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RESUMO
A exploracdo do carvdo mineral, gera impactos severos ao ambiente,
devido a grande quantidade de rejeitos, conhecidos como drenagem
acida de mina (DAM), com elevada acidez, baixo pH e altas
concentracdes de metais pesados dissolvidos. A DAM pode ser lixiviada
pela &gua da chuva, atingindo rios e lagos, e dispersando assim, 0s
contaminantes em solu¢cdo ou em forma particulada. Eleocharis
laeviglumis e Eleocharis elongata ocorrem em lagoa contaminada por
DAM no municipio de Sideropolis, SC, e em ambiente livre de
contaminacdo, em Floriandpolis, SC. Essas espécies sdo rizomatosas,
afilas e apresentam o escapo como 6rgdo fotossintetizante perene. O
presente trabalho teve como objetivo estudar o desenvolvimento do
sistema caulinar e radicular, analisando espécimes dos dois ambientes a
fim de verificar possiveis alteragdes anatémicas relacionadas a acdo dos
metais pesados. Para o desenvolvimento meristemas apicais caulinares
(MAC) e radiculares (MAR) foram fixados em FAA70%, desidratados e
incluidos em parafina. Ap6s seccionamento, as seccBes foram coradas
com azul de astra e safranina e montadas com balsamo-do-canada. Para
0s testes histoquimicos as mesmas regides foram incluidas em
hitoresina, seccionadas e submetidas a distintos reagentes. As analises
ultraestruturais de transmisséo, bem como as anélises de Espectrocospia
de Energia Dispersiva (EDS) seguiram protocolos padréo. Os resultados
demostram que o rizoma de E. leaviglumis e E. elongata, em ambos 0s
ambientes, apresenta crescimento simpodial, desenvolvendo-se a partir
de gemas laterais, localizadas nas axilas dos catafilos. Em secgdes
longitudinais do meristema apical observam-se apices meristematicos
vegetativos e reprodutivos, ambos protegidos por catafilos. No apice
vegetativo observa-se 0 promeristema com organizagdo tunica-corpo,
corddes procambiais, o meristema fundamental e o meristema de
espessamento primario (MEP) formando raizes adventicias. Nos apices
reprodutivos observa-se a forma alongada destes, ja evidenciando a
formacdo da espigueta e a ocorréncia do meristema intercalar. Em
seccOes transversais, a partir do meristema apical observam-se o
desenvolvimento das unidades simpodiais do rizoma e do escapo floral.
No rizoma, observa-se a atividade do MEP com atividade apenas para
fora, formando parte do cortex ,no escapo floral observa-se a auséncia
do MEP e a atividade do meristema intercalar, formando os tecidos que
compdem o escapo floral. Em secc¢des longitudinais do apice radicular,
em ambas as espécies, observa-se a coifa originada do caliptrogénio, o
promeristema, a protoderme, o précambio e o meristema fundamental.
Em seccOes transversais observa-se a atividade da endoderme
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meristematica originando parte do cértex interno o qual na maturidade
se desenvolve em aerénquima. Os testes histoquimicos evidenciaram
polissacarideos acido e neutros, proteinas e amiloplastos nas células do
MAC e MAR. As analises ultraestruturas mostraram alteracdes em
ambas as espécies em DAM (-) como, corpos eletrodensos e fusdo de
vesiculas. As andlises de EDS ndo mostraram acimulo de metais nas
gerides apicais. Os resultados do presente estudo condizem com o
desenvolvimento anatdbmico do sistema subterrdneo ja descrito para
outras espécies de Cyperaceae e ndo mostram alteracdes anatdbmicas
estruturaus e ultraestruturais no desenvolvimetno dos referidos 6rgéo
nos individuos DAM (+) em relagdo aos individuos DAM(-).

Palavras Chaves: Histoquimica, ultraestrutura, caule, raiz, escapo,
meristema apical.
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ABSTRACT
The exploitation of coal, generates severe impacts on the environment,
due to the large amount of waste, known as acid mine drainage (AMD),
with high acidity, low pH and high concentrations of dissolved heavy
metals. AMD can be leached by rainwater reaching rivers and lakes,
dispersing and thus the contaminants in solution or in particulate form.
Eleocharis laeviglumis and Eleocharis elongata occur in contaminated
pond for AMD in the municipality of Sider6polis, SC, and pollution-free
environment, in Floriandpolis, SC. These species are rhizomatous, &filas
and present the escapement as perennial photosynthetic organ. This
study aimed to study the development of stem and root system,
analyzing specimens of both environments in order to verify possible
anatomical changes related to the action of heavy metals. For apical
meristem development stem (SAM) and root (RAM) were fixed in
FAAT70%, dehydrated and embedded in paraffin. After sectioning, the
sections were stained with astra blue and safranin and mounted with
balsam-canada. For histochemical tests the same regions were included
in hitoresina, sectioned and subjected to different reagents. The
ultrastructural analysis of transmission and analysis of spectroscopy
Energy Dispersive (EDS) followed standard protocols. The results
demonstrate that the rhizome E.laeviglumis and E.elongata in both
environments presents sympodial, developing from lateral buds located
in the axils of cataphylls. In longitudinal sections, apical meristem are
observed vegetative and reproductive meristematic apexes, both
protected by cataphylls. In the growing apex observed the promeristem
with tunic-body organization, procambiais cords, the meristem and
primary thickening meristem (PTM) forming adventitious roots. In
reproductive apexes observed the elongated shape of these, already
showing the formation of spikelets and the occurrence of interim
meristem. In transverse sections from the apical meristem development
are observed sympodial units rhizome and floral escapement. The
rhizome, there is the activity of the PTM with activity just out, forming
part of the cortex, floral escapement observed the absence of the PTM
and the activity of the interim meristem, forming tissues that make up
the floral scape. In longitudinal sections of the root apex, in both
species, there is the originating hood of calyptrogen the promeristem the
protoderm the procambium and meristem. In cross-sections observed the
activity of meristematic endoderm causing part of the inner cortex
which at maturity develops in aerenchyma. The histochemical tests
showed acid and neutral polysaccharides, proteins and cells amiloplasts
SAM and RAM. The ultrastructures analysis showed changes in both
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species in AMD (-) as electron-bodies and fusion of vesicles. EDS
analyzes showed no accumulation of metals in the apical gerides. The
results of this study are consistent with the anatomical development of
the underground system already described for other species of
Cyperaceae and show no estruturaus and ultrastructural changes in
anatomical desenvolvimetno of said body in AMD individuals (+)
compared to individuals AMD (-).

KeyWords: Histochemistry, ultra structure, stem, root, scape, apical
meristem.
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1. INTRODUCAO

Os elementos toxicos e poluidores do ambiente vém crescendo
desde a época da Revolugdo Industrial (Nriagu, 1979), sendo que as
atividades como mineracéo, fundicéo, fabricas de papel, fabricas téxteis,
indUstrias petroguimicas, agricultura intensiva, sdo as atividades que
causam grande poluicdo ao ambiente (Wong, 2003; Freitas et al., 2004,
Baghour & Chekroun, 2013).

A atividade da mineracdo, em todas as suas etapas, acarreta
impactos severos ao ambiente, desde a alteracdo do solo, poluicdo do ar
e contaminacdo da agua (McAllister & Milioli, 2000; Pompéo et al.,
2004), podendo ainda associar a esses fatores o desmatamento, a
alteracdo da superficie topografica e da paisagem, a perda ou destrui¢do
de solos, a instabilidade de encostas, a alteracdo de corpos de agua e de
lencbis fredticos e ainda processos de erosdo e assoreamento
(Kopezinski, 2000; Pompéo et al., 2004).

A mineragdo de carvdo em Santa Catarina teve seu periodo
inicial nos anos de 1895 a 1945 (Ravazzoli, 2013). Conforme Belolli
(2002) a bacia carbonifera de Santa Catarina constitui uma faixa de
aproximadamente 100 km de comprimento e largura média de 20 km,
entre a Serra Geral, a Oeste, e 0 Maci¢o granito da Serra do Mar, a leste,
seguindo orientacdo Norte-Sul. Ainda conforme o autor, a exploracdo do
carvao Catarinense desenvolve-se na regido sul do estado, nos
municipios de Lauro Mdller, Urussanga, Siderépolis, Treviso, Criciima,
Forquilhinha, I¢ara, Morro da Fumaga e Maracajé.

Um dos grandes impactos causados pela exploragdo do carvao
mineral é a geracdo de grande quantidade de rejeitos, conhecidos como
drenagem &cida de mina (DAM) (Oirtz & Teixeira, 2002 apud Laus et
al., 2005). Na DAM, o sulfeto, originario da pirita, é inicialmente
oxidado, e posteriormente catalisado por bactérias, gerando um efluente
com elevada acidez, baixo pH e altas concentragbes em metais
dissolvidos, tais como, ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), além de
sulfatos (Alexandre, 1999). Esses materiais sdo lixiviados pela dgua da
chuva, atingindo os rios e dispersando assim 0s contaminantes em
solucdo ou em forma particulada (Salomons, 1995). Uma vez no
ambiente aquatico, esses metais podem acumular-se nos sedimentos (Ali
et al., 2013), nos organismos vivos, animais e plantas, percorrendo as
cadeias troficas de todo ecossistema (Lacher, 2000).

A DAM vem causando um impacto severo em toda regido
carbonifera de Santa Catarina, pois atinge os mananciais das bacias
hidrograficas do Rio Ararangua, Rio Tubardo e Rio Urussanga
(Procuradoria da Republica em Santa Catarina, 2014). Pompéo et al.,
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(2004), realizaram diversas analises para verificar varidveis ambientais
como pH da &gua e metais dissolvidos, em diversos pontos do Rio
Fiorita, pertencente a Bacia hidrografica do Rio Ararangua, detectaram a
presenca de metais como aluminio, ferro, manganés e pH 3. Nas
analises realizados por Moura, (2014) na regido da Lagoa Lingua do
Dragdo em Siderdpolis, o pH registrado foi de 2,51, os metais como
chumbo, cobre, ferro, manganes, niquel e zinco foram detectados. O
autor ainda ressalta que esses dados indicam a nitidez do impacto
ambiental causado pela DAM. Verificando assim a grave situacdo
ambiental da regido, devido ao modo de exploragdo e descarte dos
rejeitos da mineragdo (Pompéo et al., 2004). Segundo Ashraf et al.,
(2011), os ambientes que recebem a DAM, apresentam condi¢des
desfavoraveis para o desenvolvimento da cobertura vegetal natural, pois
além de apresentar baixo pH e concentragdo elevada de metais tdxicos, a
capacidade retencdo de &gua é baixa, assim como o nivel de nutriente
para as plantas, e ainda como 0s metais nao sdo degradaveis, eles podem
permanecer por longos periodos em ambiente aquaticos e terrestres.

Em relagdo a toxicidade desses elementos em plantas, definem-
se tdxicos aqueles elementos que causam danos as plantas (Macédo &
Morril, 2008), como Cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercurio (Hg), cromo
(Cr), cobre (Cu), zinco (Zn) e niquel (Ni). O Hg, Pb e Cd ndo tem
fungdo bioldgica, enquanto que o Zn, Cu, Cr e Ni sdo essenciais as
plantas, animais e microorganismos em pequenas quantidades (Siqueira
et al., 1994), entretanto, em elevadas concentracdes podem ser toxicos,
causando desnaturagdo de proteinas, inativacdo de grupos sulfidricos e
blogueios de sitios de ligacdo nas enzimas (Hall, 2002; Taiz & Zeiger,
2004; Macédo & Morril, 2008).

Nas Ultimas décadas tem-se investigado alteracfes provocadas
nos 6rgaos, tecidos e em nivel subcelular de plantas expostas a metais
(Barcelé & Poschenrieder, 1999). Em concentracdes elevadas os metais,
podem diminuir a taxa de transpiracao e da fotossintese, aumentar a taxa
respiratoria, causar clorose foliar, dilatacdo dos cloroplastos, inibicdo do
crescimento de raizes, intensificacdo da suberificacdo e lignificacdo da
raiz, alteracdo na estrutura da hipoderme e endoderme, diminuicdo da
parte aérea da planta (Doncheva, 1997, Barcel6 & Poschenrieder, 1999,
Monii et al., 2000).

Segundo, Delhaize & Ryan (1995), Mossor-Pietraszewska
(2001), Maldaner et al., (2015), o metal aluminio (Al) em excesso nas
plantas pode causar diminuicdo do crescimento das raizes e caules,
interferir na diviséo celular e no alongamento das células.
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Fusconi et al., (2007) observaram a inibicdo do crescimento
radicular, e a diminuigcdo do comprimento do meristema apical radicular,
em Pisum sativum L., quando submetida as diferentes concentracdes de
Cd. Normalmente o Cd, em plantas em geral, pode causar clorose nas
folhas e diminuir o crescimento do caule e das raizes (Sanit” a di Toppi
& Gabbrielli, 1999). Nas raizes das plantas, dependendo da
concentracao, esse metal além de reduzir o crescimento, reduz ou inibe a
atividade mitotica, podendo causar anomalias cromossémicas nos
meristemas apicais, inibir o alongamento das células e das regides em
extensdo (Zhang & Yang, 1994, Zhang & Xiao, 1998; Fusconi et al.,
2006).

Souza et al. (2009), verificou alteracbes anatbmicas e
fisiolégicas em duas espécies de macrofitas, Polygonum ferrugineum
Wedd. (Polygonaceae) e Alternanthera philoxeroides Mart. Griseb.
(Amaranthaceae) as quais foram submetidas a diferentes concentragdes
de Cd, a primeira espécie demostrou ser mais sensivel as concentracdes
de Cd, apresentando acimulo do metal nas folhas, caule e raiz,
modificagbes nas lacunas do aerénquima, acréscimo de tricomas
glandulares nas folhas, compactacdo do mesofilo e alteracdo na taxa
fotossintética, jA a segunda mostrou ser mais tolerante uma vez que
apresentou alteracGes apenas em nivel celular, acumulando quantidade
significativa de Cd em suas raizes.

Pereira et al., (2013) verificou que Lactuca sativa L.
(Asteraceae), submetida a diferentes concentragcbes de Pb durante o
crescimento inicial apresentou modificagdes significativas na anatomia
radicular, aumentando proporcional e linearmente a espessura da
exoderme e diminuindo a endoderme. Os mesmos autores observaram
gue anomalias cromossdmicas podem estar relacionadas as deformagdes
do sistema radicular, causando problemas durante o desenvolvimento
desse drgdo na planta.

Diversas plantas possuem habilidades de adaptacdo e
sobrevivéncia a ambientes contaminados por metais (Lasat, 2002).
Algumas espécies podem desenvolver mecanismos de tolerancia quando
ndo sdo capazes de evitar completamente a absorcdo de metais (Shaw,
1989). Segundo Schat et al., (2000) em relagdo ao aspecto de tolerancia,
as plantas podem apresentar a co-tolerancia ou a tolerancia multipla, a
primeira é o resultado de um mecanismo especifico, que confere
tolerancia a varios metais; e a tolerancia é gerada por uma série de
mecanismos distintos para cada metal ou metais, que atuam de maneira
conjunta para evitar danos a planta. A tolerdncia mdltipla levou as
plantas o desenvolvimento de trés estratégias as quais permitem sua



16

sobrevivéncia em ambientes com niveis tdxicos de metais. A primeira
estratégia é definida como, exclusdo: que se refere ao acumulo limitado
de metais nas partes aéreas da planta, havendo um maior acimulo destes
nas raizes; a segunda é a indicadora: no qual as plantas acumulam os
metais nos seus tecidos geralmente refletindo os niveis de metais
presentes no ambiente; e por fim, a terceira é chamada de
hiperacumulacdo, sendo caracterizada pela bioacumulagdo de altas
concentracBes de metais nos tecidos das plantas, principalmente nas
partes aéreas (Baker, 1981).

A absorcdo de elementos metalicos pelas plantas pode ocorrer
através das células das raizes podendo ser facilitada por mecanismos
préprios de transporte e acumulacdo (Larcher, 2000). As plantas
geralmente absorvem os metais na forma ibnica, quando a concentracéo
do metal no ambiente é pequena, o principal mecanismo de transporte
desse metal ocorre por difusdo e quando existe em grande concentragao,
a planta utiliza o mecanismo de fluxo de massa (Pombo, 1992).

Segundo Rai (2009), entre as plantas que acumulam metais
pesados encontram se macrdfitas, as quais sdo consideradas
componentes importantes do ecossistema aquatico, pois fornecem
alimento e habitat para invertebrados aquaticos e peixes. Ainda segundo
0 autor, as macrofitas podem acumular até 100.000 vezes a quantidade
de metais pesados em relacdo a sua biomassa por um processo
denominado de rizofiltracdo, sendo assim, também consideradas
eficientes no processo de fitoremediacdo de &guas contaminadas por
metais pesados. Segundo Dushenkov et al., (1997) o processo de
rizofiltracdo consiste na adsor¢do ou precipitacdo desses contaminantes
nas raizes das plantas, ou ainda, a absor¢ao dos contaminantes que estéo
em solucdo circundando a zona das raizes.

Entre as macrofitas encontramos representantes da familia
Cyperaceae, que apresenta cerca de 100 a 109 géneros e 4500 a 5500
espécies (Govaerts et al., 2007). Para o Brasil tem se o registro de 678
espécies distribuidas em 42 géneros, representando cerca de 15% do
total das espécies e 40% do total de géneros ocorrentes no mundo
(Alves et al., 2009). O género Eleocharis R. Br. um dos mais
representativos da familia, consta com aproximadamente 200 espécies,
tendo maior concentragdo nas regifes tropicais e subtropicais das
Américas (Goetghebeur, 1988), suas espécies geralmente estdo
associadas & ambientes Umidos, com lamina de &gua ou solos
hidromorficos, como brejos, canais de irrigacdo, turfeiras, dunas
secundérias, campos Umidos, ao redor de acgldes, e margens de riachos
(Goetghebeur, 1988; Judd et al., 1999 ). Sdo rizomatosas, afilas e
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apresentam o escapo floral como o6rgdo fotossintetizante perene
(Walters, 1950; Trevisan & Boldrini, 2008).

Algumas espécies desse género vém recebendo aten¢do devido
ao potencial para a remocdo de metais pesados do solo ou de &gua
contaminada. Gonzalez-Elizondo et al., (2005) registrou a ocorréncia de
uma espécie nova Eleocharis arsenifera S. Gonzalez, Tena & T.
Alarcon, nas margens de um lago com elevadas concentragdes naturais
de arsénio no estado de Chihuahua, México, tal espécie apresentava
acimulo desse metal em seus tecidos em elevadas concentracdes,
qguando comparada a outras espécies ocorrentes no mesmo local,
classificada como uma planta tolerante a arsénio. A espécie E.
equisetina J. Presl & C. Presl a qual foi coletada em aguas acidas de
minas abandonadas na Australia, apresentou alto acimulo de aluminio
(Al) e outros metais como arsénio (As), cadmio (Cd), cério (Ce), cobalto
(Co), cobre (Cu), ferro (Fe), latanio (La), niquel (Ni), chumbo (Pb),
selénio (Se), torio (Th), zinco ( Zn), em seus 6rgaos subterraneos.

Sob o ponto de vista anatbmico, dentre os trabalhos
relacionados ao estudo do desenvolvimento de espécies de Cyperaceae,
n&o existe nenhum relato na literatura sob o desenvolvimento anatdmico
de espécies de Cyperaceae submetidas a acdo de metais. Um dos
trabalhos mais abrangentes sobre anatomia de espécies de Cyperaceae é
Metcalf (1971), que realizou uma vasta descri¢do das caracteristicas
anatbmicas de varias espécies. Kadej, (1963), Wills & Briscoe, (1970),
Wills et al. (1980), Gifford & Bayer (1995), descreveram a anatomia
dos 6rgdos adultos de algumas espécies. Em relagdo ao estudo do
desenvolvimento do sistema subterrdneo destacam-se os trabalhos de
Rodrigues & Estelita, (2002, 2004, 2009) e Pereira & Rodrigues, (2012).
Estudos anatdémicos especificos sobre espécies do género Eleocharis sdo
escassos. Pondendo citar Eiten (1969), no qual é descrito a anatomia do
rizoma, raiz e escapo da espécie E. interestincta (Vahl) Roem & Schult.
Os autores Baksh & Richards (2006) verificaram a arquitetura e
morfologia do desenvolvimento de E. cellulosa Torr., Hinchliff &
Roalson (2009) analisaram a arquitetura do escapo em Eleocharis do
subgénero Limnochloa e Martin et al. (2014) realizou o estudo
ontogenético das espiguetas proliferas.

As espécies E. elongata Chapm e E. laeviglumis ocorrem em
lagoas e na margem de riachos, respectivamente, situados em &reas
contaminadas pela DAM no municipio de Siderépolis, SC e também
ocorrem em ambientes livres de contaminagdo por DAM em
Floriandpolis, SC. Sao espécies rizomatosas, &filas e apresentam o
escapo floral como 6rgdo fotossintetizante perene. O presente trabalho
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tem por objetivo estudar o desenvolvimento anatdmico das referidas
espécies nos seus respectivos ambientes a fim de verificar possiveis
alteragdes morfoanatdmicas as quais possam estar relacionadas a acéo
dos metais pesados. Os resultados do presente serdo importantes
também para contribuir com informacbes anatdmicas das principais
fases de diferenciacdo dos tecidos que constituem os 6rgéos raiz, rizoma
e escapo em espécies do género Eleocharis, informagdes essas escassas
na literatura.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAIS DE COLETA

O presente estudo foi realizado em quatro areas, duas em
Floriandpolis, consideradas areas controles, DAM (-), e duas em
Sideropolis, areas contaminadas por DAM, DAM (+), (Figs. 1 a-i). O
clima é classificado, segundo Koppen, do tipo Cfa - mesotérmico Gmido
sem estacdo de seca definida (Santa Catarina, 1991), em todas as areas.
Para Floriandpolis a temperatura media anual varia em torno de 20°C, o
solo é classifico como Podzolico avermelhado e amarelado, areias
guartzosas e solos de mangue (Santa Catarina, 1991) a vegetacdo €
composta por Floresta Ombrofila Densa, manguesais, vegetacdo
litorénea incluindo a restinga nessa classificacdo (IBGE, 2012). Em
Sideropolis a temperatura média anual varia entre 16 a 18°C, o solo ¢é
classificado do tipo Podzélico vermelho-amarelado, Podzélico vermelho
amarelado latossélico e o Cambisolo (Embrapa, 2004). A vegetacdo é
classificada como Floresta Ombrofila Densa (Leite & Klein, 1990).

As areas controles, em Florianépolis, foram a Lagoa Pequena e
a restinga do Rio Vermelho. A primeira localiza-se no bairro Campeche
(Figs. 1a, i) (S 27° 39’ 28.20” ¢ W 48° 28°40.81”) ¢ lagoa de agua doce
situada a 600 metros do mar ao sul da llha, com formacdo de restinga
entre a lagoa e o mar. E tombada como Patrimbnio Natural e
Paisagistico pelo Decreto n® 135/88 e como area de preservacgao
Permanente pelo Cadigo Florestal na Lei de n® 4.771/ 65 (Cereto, 2008).
A segunda area localiza-se na costa leste do municipio de Florianépolis,
(Fig 1e) (“S 27°30°11.99” ¢ W 48°24°39.95”). O local apresenta
alteracdo na vegetacdo original Litordnea de Restinga e Floresta
Ombrofila Densa devido a presenca de espécies exoticas como pinus e
eucaliptos. Nessa &rea encontra-se o predominio de turfas (grande
presenca de Sphagnum sp.) dificultando a drenagem e o acumulo de
matéria organica (Moura, 2014).

As éreas contaminadas com DAM, em Sideropolis, foram a
lagoa Lingua do Dragdo (Figs. 1a-c) e um efluente da mina S&o Geraldo
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(Figs. 1a, f-g). A Lagoa Lingua do Dragdo (Figs. 1b-c), fica localizada
entre as seguintes coordenadas geogréaficas S 28°35°35.71” e W 49°27°
30.27” fazendo parte de um conjunto de lagoas acidas das antigas cavas
de mineracdo a céu aberto, as quais sdo formadas pelas pilhas de rejeitos
da mineracdo, que consequentemente formam a DAM (Pavei, 2007,
Moura, 2014). O efluente proveniente da area de mineragdo da mina Sao
Geraldo, estd localizado entre as coordenadas (S 28°37°07.72” e W
49°23°44.04”) este se encontra contaminado pela drenagem é&cida da
antiga mina S&o Geraldo (Moura,2014).
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lorianopolis

Al

Figura 1. Areas de estudo. a. Localizacdo geografica de Floriandpolis e
Siderdpolis no estado de Santa Catarina. b-e. Areas Controles em
Floriandpolis. b-c. Lagoa Pequena. b. Vista geral da lagoa. ¢. Detalhe dos
individuos de E. laeviglumis (seta). d-e. Restinga do Rio Vermelho. d.
Vista geral. e. Detalhe dos individuos de E. elongata (seta). f-i. Areas
contaminadas por DAM em Siderdpolis. f-g. Lagoa Lingua do Dragéo. f.
Vista geral da lagoa. g. Detalhe dos individuos de E. laeviglumis (seta). h-
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i. Efluente da mina S&o Geraldo. h. Vista geral. i. Detalhe dos individuos
de E. elongata (seta).

2.2 COLETA DO MATERIAL

Espécimes de E. laeviaglumis foram coletados nas lagoas
Pequena e Lingua do Dragdo, e espécimes de E. elongata foram
coletadas na restinga do Rio Vermelho e em efluente da Mina Sé&o
Geraldo (Tabela 1, Figs. 1 a-i), durante os meses de outubro e novembro
de 2014. Em cada area foram selecionados trés pontos distintos, nos
guais foram coletados 10 espécimes, totalizando 30 individuos por area
de coleta. Nestes locais foram também mensurados os parametros de
pH, temperatura e condutividade (Tabela 1).

Em laboratorio, dois espécimes, de cada local de coleta, foram
destinados a confeccdo de exsicatas, as quais foram depositadas no
Herbario FLOR (UFSC).

Tabela 1. Média dos parametros de pH, temperatura e condutividades
das areas de estudo em Floriandpolis e Sideropélis, SC.

Local pH Temperatura Condtividade
mS/cm
Lagoa Pequena Floriandpolis, SC. 5.12 26.6 0,89
Rio Vermelho, Florianépolis, SC 4,45 25.7 0,92
Lingua do Dragdo, Sideropolis, SC 2.13 24,6 4,67
Efluente da Mina Sao Geraldo, Sider6polis, SC 1,89 25.8 8,29

2.3 MICROSCOPIA DE LUZ (ML)

Para analise do desenvolvimento de ambas as espécies em
ambos os ambientes, amostras do meristema apical radicular (MAR) e
do meristema apical caulinar (MAC), assim como, regifes adultas destes
6rgdos, foram separadas. Parte das amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sédio 0,1M e pH 7,2 (Feder &
O’Brien, 1968) por 12 horas e parte em FAA 70 (Johansen, 1940) por
24 horas. Posteriormente as amostras fixadas em gluteraldeido foram
lavadas trés vezes no mesmo tampao, desidratadas em serie etanélica e
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conservadas em etanol 70° GL e as amostras fixadas em FAA 70, foram
diretamente transferidas para alcool 70° GL, onde foram armazenadas.

Foram confeccionadas laminas permanentes do MAR, MAC,
previamente fixados em FAA 70, os quais foram infiltrados em parafina,
utilizando-se desidratacdo em série butandlica terciaria crescente, pré-
infiltracdo em 6leo de parafina e butanol terciario e infiltracdo em
parafina em trés etapas em estufa a 60° e inclusdo em parafina pura
(Johasen, 1940). Os blocos foram seccionados com espessura de 15 pum
em micrétomo rotativo Leica RM 2125 do Laboratério de Anatomia
Vegetal (Laveg), as se¢Bes foram coradas com azul de astra 1% e
safranina 1% (Bukatsch, 1972) e montadas em balsamo-do-canada
sintético. Para o estudo histoquimico foram confeccionadas laminas
permanentes do MAR, MAC previamente fixados em gluteraldeido, os
quais foram infiltrados em historesina (Leica Historesina, Heidelberg,
Germany) conforme metodologia do fabricante. Os blocos foram
seccionados com espessura de 5 um no mesmo micrétomo acima citado,
as quais foram tratadas com diferentes técnicas histoquimicas. Acido
periddico de Schiff (PAS) para verificacdo de polissacarideos neutros
(Gahan, 1984), azul de toluidina (TBO) 0,5% pH 3,0 para identificar
polissacarideos acidos (O'Brien et al. 1964) e azul brilhante de comassie
(CBB) 0,4% em solucdo de Clarke, para identificar proteinas (Gahan,
1984).

2.4 MICROSCOPIA DE VARREDURA CONFOCAL A LASER
(MVCL)

Para deteccdo do nucleo, amostras do MAR, MAC foram
fixadas em Carnoy’s e desidratadas em série etandlica até &lcool 70%
(Kraus, 1997). Posteriormente o material foi seccionado
longitudinalmente ¢ submetido ao DAPI (0,5 mgmL—1 4’,6-diamidino-
2-phenylindole dihydrochloride) (Ouriques & Bouzon, 2008) por 20
minutos e observados em microscpio confocal de varredura a laser
(Leica TCS SP-5, Wetzlar, Germany) usando diodo emissor de luz UV
(com pico de onda de comprimento de 405 nm de excitacdo e espectro
emissor de 510-566 nm). Para o processamento final das imagens foi
utilizado o programa LAS-AF Lite (Leica).

2.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA COM
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

Para a caracterizacdo de metais pesados nos tecidosamostras do
MAR e MAC foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato
de sédio 0,IM e pH 7,2 (Feder & O’Brien, 1968) por 12 horas.
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Posteriormente foram desidratadas em serie etanolica até &lcool 100°GL
e submetidas a secagem em ponto critico de CO,. Em seguida as
amostras foram aderidas em suporte, com auxilio de fita dupla face de
carbono e cobertas com carbono, e foram analisadas em Microscépio
Eletronico de Varredura (MEV) Jeol JSM-6390 LV com detector de
raio-X (EDS). As anélises foram feitas em triplicatas, sendo amostrados
6 pontos na parede celular e no interior da célula nas regides do
promeritema. no procambio, meristema fundamental e protoderme do
MAR e no promeristema e protoderme do MAC, os dados foram
analisados estatisticamente com o auxilio do programa Statistica 7.0
através do teste Tukey.

2.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para as analises ultraestruturais do MAR e MAC, amostras de
ambos foram pré-fixadas, em solucdo de glutaraldeido 2,5 %, em
tampdo fosfato de sodio 0,1 M, em pH 7,2 (Feder & O’Brien, 1968), em
temperatura ambiente, por 4 a 10 horas. Posteriormente as amostras
foram lavadas quatro vezes, a cada 30 minutos, no mesmo tampao e
pos-fixadas em tetréxido de 6smio (OsO,4) a 1% em tampédo fosfato 0,1
M, pH 7,2, por 4h a temperatura ambiente (Bozzola & Russel, 1991).
Em seguida, o material foi lavado trés vezes, no mesmo tampéao. Apds
esse procedimento as amostras foram desidratadas em série crescente de
acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), em intervalos de 30 minutos
para cada etapa; sendo a solucdo de acetona 100% trocada trés vezes.
Apos a desidratacdo, o material foi infiltrado em resina Spurr (Spurr,
1969) e colocado em moldes horizontais em estufa a 70° C para
polimerizacdo por 24 h. As secbes ultrafinas foram feitas com
ultramicrotomo RMC com navalha de diamante. Os grides com as
seccOes foram contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo
(Reynolds 1963). As amostras foram observadas e fotografadas no
Microscopio Eletronico de Transmissdo JEM-1011 TEM, do
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da
Universidade Federal de Santa Catarina.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Ambas as espécies apresentam o sistema subterrdneo
constituido por raizes adventicias e rizoma do qual surgem 0s escapos
florais aéreos (Figs. 2 a-d). As raizes surgem dos entren6s do rizoma,
sdo finas e tenras (Figs. 2e-f). O rizoma é plagiotropico, rasteiro e tenro,
tem crescimento simpodial, com apices envolvidos por catafilos que
formam uma extremidade afilada, a qual protege os meristemas apicais
(Figs. 2g-h). Os escapos surgem a partir do rizoma e quando jovens sdo
envolvidos por varios catafilos os quais, na maturidade, permanecem na
sua base (Figs. 2a-d, i-j). Em alguns individuos, percebe-se um leve
intumescimento no rizoma onde surgem varios escapos (Figs. 2 a-d).
Em E. elongata DAM (+) essas regiGes sdo menos frequentes, e
normalmente se forma um escapo de cada vez (Fig. 2c), ao contrario de
E. laeviaglumis (DAM + e DAM-) onde a formacdo dessas regides é
mais frequente (Figs. 2a-b). Os escapos podem ser reprodutivos ou nao,
guando reprodutivos, desenvolvem a espigueta ja no inicio da sua
formacdo, ambos o0s tipos sdo perenes e fotossintetizantes ja que essas
espécies ndo desenvolvem folhas. Morfologicamente as espécies nao
mostraram diferencas entre os ambientes analisados.
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E.laeviglumis E.elongata

Dam(+) Dam(-) Dam(+) Dam(-)

Figura 2. Espécies de Eleocharis. a, € ,i, g. E. laeviglumis DAM (+). b.
E. laeviglumis DAM (-). ¢, f, h, j. E.elongata DAM (+). D. E. elongata
DAM (-). a-d. Habito geral. e-f. Base dos escapos onde se observam
apices de raizes (setas). g-h. Detalhe mostrando apice do rizoma
simpodial. i-j. Detalhe do &pice do escapo. Es - Escapo; Ra - Raiz
adventicia; Rz Rizoma; Ar -Apice do rizoma jovem.
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3.2 MICROSCOPIA DE LUZ (ML)

3.2.1 DESENVOLVIMENTO ANATOMICO E HISTOQUIMICA
DO SISTEMA CAULINAR

Em seccBes longitudinais do MAC de E. elongata e E.
laeviglumis, em ambos os ambientes, observam-se gemas vegetativas e
reprodutivas circundadas por primoérdios de catafilos (Figs. 3a-e ). Nas
gemas vegetativas, observa-se o promeristema, com organizacao tdnica-
corpo (Fig. 3c), onde a tunica pode conter 2 a 3 camadas de células as
quais sofrem divisdes anticlinais e 0 corpo que apresenta varias camadas
de células que sofrem divisdes em todos os planos (Fig. 3c). A partir do
promeristema diferenciam-se a protoderme, o meristema fundamental e
0 procambio, observa-se também o meristema de espessamento primario
(MEP) formando primdrdios radiculares, em regido mais basal do apice
caulinar (Figs. 3a-b).

Nas gemas reprodutivas observa-se que o apice floral é
alongado em relacdo ao apice vegetativo, no qual véo se desenvolvendo
os primdrdios florais, os quais irdo constituir a espigueta, cada
primordio floral se desenvolve na axila de uma bractea (Fig. 3d).
Observa-se também, logo abaixo desses primordios, a ocorréncia do
meristema intercalar (MI) (Figs. 3d-e), o qual é constituido por,
aproximadamente, 15 camadas de células com paredes finas e dispostas
de forma estratificada (Fig. 3f).
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- - A = [f]
Figura 3. Secces longitudinais do apice caulinar de espécies de
Eleocharis. a-c. E. laeviglumis DAM (-). d. E. elongata DAM (-). e-
f. E. laeviglumis DAM (+). a-d. Observa-se a organizacéo geral com
gemas vegetativas e reprodutivas protegidas pelos catafilos. b.
Detalhe do &pice radicular originado do MEP. c. Detalhe da gema
vegetativa com a organizacao tunica-corpo. e. Ocorréncia do Mi nas
gemas reprodutivas. f. Detalhe do Mi. Br-Bractea; Ca-catafilo; Cp-
corddo procambial; Cor-corpo; Gv-gema vegetativa; Gr-gema
reprodutiva; Mf-meristema fundamental; Mi- meristema intercalar;
Mep-meristema de espessamento primario; Pf-primordio floral; Pra-
primordio radicular; Tu-tdnica. Pd-protoderme.
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Em seccbes transversais do MAC observam-se gemas
vegetativas e reprodutivas envolvidas por catafilos, em diferentes niveis
de diferenciagio o (Figs. 4a-b). Nos estdgios iniciais do
desenvolvimento anatdmico das gemas vegetativas observa-se formagédo
dos corddes procambiais, envolvidos pelo MEP, o qual delimita o
cilindro vascular do cértex (Fig. 4c). Posteriormente o MEP tem
atividade para fora produzindo através de divisdes periclinais células
parenquimaticas, as quais contribuem para a fomacao do cortex interno
(Figs. 4c-d), contribuindo assim para o espessamento primario do
rizoma. Observa-se também nos feixes vasculares a diferenciacdo das
células do xilema e floema (Figs. 4 d-e).

Na regido mais desenvolvida do cértex interno observa-se o
inicio da formacdo de espacos intercelulares esquizdgenos (Fig. 4f),
observa-se também a diferenciagdo da epiderme unisseriada, originada
da protoderme, constituidas de células de formato quadrado, e algumas
células da protoderme em divisdo (seta) (Fig. 4g). Em estagio posterior
do desenvolvimento (Figs. 4h-i), verifica-se que a atividade externa do
MEP diminui gradativamente até que ocorre a diferenciacdo da
endoderme e do periciclo, os feixes vasculares ainda sofrem
diferenciacdo, observam-se também a formacdo de primoérdios
radiculares.

Na maturidade, observa-se a epiderme formada por células
retangulares comuns intercaladas por cordBes de fibras, originados da
protoderme (Fig. 5a). O coértex externo ou hipoderme é formado por
células parenquimaticas justapostas e no cortex interno observa-se a
diferenciagdo em aerénquima (Fig. 5b). A endoderme apresenta
espessamento em U, periciclo unisseriado com paredes espessadas (Fig.
5c¢). Os feixes vasculares se diferenciam com cord@es de fibras proximo
ao polo de protoxilema (Figs. 5c-d).



29

B o et S . O P i 1)
Figura 4. Seccdes transversais do rizoma em desenvolvimento de
espécies de Eleocharis. a, d, e, f. E. laeviglumis DAM(+). ¢ E.
laeviglumis DAM(-). b. E. elongata DAMC(-). g- i. E. elongata DAM(+).
a-b Gemas vegetativas e reprodutivas em desenvolvimento. ¢. Observa-
se 0 Meristema de espessamento priméario, corddes procambiais e
células do parénquima.d. Formacdo do cortex interno e externo. e.
Detalhe mostrando diferenciacdo do axilema e floema. f. Formacao do
aerénquima. g. Diferenciacdo da epiderme com células quadradas e

A
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outras em divisdo (seta). h. Detalhe da endoderme e periciclo
diferenciados. i. Cortex diferenciado em externo e interno e a formagéo
de raizes adventicias. Ce-cortex exteno; Ci-cOrtex interno; Ct-cértex;
Cv-cilindro vascular; End-endoderme; Fb-fibras; Fl-floema; Fv-feixe
vascular; Gr-gema reprodutiva; Gv-gema vegetativa; Id-idioblasto;
Mep-meristema de espessamento primario; Pd-protoderme; Pe-periciclo;
Pra-primérdio radicular; Xi-xilema.

17 e AT
; o T0eN o

Secgbes transversais do rizoma adulto de espécies de
Eleocharis. a-b. E. laeviglumis DAM (+). c-d. e E. elongata DAM (-).
a. Verifica-se a epiderme e fibras subepidérmicas. b. Observa-se o
cortex externo, o aerénquima, endoderme e feixes vasculares. ¢. Detalhe
da imagem anterior evidenciando a endoderme com espessamento em
U, periciclo unisseriado com células e paredes espessadas, no feixe
vascular verifica-se os elementos de metaxilema, floema, protoxilema e
fibras. d. Detalhe do feixe vascular anfivasal. Ae-aerénquima; Ce-
Cortex externo; End-endoderme; Ep-epiderme; Fb-Fibra; FI-floema; Fv-
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feixe vascular; Mx-metaxilema; Pe-periciclo; Px-Protoxilema

No desenvolvimento das gemas reprodutivas, a partir de
seccOes transversais do MAC (Figs. 3a-b), observamos, abaixo da
espigueta, a disposicao circular dos corddes procambiais, 0 meristema
fundamental e a protoderme (Figs. 6a-b). Em estagio seguinte de
desenvolvimento, os corddes procambiais originam o0s elementos
vasculares do xilema e floema que se diferenciam em polos opostos
(Figs. 6c-f). O meristema fundamental se diferencia em regides com
células distintas: regides com células maiores sem espacos intercelulares
e regies com células menores e com espacos intercelulares
esquizogenos (Figs. 6¢-d). Na protoderme observa-se a diferenciacéo de
células comuns radialmente alongadas intercaladas por células que
sofrem varias divisdes (seta) (Fig. 6e), as quais vao originar corddes de
fibras.

Posteriormente, observam-se o0s feixes vasculares colaterais
ainda em diferenciacdo, aumento dos espagos intercelulares em regides
especificas do parénquima, constituindo células braciformes, em outras
regides, as células se mantem sem a formacéao dos espagcos intercelulares
(seta) e a epiderme também em diferenciacao (Fig. 6f).

Em seguida, observam-se o aumento dos espacos intercelulares
entre as células braciformes, nos feixes vasculares, os elementos do
metaxilema se tornam evidentes e as células do parénquima palicadico,
na periferia do 6rgdo, comecam a se diferenciar (Figs. 7a-b). Na
maturidade (Figs. 7c-f), observam-se a epiderme com células
arredondadas com parede periclinal externa pouco espessadas, e
estbmatos, seguida por fibras epidérmicas de paredes fortemente
espessadas. O parénquima palicadico constituido de duas a trés camadas
de células contendo idioblastos com compostos fenélicos. Na regido
medular, observam-se os feixes vasculares colaterais distribuidos no
aerénquima. Cada feixe vascular é circundado por duas bainhas, a
externa formada por células parenquimaticas, e a interna formada por
células de paredes espessadas em “U” principalmente na regido do
floema, observam-se ainda calotas de fibras em ambos os polos de
xilema e floema entre as duas bainhas (Figs. 7e-f).

Os testes histoquimicos realizados nas células do MAC (Figs.
8a-h) indicam reacdo mais intensa ao PAS, na regido tlnica-corpo, nos
espécimes coletados em ambiente DAM (+) (Figs. 8a-c) em ambas as
espécies, quando comparados com os espécimes coletados em DAM (-)
(Figs. 8b-d). No meristema fundamental, observou-se a formacéo de
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grdos de amido com excec¢do dos individuos de E. elongata DAM (+)
(Fig. 8h), em relacdo aos demais (Figs. 8e-f-h)

Para o teste feito com (CBB), verificou-se a reagdo positiva nas
células do MAC da regido tunica-corpo, nas duas espécies em todos 0s
ambientes (Figs.8 i-j). Nas células da tdnica e corpo, foi possivel
verificar a centralizacdo do nicleo e nucléolo e o citoplasma denso,
(Figs. 8 i-)). Em e relacdo ao ATO, verificou-se no meristema
fundamental do MAC células com compostos fenélicos que adquiriram
coloragdo azul esverdeado (Figs. 8 k-I).



33

o

Figura 6. Secc0es transversais do escapo floral em desenvolvimento de
espécies de Eleocharis. a. E. elongata DAM (+). b. E. laeviglumis DAM
(-). c-f. E. elongata DAM (-). a. Regido apical onde observam-se 0s
corddes procambiais e meristema fundamental. b. Detalhe da figura
anterior evidenciando o corddo procambial, meristema fundamental e a
protoderme. c-e. Estagio posterior do desenvolvimento. ¢. Observam-se
a diferenciacdo dos dos feixes vasculares, do meristema fundamental em
dois tipos de células e da protoderme. d. Detalhe evidenciando a origem
de xilema e floema constituindo feixe colateral e da formagdo de
espacos intercelulares no parénquima (seta). e. Detalhe da protoderme
em diferenciacdo, formando células comuns e fibras. f. Fase seguinte de
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diferenciacdo mostrando a formacdo de células braciformes com
espagos intercelulares esquizdgenos (seta). Cp-corddo procambial; FI-
floema; Mf-meristema fundamental; Pd-protoderme; Xi-xilema

Figura 7. Secgdes transversais do escapo floral em desenvolvimento de
espécies de Eleocharis. a-d. E.elongata DAM(-). e-f. E.laeviglumis
DAM (+). a-b. Escapo jovem em diferenciagdo. a. Visdo geral, onde se
observam a regido periférica e a medular com feixes vasculares e
parénquima. b. Detalhe da figura anterior mostrando diferenciacdo da
epiderme, parénquima palicadico, feixes vasculares colateriais com
metaxilema, células braciformes do aerénquima (seta). c-f. Fase adulta
do escapo. c. Vista geral. Com epiderme, parénquma pali¢adico, feixes
vasculares e aerénquima d. Detalhe da figura anterior mostrando
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epiderme com fibras subepidérmicas, parénquima palicadico e feixes
vasculares colaterais células espessadas abaixo da bainha
parenquimatica (seta). e. Detalhe mostrando células epidérmicas com
parede periclinal externa espessada, estdmatos, fibras epidérmicas,
parénquima palicadico com idioblastos e feixe vascular. f. Detalhe
evidenciando o feixe vascular colateral envolvido por duas bainhas uma
parenquimatica externa e uma espessada interna, com fibras nos polos.
Ae-aerénquima; Ba-bainha; Ep-epiderme; Fb-fibras; FI-floema; Fv-feixe
vascular; Id-idioblasto; La-lacuna do aerénquima; Mx-metaxilema; PI-
parénquima palicadico; Px-protoxilema

Figura 8. Secces longitudinais do MAC de espécies de Eleocharis
sob acdo de testes histoquimicos. a-g. Reacdo com acido periddico
de Schiff (PAS). Observam-se reacdes mais intensas em espécies de
ambiente DAM (+) (a, e E. laeviglumis ¢, g. E. elongata) em
comparagdo com o ambiente DAM (-) (b, f E. laeviglumis e d, h E.
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elongata). Observa-se ainda presenca de graos de amido nas células
do meristema fundamental em todas espécies (e, f, h) com excessdo
de E. elongata DAM (+). i. j. Reacdo com Azul Brilhante de
comassi (CBB) onde percebe-se centralizacdo de nicleo e nucléolo e
citoplasma denso em ambas as espécies.( i. E. laeviglumis DAM (-)
e j. E. elongata DAM (-) ). k-1. Reagdo com Azul de Toluidina
(ATO) onde verifica-se a presenca de células com compostos
fendlicos no meristema fundamental. (k. E. laeviaglumis DAM (+),
l. E. elongata DAM (-).

3.2.2 DESENVOLVIMENTO ANATOMICO E HISTOQUIMICA
DO MAR

As raizes adventicias das duas espécies se originam do rizoma a
partir do MEP (Fig. 4i). Em secc¢6es longitudinais do apice radicular, em
ambas as espécies analisadas e de todos os ambientes estudados,
observa-se a coifa originada do caliptrogénio, o promeristema, a
protoderme, o précambio e o meristema fundamental (Figs. 9a-b). O
caliptrogénio (Fig. 9b) origina a coifa através de divisbes periclinais,
constituida por tecido com células compactas (Fig. 9b). No
promeristema observa-se a célula inicial, comum da protoderme e do
meristema fundamental (Fig. 9c seta). O procambio é central e se
diferencia muito préximo da regido do promeristema. As células da
protoderme alongam-se a medida que se afastam da célula inicial,
secretam mucilagem a qual fica depositada entre a epiderme e as células
da coifa (Fig. 9d).

Nos testes histoquimicos de PAS em ambas as espécies e
ambientes, as células da protoderme, promeristema, meristema
fundamental, as paredes celulares tiveram reagdo positiva, assim como
todo o citoplasma da célula (Fig. 9 €). Nas células da coifa verificou-se,
presenca de muitos amiloplastos (Figs. 9 e-f). Os testes histoquimicos
em ATO evidenciaram a reacdo metacromatica no denso conteldo
citoplasmatico e destacaram a centralizacdo do nucleo e nucléolo, no
promeristema, procdmbio, meristema fundamental e da protoderme
(Figs. 9 c-d).

Em secc¢des transversais a partir do apice radicular, observa-se a
diferenciagdo do cilindro do procdmbio, observa-se ainda o meristema
fundamental e a protoderme (Fig. 10a.). Posteriormente, verifica-se a
diferenciacdo dos elementos do metaxilema (Fig. 10b), no cilindro
vascular, observa-se a atividade da endoderme meristematica, formando
parte do cortex interno. Em estagio mais avancado do desenvolvimento,
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observa-se ainda a atividade da endoderme meristematica e a
diferenciacdo dos elementos do protoxilema e floema (Fig. 10c), a
protoderme se diferenciando e ainda se observa algumas camadas de
células da coifa (Fig. 10d).

Em estagios mais avancados do desenvolvimento observa-se no
cilindro vascular, o floema, protoxilema e metaxilema (Fig. 10e),
verifica-se a formacao de pequenos espagos intercelulares esquizégenos,
nas células do cortex, e as células da epiderme ainda com a presenca de
mucilagem (Fig. 10f, seta).

Posteriormente no cilindro vascular o periciclo é unisseriado e
interrompido por polos de protoxilema e os demais elementos vasculares
completam a diferenciagdo. No cortex a endoderme meristematica cessa
suas divisdes celulares e diferencia-se em endoderme (Fig. 10g) e no
restante do cortex observa-se o arranjo radial de suas células e a
formag8o de espagos intercelulares conspicuos (Fig. 10h). Em estagio
mais avancado do desenvolvimento é possivel observar a endoderme, o
cortex interno e externo (Figs. 10g-h).
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Figura 9. Seccdes longitudinais do meristema apical radicular de
espécies de Eleocharis. a-b. E. laeviglumis DAM (-). c-e. E.
elongata DAM(-). f. E. elongata DAM (+) a. Organizag&o geral do
dpice radicular. b. Detalhe evidenciando o promeristema,
caliptrogenio e coifa. Teste histoquimico c-d ATO c. Detalhe
mostrando célula inicial (seta) comum do meristema fundamental e
da protoderme. d. Células da protoderme em diferenciagdo,
alongadas e secrecdo de mucilagem (seta). e-f. Teste histoquimico
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PAS. e. Visdo geral do MAR mostrando reagdo positiva nas
paredes celulares e no citoplasma. f. Detalhe das células da coifa
com amiloplastos.

Figura 10. Seccdes transversais do meristema apical radicular de
espécies de Eleocharis. a-b, g, h. E. laeviglumis DAM(+). e-f. E.
laeviglumis DAM(-). c-d. E. elongata DAM(-). a. Verifica-se a
diferenciacdo do promeristema, meristema fundamental e protoderme.
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b. Observa-se a atividade do procambio formando os elementos do
metaxilema. ¢. Formagdo dos elementos do protoxilema e floema, a
camada precursora da endoderme meristematica formando o cortex. d.
Formacdo do cortex e diferenciacdo da protoderme, observa-se ainda
células da coifa. e. Cilindro vascular apresentando células do floema,
protoxilema e metaxilema. f. Células do cértex com pequenos espagos
intercelulares e formagdo da hipoderme abaixo da epiderme e a
presenca de mucilagem. g. Verifica-se as células do cortex externo e
interno, endoderme bem diferenciada, elementos do meta xilema,
protoxilema e floema. h. Verifica-se pequenos espacos intercelulares
no cortex interno e no cortex externo espagos maiores. Ce-cortex
externo; Ci-cortexinterno; Cf-coifa; Co-cortex; Edm-endoderme
meristematica; End-endoderme; Ep-epiderme; Fl-floema; Hp-
hipoderme; Mxmetaxilema; Px-protoxilema.
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Na maturidade (Figs. 1la-l), a raiz apresenta epiderme
unisseriada (Figs. 11a, d, g, j), na regido cortical, ocorre a diferenciacdo
da exoderme unisseriada ou hipoderme (Figs.11 a, d, g, j) com paredes
finas e o cortex interno diferenciado em aerénquima do tipo lisigeno
tangencial, formado inicialmente por pequenos espacos celulares devido
a expansdo e divisdo celular e posteriormente ocorrendo a lise dessas
células em sentido tangencial, a endoderme pode apresentar leve
espessamento de parede (Figs. 11c, i, I) ou nenhum espessamento (Figs.
11f). No cilindro vascular o nimero de polos de protoxilema pode variar
sendo sempre poliarca.

A anatomia da raiz adulta de E. elongata e E. laeviglumes nos
ambientes DAM (+) e DAM (-) analisados, podem ser comparadas nas
(Figs. 11 a-1). Em DAM (+) verificam-se que as células da epiderme séo
delgadas e alongadas (Figs. 11a, g), em compara¢do com o ambiente
DAM (-) cujas células apresentam formato retangular (Figs. 11d, j), nas
duas espécies. A hipoderme em E. laeviglumis em DAM (+) apresenta
paredes levemente mais espessadas (Fig. 11a,), em comparacdo com 0s
individuos DAM (-) (Fig. 11d). Em E. elongata em ambos os ambientes
observou-se 0 espessamento da hipoderme (Figs.11g, j). No coértex
interno, as espécies apresentam o aerénquima lisigeno tangencial (Figs.
11b, h), com células corticais internas levemente espessadas em todos 0s
ambientes (Figs. 11b, e, h, k). A endoderme em E. laeviglumis em DAM
(+) apresenta espessamento em U ( Fig. 11c), em compara¢do com
DAM (-), onde verifica-se células retangulares e delgadas (Figs. 11e-f).
Para E. elongata as células da endoderme apresentam-se espessadas
porém achatadas nos dois ambientes (Figs. 11h, i, k, 1). Em ambas as
espécies e ambientes, no cilindro vascular observa-se o periciclo
unisseriado e interrompido pelas células de protoxilema (Figs. 11c, f, i,
). Os elementos de metaxilema ocupando a posicdo central, 0s
elementos do floema ocupam a posicdo periférica e intercalam-se com
o0s elementos do protoxilema (Figs. 11 b, e, h, k).



Eleocharis. a-c. E. laeviglumis DAM(+). d-f. E. laeviglumis DAM(-). g-
i. E. elongata DAM(#). j-I. E. elongata DAM(-). a, d, g, j. Observa-se a
epiderme com células delgada e hipoderme com células espessadas. b,
e, h, k. Contempla-se as células do aerénquima, células do coértex
interno, endoderme, periciclo unisseriando, elementos do protoxilema,
metaxilema e floema. c, f, i, |. Detalhe das células corticais internas



43

espessadas, endoderme, periciclo unisseriado, células do protoxilema,
metaxilema e floema. Ae-aerénquima; Ci-cortex interno; Ep-epiderme;

End-endoderme; Hp-hipoderme; Fl-floema; Mx-metaxilema; Pe-
periciclo; Px-protoxilema.



3.3. MICROSCOPIA DE VARREDURA CONFOCAL

As analises de microscopia de varredura confocal realizadas
nos MAC e MAR das espécies estudadas em todos os ambientes,
ndo mostraram variagcdo qualitativa (Figs. 12a-d). Sendo possivel
observar a centralizacdo e tamanho regular dos nucleos em todos os
tecidos meristematicos (Fig. 12a-b), com excecdo dos nlcleos do
procambio do MAR em ambas as espécies e ambientes (Fig. 12 d)
gue se mostraram menos evidentes. Nas gemas reprodutivas de
ambas as espécies e ambientes verificou-se autofloréscencia na
regido dos primdrdios florais (Fig. 12 c).

Figura 12. Seccles longitudias observadas por microscopia
eletdnica confocal de espécies de Eleocharis. a-c. MAC. d.
MAR. a, d. E. laeviglumis DAM (+). b. E. elongata DAM (-).c.
E. elongata DAM (+). a-b. Gema vegetativa evidenciando os
nicleos de tamanho uniformes nas células meristematicas. c.
Gema reprodutiva com auto florescéncia na espigueta. d.

44
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Observam-o0s nucleos de tamanho regular e bem evidentes, com
excecdo do na regido do procambio. Cf-coifa; Mf-meristema
fundamental; Pm-promeristema; Pr-procambio.

3.4. MICROSCOPIAS ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
COM ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

As analises de EDS nos MAC vegetativo, reprodutivo e MAR
podem ser observadas nas figuras 13 a-f. No MAR o (nico metal
detectado foi o aluminio (Al) em maiores propor¢des nos individuos dos
ambientes DAM (+) para ambas as espécies (Figs. 13 a-b).

No MAC das gemas vegetativas foram detectados os metais
Molibdénio (Mo) em E. laeviglumis em maior quantidade nos
individuos DAM (+) (Fig. 13c) em relacdo aos individuos DAM (-) e Al
em individuos de E. elongata DAM (-) (Fig. 13d) em comparagdo com
DAM (+). No MAC das gemas reprodutivas dos individuos de E.
laeviglumis ndo foram detectados metais (Fig. 13e), apenas Al foi
detectado nos individuos DAM (-) de E. elongata (Fig. 13f). Os demais
elementos quimicos detectados sdo essenciais as plantas.
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Figura 13. Proporc¢des percentuais (%) dos elementos quimicos
presentes nos tecidos de E. laeviglumis e E. elongata. As letras
minGsculas diferentes significam diferencas significativas nos
diferentes ambientes. MAC: meristema apical caulinar; MAR:
Meristema apical radicular.

3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO - MET

As analises ultraestruturais do MAC em ambas as espécies e
ambientes (Figs. 14 a-h; 15 a-j) revelam células com paredes celulares
finas (Figs. 14a-b; 15a-c). Nucleo e nucléo evidentes (Figs. 14a-b; 15a-c).
Foram observados também numerosos vacuolos grandes e pequenos com
corpos eletrodensos em ambas as espécies e ambientes (Figs. 14 a-b; 15 a,
b, c, d).

A presenca de mitocondrias também foi verificada (Figs.
14c,d.e; 15c,d,f,g) em variacdo qualitativa entre os espécimes. Muitos
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corpos de Golgi foram verificados em E. laeviglumis em DAM (+) (Fig.
14c) e poucos em DAM (-) (Fig. 14f). Para E. elongata os corpos de
Golgi somente foram observados em DAM (-) (Fig. 15e). O reticulo
endoplasmatico liso foi observado em E. laeviglumis nos dois ambientes
(Figs. 14c,d, f, g). Ndo sendo possivel verificar essa organela em E.
elongata tanto em DAM (+) e DAM (-). Gotas lipidicas foram observadas
em E. laeviglumis somente em DAM (+) (Fig. 14g) e em ambos 0s
ambientes em E. elongata com mais frequéncia em DAM (-) (Figs. 15 d,
f, i). Amiloplastos foram evidenciados em ambas as espécies no ambiente
DAM (-) (Figs. 14 h; 15 h). Em E. laeviglumis em DAM(+) verificou-se a
presenca de vesiculas no interior dos vacutolos (Fig. 14 a, g) e E. elongata
em DAM (-) (Fig. 15d), e ainda observou-se membranas convolutas nos
vactolos (Fig. 15g).

No MAR de ambas as espécies nos dois ambientes, observam-
se células com paredes celulares finas, ndcleo e nicleo proeminentes,
muitas mitocondrias, corpos de Golgi (Figs. 16 a, b, ¢, d, e,f; 17a, b, c, d,
e, f). O reticulo endoplasmatico liso, foi evidente em E. laeviglumis em
DAM (-) (Fig. 16g), assim como as gotas lipidicas as quais foram
observadas em ambos os ambientes (Figs. 16 h-i). Raros amiloplastos
foram observados nas duas espécies e em seus ambientes (Figs. 16 h-j; 17
f-g). Os vacutolos foram mais evidentes em E. laeviglumis nos dois
ambientes (Figs. 16 a-b), a presenca de vesiculas no seu interior foram
observadas em E. laeviglumis em DAM (+) e E. elongata em DAM (-)
(Figs.16g; 17h).



48

Figura 14. Ultraestrutura celular da gema vegetativa do MAC de
E.laeviglumis em ambiente DAM (+) e DAM (-). a. Detalhe da
parede celular, nucleo , nucléolo e vesiculas se fusionado no
vactolo. b. Células com parede celular fina, nlcleo e ndcleo



evidentes,vactolos grandes e pequenos. c¢. Parede celular com
plasmodesmos, corpos de Golgi, mitocdndrias e reticulo
endoplasmatico liso. d. Mitocndrias e reticulo endoplasmatico
liso. e. Varias mitocéndrias. f. Corpos de Golgi e reticulo
endoplasmatico liso. g. Presenca de reticulo endoplasmatico liso,
gostas lipidicas e fusdo de vesiculas no vactolo. h. Verifica-se
amiliplasto. am- amiliplasto ; Ip-gotas lipidicas; gl-corpos de Golgi;
mi-mitocondria; nc-nucleolo; nu-nucleo; rel-reticulo
endoplasmatico liso; pc-parede celular; va-vacuolo; vs-vesiculas.
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Figura 15. Ultraestrutura celular da gema vegetativa do MAC de
E.elongata em ambiente DAM (+) e DAM (). a. Verifica-se células
com parede celular fina, ndcleo e nucléolo evidentes, vacuolos

grandes e pequeno.



b. Observa-se células com parede celular fina, nicleo e nucléolo
evidentes, vacuolos grandes e pequenos. c. Detalhe da parede
celular fina, nacleo e nucléolo evidentes, mitocondrias e
vactolo. d. Detalhe da parede celular nicleo e ndcleos
evidentes, presenca de mitocondrias e gotas lipidicas e no
vacuolo verifica-se a fusdo de vesiculas. e. Detalhe do copo de
Golgi. f. Observa-se nlcleo, nucléolo, mitocéndrias e gotas
lipidicas. g. Presenca de mitocondrias e vacuolo com
membranas no interior. g-h. Observa-se 0 detalhe
doamiloplasto. i. Detalhe das gotas lipidicas e vacuolo. am-
amiloplasto; Ip-gotas lipidicas; gl-corpos de Golgi; me-
membranas; mi-mitocéndria; nc-nucleolo; nu-ndcleo; rel-
reticulo endoplasmatico liso; pc-parede celular; va-vacuolo; vs-
vesiculas.
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Figura 16. Ultraestrutura celular do MAR de E.laeviglumis em
ambiente DAM (+) e DAM (-). a. Observa-se a estrutura celular
geral com parede celular fina, nlcleo e nucleo evidentes e muitos
vacuUolos. b. Verificam-se as células com parede celular fina,
ndcleo e ndcleo evidentes e varios vacuolos. c. Detalhe da parede
celular, ndcleo, nucléolo e amiloplasto. d. Verifica-se o detalhe da
parede celular, nicleo , nucléolo , gostas lipidicas, mitocondrias e
vactolo. e. Observam-se mitocondrias e corpos de Golgi, f.
Detalne de mitocbndrias. g. Observam-se 0 reticulo
endoplasmatico e no vacutolo vesiculas. h. Observam-se grdo de
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amido e gotas lipidicas. i. Detalhe de gostas lipidicas e
amiloplasto. j. Detalhe do amiloplasto. am- amiloplasto ; Ip-gotas
lipidicas; gl-corpos de Golgi; mi-mitocondria; nc-nucleolo; nu-
nucleo; rel-reticulo endoplasmatico liso; pc-parede celular; va-
vacuolo; vs-vesiculas.
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Figura 17. Ultraestrutura celular do MAR de E.elongata em
ambiente DAM(+) e DAM(-). a.Observam-se a estrutura celular geral
com parede celular fina, ndcleo e ndcleo evidentes e poucos vacuolos.
b. Verificam-se as células com parede celular fina, nucleo e nlcleo
evidentes e vaclolos. ¢. Detalhe da parede celular, ndcleo, nucléolo,
mitocOndrias, vaclolo. d. Observam-se a parede celular, ndcleo,
nucléolo, mitocéndria e vaclolo; e. Verificam-se organelas como o
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corpo de Golgi e mitocdndrias. f. Detalhe do corpo de Golgi,
mitocondrias e amiloplasto. g. Observa-se corpo de Golgi e
amiloplasto; h. Detalhe de vesiculas no vacuolo, corpo de Golgi e
mitocéndria. am-amiloplasto; Ip-gotas lipidicas; gl-corpos de Golgi;
mi-mitocdndria; nc-nucleolo; nu-nucleo; rel-reticulo endoplasmatico
liso; pc-parede celular; va-vacuolo; vs-vesiculas.
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4. DISCUSSAO

A morfologia das espécies de Eleocharis analisadas no presente
estudo corroboram as descricdes de outras espécies do género, como
Eleocharis paliistris (L.) R. Br (Walters, 1950) e E. cellulose Toor
(Baksh & Richards, 2006) cujo sistema caulinar apresenta escapos
verticais fotossintetizantes originados de um sistema simpodial e caules
horizontais os quais podem ter desenvolvimento simpodial ou
monopodial (Baksh & Richards, 2006). No presente estudo, definimos o
caule horizontal como rizoma. O termo rizoma apesar de ter ampla
definicdo (Bell & Tomlinson, 1980; Bell, 1991), pode ser caracterizado
por ser subterraneo, perene, horizontal ou vertical, monopodial ou
simpodial, com nés delimitados por catafilos com funcdo de
armazenamento além de propagacdo vegetativa, conforme também
definido por Rodrigues (2004) para outras espécies de Cyperaceae.
Segundo Estelita & Rodrigues (2007), o conjunto rizoma e escapo forma
0 sistema caulinar, podendo o escapo também ser referido como caule
reprodutivo. Portanto é de reconhecimento que o escapo tem estrutura
caulinar, entretanto sempre com diferencas entre a estrutura
morfoldgica, anatdmica e fisiologica de ambos.

As andlises anatdbmicas do desenvolvimento do MAC e MAR,
nas espécies de Eleocharis estudadas ndo mostraram variagdes
qualitativas entre si, nem entre os ambientes estudados. Verificou-se a
diferenciacdo da protoderme, do procdmbio e do meristema fundamental
a partir do promeristema em ambos os meristemas apicais, além da
presenca e atividade do meristema de espessamento primario (MEP) e
do meristema intercalar (MI) no apice caulinar e o apice radicular é do
tipo fechado, corroborando com outras descricbes anatdmicas de
espécies de Cyperaceae como descrito por Rodrigues & Estelita (2004,
2007, 2009) e Pereira & Rodrigues (2012).

Os ndcleos grandes e centrais, verificados em microscopia de
varredura confocal das células do MAC sdo semelhantes aos observados
em Arabidopsis thaliana (Sharma et al., 2003), e Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Kuntze por Rogge-Renner et al., (2013), assim como 0s
observados nas células do MAR sdo similares a A.thaliana, nos estudos
de Mudiller et al. (2015). Portanto, verificou-se tanto na microscopia de
luz e de varredura confocal que os nicleos das células ndo apresentaram
alteracBes mesmo em ambiente contaminado por DAM, diferentemente
de Souza et al., (2009), que relataram fragmentacGes e deformacdes dos
nicleos da raiz e caule em Alternanthera philoxeroides quando exposta
a metais.
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Como verificado na andlise de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) os Gnicos metais presentes no MAC e MAR de ambas
as espécies foram o Aluminio (Al) e Molibdénio (Mo), os demais
elementos como nitrogénio (N), oxigénio (O), sédio (Na), calcio (Ca),
Magnésio (Mg), Fosforo (P), potassio (K), enxofre (S) e Silicio (Si)
referidos nas analises, sdo citados como essenciais as plantas, como
também desempenham inimeras funcBes bioldgicas (Taiz & Zeiger,
2006).

As analises ultraestruturais do MAC e do MAR evidenciaram
células com caracteristicas meristematicas tipicas como, parede celular
fina, nlcleos conspicuos, amiloplastos, citoplasma denso, presenca de
organelas (mitocondrias, corpos de Golgi, reticulo endoplasmético) no
citosol, corpos lipidicos, semelhante ao que é descrito para algumas
angiospermas como Zea mays (Marin-Méndez et al., 2009), Allium cepa
(Bennice & Tani, 2009), Vicea faba L. (Polit & Nazarski, 2013)
Arabidopsis thaliana Miiller et al. (2015) e gimnospermas como
Aracucaria angustifolia (Rogge-Renner et al., 2012) e Encephalartos
natalensis Dyer & Verdoorn (Woodenberg et al., 2014). Embora Verteil
et al.,, (2007), afirmem que as células meristematicas ndo possuam
amiloplastos, tais organelas foram observadas nas células
meristematicas de Aracucaria angustifolia (Rogge-Renner et al. (2012),
de Encephalartos natalensis (Woodenberg et al., 2014) e de Vicia faba
(Polit & Nazarski, 2013) como também neste estudo.

Sendo que, Jin et al. (2008), verificaram em Sedum alfredii
Hance, submetida a concentragbes de metais, ocasionaram severas
alteragdes ultraestruturais nas células do meristema apical da raiz,
danificando o sistema de membranas, mitocondrias dilatadas, membrana
do reticulo endoplasmatico rugoso e parede celular, os autores ainda
verificaram depdsitos de metal na parede celular. Islam et al. (2007)
verificaram em Elsholtzia argyi H. Lév. nicleos irregulares, e distlrbios
no processo de divisdo celular devido a agdo de metais.

A tocixidade dos metais depende da absorcdo do metal pela
planta, do transporte e da localizacdo celular no tecido da planta (Jin et
al. 2008). Apesar do desenvolvimento e a formagéo dos 6rgdos jovens
de E. elongata e E. laeviglumis néo terem sido afetados pelo metais nos
ambientes DAM (+), nas analises ultraestruturas observou-se indicios da
presenca de metais, pois no MAC de ambas as espécies observou-se
granulages eletrodensas nos vacuolos, podendo ser um indicativos do
acumulo de metal. Essas granulacfes eletrodensas também tem sido
observadas nos vacuolos celulares de algas, como Gelidium floridanum
W.R. Taylor e Hypnea musciformis (Wulfen) J.V (Santos et al., 2014,



58

2015), quando submetidas a concentragfes de metais. Segundo Santos et
al., (2014 e 2015) granulacBes eletrodensas em vacuolos indicam
acUmulo de metal.Segundo Clemens et al. (1999) em células
eucaridticas, ions tdxicos podem ser removidos do citosol por quelacao.
As plantas podem sintetizar proteinas como fitoquelatinas, para proteger
seu organismo dos metais em excesso (Hall 2002; Melendez, 2012).
Essas proteinas tem a capacidade de quelar os metais podendo transferir
0S mesmos através de cascatas de ATP para o vacuolo (Ortiz et al. 1992;
Clemens et al., 1999).

Como verificado nos parametros fisico-quimicos dos ambientes
estudados todos apresentam pH baixo, caracterizando o ambiente como
acido. Apesar das causas dessa acidificagdo serem diferentes, ou seja,
naturais nos ambientes DAM (-) e antrdpicas em DAM (+). Conforme
Esteves (2011), o pH do ambiente atua no controle da
biodisponibilidade, mobilidade e precipitagdo dos ions metélicos. Em
ambientes impactados pela atividade de mineracdo do carvdo, 0sS
residuos de pirita quando entram em contato com o oxigénio e a
umidade, resultam na oxiacdo de sulferetos, com queda acentuada do pH
e solubilizacdo de metais (Martin-Peinado et al.,2015), entre os metais
liberados por essa reagdo encontram-se o Al e Mn (Filho et al., 2015),
sendo esses 0s metais dectetados nos 6rgao jovens das espécies desse
estudo nos ambientes DAM (+), justificando assim a presenca de corpos
eletrodensos verificados na ultraestrutura. Apesar do registro de Al
ocorrer no MAC vegetativo e reprodutivo de E.elongata em ambiente
DAM (-). O mesmo pode ser ocorrente de fontes naturais, pois a
mineralizacdo da matéria organica por microorganismos do solo, libera
nitrato e hidrogénio e ocasiona a diminui¢do do pH, com o pH baixo o
hidrogénio atua sobre os minerais do solo liberando ions de Al (Echart
& Cavalli-Molina, 2001). Esclarescendo assim a acides dos ambientes
DAM (-) e a presenca do Al nas analises de espectroscopia dispersiva.

O trafego intercelular de vesiculas para o transporte de
substancias, proteinas, lipideos, ions, é regulado pelo sistema de
endomembranas das células, o qual envolve os processos de endocitose
e exocitose (Alberts et al., 2010). A fusdo de vesiculas foi observada nas
células do MAC e MAR de ambas as espécies nos diferentes ambientes,
podendo este ser um indicativo do processo de exocitose atuando na
secrecdo de subténcias ou até mesmo de metais.

As pesquisas preliminares de Schmidt (1924) foram as
primeiras a estabelecer a subdivisdo do meristema apical caulinar em
tinica e corpo, no qual, a tanica corresponde ao grupo de células
dispostas superficialmente no MAC, dividindo-se no plano anticlinal (ou
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longitudinalmente), ja a regido do corpo corresponde as células
dispostas mais internamente com divisBes em todos os sentidos
(Schmidt 1924; Steeves, 2006). Esse padréo de organizagdo do MAC foi
observado em E.elongata e E.laeviglumis e em ambos os ambientes.

O MEP é um meristema lateral caracteristico das
monocotiled6neas, responsavel pelo espessamento primario do caule e
formagdo de raizes adventicias (Rudall, 1991). Em espécies de
Cyperaceae 0 MEP foi observado nos géneros Scirpus, Frimbristylis
(Rudall, 1991), em Cyperus esculentus L. (Gifford & Bayer, 1995), em
Cyperus giganteus Vahl (Estelita & Rodrigues, 2007), em Cyperus
rotundus L., C. esculentus L., C. odoratus L., Fuirena umbellata Rottb,
Hypolytrum schraderianum Ness. e Bulbostylis paradoxa Ness
(Rodrigues & Estelita, 2009). Tal meristema é formado por vérias
camadas de celulas dispostas radialmente, localizada na regido apical do
caule. Durante o desenvolvimento do rizoma, no presente estudo, o
MEP se dispfe de forma circular logo abaixo do meristema apical,
envolvendo os corddes procambiais e definindo assim o cilindro
vascular da regido cortial.

A variacdo da intensidade da atividade do MEP ja foi citada por
Rodrigues & Estelita (2009) ao analisarem espécies com diferentes tipos
caulinares, onde caules mais espessados tém maior atividade e caules
menos espessados, como rizomas e estolGes delgados, como € o caso das
espécies de Eleocharis analisadas, percebe-se baixa atividade do MEP,
sendo assim, aqui nessas espécies o MEP tem baixa atividade
contribuindo com a formagéo de células parenquimaticas para o cortex
interno, e para a formacdo de raizes adventicias, ndo tendo participacdo
na formag&o dos feixes vasculares.

O cértex do rizoma em espécies de Cyperaceae, geralmente é
dividido em externo ou hipoderme e cértex interno, tendo origem no
meristema fundamental, e no interno também a participacdo do MEP,
em maior ou menor intensidade (Rodrigues & Estelita, 2002, 2009). Na
maturidade, as espécies analisadas apresentam aerénquima na regido do
cortex interno, como também observado em E. interstincta (Eiten,
1969). De acordo com Eiten (1969) as células braciformes do cortex
interno se dividem em plano radial formando lacunas de ar. O
aerénquima é um tecido comum em plantas aquéticas, tendo seu
desenvolvimento estudado principalmente em raizes (Seago & Marsh
1989, Seago et al., 2000, 2005), em rizomas até o presente momento nao
foram verificados outros trabalhos além desse estudo,que enfatizem o
desenvolvimento do aerénquima nesse 6rgdo, dessa forma nas espécies
analisadas o aerénquima do rizoma pode ser considerado do tipo
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lisigeno radial, pois observou-se que inicialmente as células do cortex
interno dividem-se radialmente e posteriormente em fase mais adulta
ocorre a lise celular em sentido radial, aumentando assim as lacunas do
aerénquima.

Em E. elongata e E. laeviglumis a partir do MEP ocorre a
diferenciacdo da endoderme e do periciclo como também mencionado
por Rodrigues & Estelita (2009) para outras espécies de Cyperaceae. Ja
Menezes et al. (2005), consideram que o MEP ¢ o periciclo em sua fase
meristematica juntamente com a endoderme e as suas células derivadas,
parecendo assim um Gnico meristema. A ocorréncia de endoderme em
rizomas nem sempre é clara, muitas vezes pela auséncia das estrias de
Caspary, no presente estudo, a endoderme pode ser reconhecida pela
ocorréncia de espessamento em “U” das paredes celulares, conforme
também observado por outros autores (Eiten, 1969; Rodrigues &
Estelita, 2002; 2009 e Pereira & Rodrigues, 2012).

Para Estelita & Rodrigues (2007), a ocorréncia do meristema
intercalar (M), na regido apical do rizoma de espécies de Cyperaceae
esta relacionada com a formacédo do escapo floral, sendo este meristema
o responsavel pelo alongamento do entrend (Fisher 1970) isto é, o Ml ¢é
responsavel pela formacdo do escapo floral nessas espécies, fato
também confirmado em E. elongata e E. laeviglumis. Anatomicamente
os escapos florais ndo apresentam MEP (DeMason, 1979; Stevenson &
Ficher, 1980; Estelita & Rodrigues, 2007) e dessa forma ndo apresentam
regibes distintas entre cortex e cilindro vascular, conforme observado
nas especies de Eleocharis do presente estudo.

Neste presente estudo, verificou-se que os cordBes de fibras
referidos como subepidérmicos em O6rgdo adultos como escapos e
rizomas de espécies de Cyperaceae (Eiten, 1969; Prata et al., 2007;
Leite et al., 2009; Heizen et al., 2010) sdo originados da protoderme,
sendo portanto referidos como cord@es de fibras epidérmicos.

A organizacdo do MAR nas espécies E. elongata e E.
laeviglumis estudadas é do tipo fechado, assim como observado em
outras Cyperaceae (Rodrigues & Estelita, 2004; Pereira & Rodrigues,
2012). O padrédo fechado é caracterizado pela presenca de trés faixas ou
camadas iniciais independentes, as iniciais do cilindro central, do cértex
e a terceira da coifa, podendo a epiderme ter origem das iniciais do
cortex ou da coifa (Esau, 1977), sendo que, para as espécies desse
estudo observou-se que a epiderme tem origem nas iniciais do cortex.

Em ambas as espécies analisadas, a formacdo do cortex interno
das raizes se deve a presenca da endoderme meristematica, a qual ja
pode ser identificada em regido proxima ao promeristema. A ocorréncia
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da endoderme meristematica é relatada por muitos autores como Melo-
de-Pinna & Menezes (2002) em lanthopappus corymbosus Roque &
Hind, Rodrigues & Estelita (2004) em Cyperus giganteus Vahl, Lima &
Menezes (2008) em espécies do género Scleria Berg e Pereira &
Rodrigues (2012) em Androtrichum trigynum (Spr) Pfeiffer. Sendo a
camada precursora da endoderme, que origina todos os tecidos desde a
endoderme até a hipoderme em arranjo radial (Williams, 1947; Seago &
Marsh, 1989; Seago et al., 2000 e Rodrigrues & Estelita, 2004).

A endoderme nas raizes das espécies analisadas, na maturidade,
ndo mostram espessamento acentuado, com excesdo de E. laeviglumis
em DAM (+). Conforme Deag et al. (2009), depésitos de lignina e
suberina nas paredes celulares das raizes na células da endoderme e do
cértex contribuem para uma menor permeabilidade de metais. Assim,
possivelmente os espessamentos observados nas espécies em ambiente
DAM (+), podem criar uma barreira de protecéo, evitando com que 0s
metais sejam transportados para os tecidos vasculares, evitando que
esses elementos cheguem para outras regides do corpo da planta.

Na maturidade, o cortex interno das raizes de E. elongata e E.
laeviaglumis diferencia-se em aerénquima, como também observado por
Rodrigues & Estelita (2004) em Cyperus giganteus Vahl e Seago et al.,
(2005) em algumas espécies de monocotileddneas. Para Seago et al.,
(2005) sdo descritos diferentes tipos de aerénquima em raizes e o
desenvolvimento de cada tipo de aerénquima esta relacionado com a
organizagdo do meristema apical radicular aberto ou fechado, a diviséo
celular, a formagdo de espacos intercelulares. Rodrigues & Estelita
(2004) verificaram a formacdo de aerénquima esquisolisigeno para C.
giganteus e o mesmo foi referido por Pereira & Rodrigues (2012) para
A. trigynum. nas raizes. J& Eiten (1969) observou em E. interstincta o
aerénquima do tipo lisigeno tangencial, no qual fileiras de células radias
permanecem inteiras e espacos retangulares sdo formados devido ao
rompimento das paredes celulares em sentido tangencial.

De acordo com Seago et al., (2005) nas raizes de Cyperaceae, 0
aerénquima é do tipo lisigeno tangencial, pois, as separacdes e colapsos
celulares ocorrem tangencialmente entre as fileiras das células radiais do
cortex, formando assim as lacunas do aerénquima. Para E. elongata e E.
laeviglumis primeiramente verificou-se a formacdo de pequenos espagos
intercelulares esquisdgenos, posteriormente verificou-se a lise celular
ocorrendo tangencialmente entre as células do cértex, corroborando
assim com as descric¢des feitas por Rodrigues & Estelita (2004), Pereira
& Rodrigues (2012) e Seago et al., (2005).
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Alguns autores como Williams (1947), Van Fleet (1961), Seago
et al., (1999), Melo de Pina & Menezes (2002) referem-se a hipoderme
como as camadas do cortex externo de caules e raizes, outros
denominam tais camadas de exoderme em raizes e hipoderme em caules
(Esau, 1960; Fanh, 1974). Segundo Seago & Marsh (1989), o nUmero de
camadas, 0 espessamento e a composicao das células da hipoderme nas
raizes de Typha glauca pode variar. No presente estudo utilizou-se o
termo hipoderme para ambos os 6rgdos, a fim de uniformizar os termos,
assim como referido para outras espécies de Cyperaceae (Rodrigues &
Estelita, 2002; Pereira & Rodrigues, 2012). A hipoderme observada nos
rizomas de E.longata e E.laeviglumis condizem com as caracteristicas
descritas para outras espécies de Cyperaceae (Rodrigues & Estelita,
2002; Heizen et al., 2010; Pereira & Rodrigues, 2012) e para as raizes
verificou-se semelhangas com E. interstincta (Eiten, 1969), e para
espécies de Scleria (Lima & Menezes, 2008).

Os testes hitoquimicos, no MAC e MAR de ambas as espécies
desse estudo, indicou presenca de polissacarideos neutros e acidos e
proteinas no MAC, assim como também observado no meristema apical
caulinar e radicular de A.angustifloia por Rogge-Renner et al., (2013).
Como citado por Ellis et al., (2010), os polissacarideos do grupo
Arabinogalactanas-proteinas (AGPs) tem ampla distribuicdo nas plantas,
sendo geralmente encontradas na membrana plasmatica, na parede
celular, no espaco extracelular, em secrecBes na superficie de estigmas
florais e em exsudados, esses polissacarideos pertencem a uma classe de
macromoléculas biol6gicas que participam de inGmeras resposta
biolégicas em um organismo (Zhang et al. 2015), sendo assim,
associadas ao crescimento e desenvolvimento vegetal e até na morte
celular programada (Goéllner et al., 2011). A reagdo mais intesa ao PAS
observada nas células do MAC, em ambas as espécies em ambiente
DAM (+), pode estar relacionada aos diferentes pH das areas de estudo,
sendo que os ambientes DAM (+) apresentaram pH em niveis mais
acidos em relacdo aos ambientes DAM (-), podendo assim as células do
MAC apresentarem concentragdes diferentes de pH ocasionando reacdes
distintas entre os ambientes. Em relacdo as proteinas, as mesmas
também podem contribuir para o desenvolvimento dessas espécies em
ambientes tdo indspitos, uma vez que atuam em inlmeras funcdes
bioldgicas (Zaha et al., 2014).

A presenca de idioblastos com compostos fendlicos foi
observada no meristema fundamental do rizoma e no cértex interno
guando jovem e cortex externo quando adulto de E. elongata e E.
laeviglumis e tanto em DAM (+) como em DAM (-). Nos trabalhos de
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Rodrigues & Estelita (2002), Heizen et al., (2010), Pereira & Rodrigues
(2012), Santos (2012), essas subtancias também foram verificadas em
outras espécies da familia Cyperaceae em regides mais jovens e adulta
do rizoma, portanto a ocorréncia de compostos fendlicos pode ser
caracteristico em espécies da familia Cyperaceae.

O amido é a maior reserva de carboidratos para as plantas
(Sandhu et al., 2004; Evert, 2013). Em células vegetais, 0 amido é
armazenado em forma de granulos insollveis em &gua que sao
localizados em organelas especificas, como cloroplastos ou amiloplastos
(Amaral et al., 2007). Segundo Melo et al., (2007) o amido é consumido
pela planta para a conversdo em outros carboidratos utilizados no
metabolismo. Das espécies analisadas, somente E. elongata DAM (+)
ndo apresentou amiloplastos no meristema fundamental caulinar,
podendo talvez indicar o alto consumo deste carboidrato para subrir
alguma necessidade do metabolismo da planta.

Segundo Esau (1977) as raizes podem produzir mucilagem,
fornecendo aderéncia da raiz no solo, prote¢do contra elementos nocivos
do solo, protegdo contra a dessecacdo e ainda pode servir como uma
superficie de absor¢do de nutrientes. A mucilagem verificada no MAR
de E. eleongata e E. laeviglumis é produzida pelas células da
protoderme as quais sdo alongadas, forma caracteristica de tecido
secretor como também observado em raizes de A. trigynum por Pereira
& Rodrigues (2012).

De acordo com Lasat (2002), plantas que habitam ambientes
contaminados por metais apresentam respostas diferentes a
contaminagdo por esses elementos. Podendo ser sensiveis, exibindo
sintomas de toxicidade ou tolerantes, criando mecanismos que evitem a
alta tocixidade desses elementos permitindo o desenvolvimento da
planta. A planta é considerada tolerante, quando esta consegue
sobreviver em ambiente com elevadas concentragfes de metais (Hall,
2002), podendo desenvolver diferentes mecanismos de tolerancia, o0s
quais podem variam de acordo com a espécie, 0s elementos tdxicos e as
condicdes ambientais da area contaminada (Souza et al., 2011). Essas
estratégias de protegcdo podem ocorrer de maneira intra ou extracelular: a
primeira estd relacionada com a quelacdo de metais por proteinas
especificas, com posterior compartimentacdo e transferéncia para
vacuolos; a segunda referece aos exudados das raizes que alteram o pH
da rizosfera , favorecendo a especiacao dos metais e a ligagao de ions &s
paredes celulares (Mirza et al., 2014).

E possivel reconhecer que E. elongata e E. laeviglumis sdo
plantas tolerantes a metais, pois as mesmas apresentaram COrpos
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eletrodensos no MAC e ndo apresentaram sinais de toxicidade no
desenvolvimento dos o6rgdos jovens, podendo assim apresentar
diferentes mecanismos de tolerancias, porém tem se a necessidade de
mais estudos para elucidacdo dessas estratégias.

Os resultados do presente estudo revelaram que 0 MAC e MAR
de E. elongata e E. laeviaglumis apresentam caracteristicas anatdmicas
comuns para espécies de Cyperaceae, como meristema de espessamento
primario no rizoma e auséncia no escapo, endoderme meristematica,
formacdo de aerénquima e hipoderme nas raizes. Sendo que, apesar das
espécies habitarem ambientes contaminados por DAM, as mesmas nado
apresentaram modificagdes no desenvolvimento anatdbmico dos 6rgédos
analisados. Portanto, sdo necessarios mais estudos para verificar as
habilidades fisiologicas e bioquimicas de ambas as espécies que habitam
esses ambientes poluidos.
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