiores concentragdes de P promovem a produgdo e a diferenciagdo desse
tecido em tempo reduzido. Isso provavelmente possibilita a manutencéo de altas
taxas de producdo de células até o sétimo dia de desenvolvimento, o que pode
estar associado os dados de ganho de biomassa e comprimento observados para
as plantas de taboa em fungéo da disponibilidade de P.

Outros estudos que abordam a taxa de producdo de células, tempo de
ciclo celular e a diferenciagéo celular em diferentes concentra¢des de P, revelam

que a disponibilidade desse elemento pode afetar essas caracteristicas de forma
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positiva ou negativa. Kavanova et al. (2006) observaram maiores taxas de
producdo de células ¢ menor tempo de ciclo celular em plantas de Lolium
perenne submetidas a altas concentragdes de fésforo. Chiera, Thomaz e Rufty
(2002), por sua vez, notaram que o déficit de P pode culminar em folhas de soja
pouco desenvolvidas. Gentili, Wall e Huss-Danell (2006), em trabalho realizado
com Alnus incana, observaram que tanto o excesso quanto o déficit de P pode
afetar a producdo de células. Tal constatagdo pode estar associada & capacidade
de fosforilagdo por compostos fosfatados, o que pode atuar como um fator
limitante para a ocorréncia do evento da mitose (SANO et al., 1999). Portanto, a
reduc@o observada na taxa de producdo de células para o tratamento de 0,8 mM
de P pode estar associada a efeitos negativos causados pelo excesso de fosforo.
Esses resultados refletem, principalmente, no ganho de biomassa pelas plantas
de taboas, onde tais plantas apresentaram menores médias para a concentragdo
de 0,8 mM quando comparadas as plantas submetidas a concentragdo de 0,4
mM, sendo ambas superiores as de 0,1 mM. O excesso de P parece ndo afetar a
diferenciagdo de tecidos, como o parénquima pali¢adico e o aerénquima, até o
sétimo dia de desenvolvimento. No entanto, Santos et al. (2015), em estudo
realizado com a mesma espécie, observaram que, apos 60 dias de cultivo, tanto
o excesso como o déficit de P levaram a menores espessuras do parénquima
pali¢adico, menores espessura do floema e menores taxas de fotossintese. Dessa
forma, tanto a diferenciagdo celular como a producdo de novas células podem
ser afetadas negativamente a longo prazo pela disponibilidade de P.

Semelhante a esse trabalho, outros estudos relatam efeitos positivos do P
no crescimento das macrofitas Potamogeton crispus (WANG et al., 2013),
Typha domingensis (MACEK; REJMANKOVA; LEPS, 2010), Typha
angustifolia (STEINBACHOVA-VOIJTISKOVA et al., 2006), Salvinia minima
(AL-HAMDANI; SIRNA, 2008), Trapa maximowiczii (LI; LIU; GUAN, 2010)
e FEichhornia crassipes (KOBAYASHI; THOMAZ; PELICICE, 2008). Os
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relacionados a taboa, em especial, revelam um alto investimento na parte aérea
por parte dessas plantas, apresentando maiores aquisicdes de biomassa
relacionadas a maior disponibilidade de P (MIAO; NEWMAN; SKLAR, 2000;
STEINBACHOVA-VOITISKOVA et al., 2006; WEBB; ZHANG, 2013).
Segundos Santos et al. (2015), a maior alocagdo de biomassa para as folhas pode
estar associada a uma maior area disponivel para fotossintese, que
consequentemente pode contribuir para o maior crescimento observado para essa
espécie, bem como para o surgimento de novos individuos. Segundo Grace e
Wetzel (1981), essa alta capacidade de crescimento e colonizagdo demonstrada
por plantas de taboa pode estar associada ao potencial da espécie para
desenvolver folhas com areas fotossintéticas extensas. Portanto, o presente
trabalho, demonstra que esse potencial de crescimento e colonizacdo
desenvolvido pela espécie T. domingensis em condi¢des de alta disponibilidade
de P, pode estar associado ao efeito de elemento, como demonstrado nos topicos
anteriores, sobre a estrutura e atividade dos meristemas. Isso resulta em folhas
com maiores comprimentos, maiores massa € mais funcionais, que refletem
maiores taxas fotossintéticas e consequentemente, maiores capacidade de

crescimento ¢ colonizagio.

5 CONCLUSAO

A diferenciacdo dos tecidos e a atividade e estrutura dos meristemas
derivados foliares da espécie 7. domingensis variam em fungfo da
disponibilidade de fosforo. As modificacdes nessas caracteristicas podem estar
associadas a formacdo de folhas mais funcionais que contribuem para a
capacidade de crescimento e colonizagdo das plantas de taboa quando

submetidas a maior disponibilidade desse elemento.
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