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RESUMO

O ambiente epifitico oferece nutrientes as plantas de forma limitada, sendo
marcado por flutuacdes hidricas constantes. Entretando, as Orchidaceae sdao bem
sucedidas nesse contexto, evidenciando estratégias estruturais e fisiologicas dos 6rgaos
vegetativos, principalmente para suprir a deficiéncia de dgua. As raizes aéreas nestas
plantas exibem caracteristicas anatdmicas especiais, sendo constituidas por um estelo
envolvido por endoderme, seguida de multiplas camadas de parénquima cortical
delimitadas externamente pela exoderme, e sistema de revestimento composto por
multiplas camadas celulares que formam o velame. Todo esse aparato anatdmico revela
diferentes estratégias para a maximizacdo da obtencdo de dgua e nutrientes, podendo
haver investimento em maior area de velame, que facilta a passagem de dgua ou maior
investimento em estruturas internas, como coOrtex e cilindro vascular associados ao
maior nimero de células de passagem da endoderme, as quais podem promover uma
conducdo eficaz destes recursos para o interior da planta. O velame, embora composto
por células mortas, conserva sua matriz péctica. O carater negativo desta matriz faz com
que cations sejam retidos e contribuam para a atracdo de ions negativos, tornando o
velame um tecido com maior aporte nutritivo considerando a oferta do meio como
limitada. O maior nimero de corddes de xilema alinhados com as células de passagem
da endoderme também pode aumentar a eficiéncia de transporte, uma vez que facilita a
entrada destes fons ao cilindro vascular. A exoderme e a endoderme auxiliam no suporte
mecanico em casos de dessecacdo e constituem barreiras apoplasticas devido a alta
impregnacao de suberina e/ou lignina, exceto nas células de passagem, onde induzem o
transporte simplastico. No parénquima cortical, as pectinas HGAs de alta metil
esterificacdo contribuem para a porosidade da parede celular (aumentando o fluxo de
nutrientes para as células) e sua flexibilidade (aumentando sua elasticidade e capacidade
de retencao de agua). Neste tecido, foram ainda encontradas células com espessamento
em phi, uniforme e reticulados, além de células com alta impregnacdo de suberina nas
lamelas. O reforco de lignina nestas células pode também ajudar a evitar o colapso do
cortex em condi¢des de baixa umidade, enquanto que a impregnacdo por suberina gera

um carater hidrofébico, que contribui para o fluxo de 4gua em direcao ao estelo.

Palavras chave: AdaptacOes anatOmicas, transporte de agua, ultraestrutura de parede.



ABSTRACT

The epiphytic environment provides limited content of nutrients to plants, marked by
constantly water fluctuations. However, the Orchidaceae are successful in this
ambience, showing structural and physiological strategies of the vegetative organs,
mainly to supply water deficiency. The aerial roots of these plants exhibit anatomic
special features, being constituted by a stele surrounded by the endodermis, followed by
multiple layers of cortical parenchyma bounded externally by the exodermis, and a
dermal tissue composed of multiple cell layers called velamen. This anatomical
apparatus reveals different strategies for maximizing water and nutrients uptake, with
greater investment in velamen area (facilitates water passage) or greater investment in
internal structures, such as cortex and vascular cylinder associated with the higher
number of passage cells from endodermis (promote effective management of these
resources into the plant). The velamen, regardless of being composed by dead cells,
retains its pectin matrix. The negative character of this matrix retains cations and
contributes to attract negative ions, which makes velamen a tissue with higher
nutritional intake when the environment supply is limited. The higher number of xylem
strands aligned with the passage cells of the endodermis can also increase the transport
efficiency, since it facilitates these ions entrance on vascular cylinder. The exodermis
and endodermis help on mechanical support in cases of desiccation, and constitute an
apoplastic barrier due to the high suberin and/or lignin impregnation, except for the
passage cells, where its induce the symplastic transport. In cortical parenchyma, the
high methyl-esterification of the pectins contributes to the porosity of the cell wall
(increasing the flow of nutrients among the cells) and its flexibility (increasing its
elasticity and water retention capacity). In this tissue, there were cells with phi, uniform
and reticulated thickenings, besides cells with high suberin lamellae. The lignin
reinforcement help to prevent the cortex collapse in low humidity conditions, while the
suberin impregnation generates a hydrophobic character of the cortex, which contributes

to the water flow toward the stele.

Key Words: Anatomical adaptations, water transport, wall ultrastructure.



INTRODUCAO GERAL

As Orchidaceae incluem aproximadamente 26000 espécies conhecidas (Joppa et
al. 2011), bem adaptadas e propicias a explorar habitats com condicdes extremas
(Benzing et al. 1983; Pridgeon 1986). Além de constituirem uma das familias mais
diversificadas do reino vegetal, apresentam considerdvel importincia econdmica e sdo
frequentemente citadas como referéncias em projetos de conservacdo. Toda essa
diversidade pode ser explicada pelo fato de, ao longo do processo evolutivo, terem se
adaptado a ambientes contrastantes (Cronquist 1981; Black 1973; Dressler 1993). As
variagdes ambientais deccorrentes da diversidade de habitats que ocupam, contribuiram
para gerar estratégias estruturais e fisiolégicas muito peculiares nos 6rgaos vegetativos
(Pabst & Dungs 1975), principalmente para suprir a absor¢ao de dgua.

O hébito epifitico adquirido dentre as Orchidaceae foi bem sucedido, visto que
ocorrem em cerca de 75% de todas as espécies de orquideas (Atwood 1986). Em geral,
flutuagdes na disponibilidade de agua carregada de nutrientes necessirios para o
desenvolvimento da planta ocorrem neste ambiente (Nadkarni 1986), sobrepondo
vantagens como melhores condi¢des de luminosidade e substrato relativamente eximido
de competi¢cdo. As plantas epifitas entdo, revertem tais condi¢des adversas de diferentes
formas, ressaltando-se mecanismos referentes as folhas, pseudobulbos e raizes, uma vez
que sdo 6rgaos envolvidos com aquisicdo e economia de dgua no ambiente epifitico
(Silva & Milaneze-Gutierre 2004). De certa forma, estas estruturas promovem rapida
absor¢cdo de agua e nutrientes (uma vez que estes constituem recursos com
disponibilidade passageira) e permitem o armazenamento interno destas substancias
(pela presenca de 6rgaos de reserva ) (Oliveira & Sajo 1999; Ng & Hew 2000).

As raizes de plantas adaptadas ao ambiente epifitico assumem papel importante
na aquisicdo de recursos. Isso porqué, primariamente, as raizes neste ambiente
apresentavam funcdo de fixacdo (Krauss 1948). No entanto, outros papéis que nao
somente fixacdo, como absorcdo (Proenca & Sajo 2008), vem sendo associados a
estratégias adaptativas em meio ao hébito epifitico, como em Bromeliaceae e
Orchidaceae (Segecin & Scatena 2004). As raizes aéreas de plantas epifitas exibem
caracteristicas anatOmicas adaptativas, e ndo sO para absor¢do, mas também para
armazenamento e retencdo de dgua, embora tais caracteres nido sejam exclusivos, e
servem como caracteres deste agrupamento vegetal (Benzing 1990). Em geral, as raizes

sdo constituidas por um estelo envolvido por endoderme, camada mais interna do



cortex. As multiplas camadas de cortex sdo delimitadas por uma camada diferenciada, a
exoderme. Por fim, o sistema de revestimento muitas vezes € composto de 1 a 20
camadas celulares que juntas formam o tecido denominado velame (Holtzmeier et al.
1998; Oliveira & Sajo 1999; Stern & Whitten 1999; Pires et al. 2003). Este tecido é
definido como uma epiderme estratificada resultante de divisdes periclinais das células
protodérmicas (Engard 1944) e esta presente em diversas familias, como Orchidaceae,
Araceae, Bromeliaceae e outras monocotiledoneas (Fahn 1990). O velame é formado
por células mortas compactamente arranjadas, reforcadas com espessamentos parietais
reticulados que podem conter muitos campos de pontoagdo priméria (Pridgeon 1987).

Estudos sobre a absor¢do de agua e nutrientes nas raizes velamentosas de
orquideas sdo escassos, sendo a cinética de absorcdo quantificada apenas em estudos
recentes: em bromélias (Winkler & Zotz 2009) e em orquideas (Zotz & Winkler 2013).
Sabe-se que essa absorcdo estd intimamente ligada a estrutura das raizes, tanto em nivel
morfologico quanto do ponto de vista ultraestrutural (Meijer & Murray 2001). Isso
porque, muito embora o velame seja composto por células mortas com alta capacidade
de retencdo e absorcdo de agua, acredita-se que as pectinas ndo sO estejam presentes,
mas também desempenhe papel importante no estabelecimento funcional das
Orchidaceae epifitas. Tal premissa se baseia no fato de que dentre os componentes da
parede celular, as pectinas apresentam grande capacidade de formagdo de géis e
consequente de retencdo de agua, além de serem considerados polissacarideos com
estruturas complexas (Willats et al. 2000).

Os polimeros pécticos podem ser classificados em trés principais dominios,
homogalacturonanos (HGA), ramnogalacturonanos I (RG-I) presentes em grande
proporc¢do, e em quantidades relativamente menores, os ramnogalacturonanos II (RG-II)
(Ridley et al. 2001; Willats et al. 2001). Os HGAs sao homopolimeros de acido (1-4)-a-
linked-D-galacturonico que dependendo do grau de metil-esterificacio podem fazer
ligacdes cruzadas com cétions resultando na formacdo de géis e consequentemente
aumentando a capacidade de retencdo de agua, ou ter a capacidade de formar géis sem
requerer presenca de Ca®" resultando no enrijecimento da parede celular (Liu e al.
2013, Albersheim et al. 2011). Desta forma, avaliar o grau de metil-esterificacdo das
pectinas nas células dos tecidos das raizes de orquideas através de andlises
imunocitoquimica, pode gerar dados importantes sobre os diferentes papéis que cada

componente da parede pode assumir frente a capacidade de absorcdo, retencdo ou



transporte de agua, dentre outros aspectos relacionados a aquisi¢do de recursos nos
tecidos.

Muitos estudos anatdmicos com raizes de Bromeliaceae foram apresentados nos
dltimos 60 anos, buscando evidenciar estratégias adaptativas de seus representantes
relacionadas ao habito epiftico (Krauss 1949; Segecin & Scatena 2004; Proenca & Sajo
2008; Silva & Scatena 2011). Para orquideas, as primeiras revisdes de anatomia de
cunho puramente descritivo (Solereder & Meyer 1930) deram lugar a especulacdes do
ponto de vista funcional dos caracteres anatomicos voltadas a reconhecer os aspectos
adaptativos de seus representantes (Dressler 1981; Braga 1987; Scatena & Nunes 1996;
Oliveira & Sajo 1999; Silva et al. 2006; Moreira et al. 2013). Mas, para raizes de
Orchidaceae, sdo necessarias mais informagdes que possam contribuir com dados
concretos da relacdo entre caractetisticas anatomicas e a taxa de absorcao de recursos,
havendo poucos trabalhos com essa finalidade atualmente (Herrera et al. 2010; Moreaes
et al. 2012; Moreira et al. 2013; Silva et al. 2015 ). Tendo em vista a caréncia de dados
de cunho morfofisiolégico para representantes de Orchidaceae, este estudo teve por
objetivos (1) tragar uma correlacdo entre a caracterizacdo anatdmica das raizes de 18
taxa de orquideas e a taxa de absorcao de nutrientes; e (2) avaliar a estrutura da parede
celular nas raizes de orquideas, buscando compreender os mecanismos de absorcdo e

transporte de dgua.
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RESUMO

Caracteristicas do velame, do cortex e do cilindro vascular constituem estratégias
estruturais eficientes para o fluxo de dgua e nutrientes em dire¢do ao interior da raiz.
Até o momento, estas caracteristicas estruturais em epifitas foram discutidas sem
nenhuma correlacdo entre si. Procuramos, assim, tracar uma correlagdo entre oS
caracteres anatomicos radiculares de 18 faxa de orquideas epifitas e sua absorcdo de
nutrientes (especificamente foésforo e rubidio). De forma geral, foram observadas duas
estratégias distintas: maior area de velame (facilita o fluxo de 4gua e nutrientes), ou
maior area de cilindro vascular e cortex (compensa o menor investimento em velame
com maior nimero de corddes de xilema e células de passagem da endoderme). A
presenca de células de passagem na endoderme e de diferentes tipos de espessamento de
parede nas células corticais parecem ter importante papel no fluxo apopléstico e
simplastico. A matriz péctica do velame, com carater negativo, pode reter ions de carga
positiva (como Rb"), enquanto que um maior nimero de corddes de xilema alinhados
com as células de passagem da endoderme seria responsavel pela entrada destes ions ao
cilindro vascular. fons de carga negativa, como (PO™Y), permaneceriam livres e, apesar
de necessitarem de transportadores e carregadores especificos, teriam mobilidade

facilitada sem interacio especifica com caracteres estruturais nas raizes estudadas.

Palavras chave: Orchidaceae, area do velame, absorcdo de nutrientes.
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ABSTRACT

Velamen, cortex and vascular cylinder features constitute efficient structures for water
and nutrient flow into the roots. So far, these structural epiphyte characteristics have
been discussed without any correlation. We trace a correlation between the root
anatomical characters of 18 faxa of epiphytic orchids and the values their nutrients
uptake (particularly phosphorus and rubidium). In general, we observed two different
strategies: larger velamen area (to facilitate water and nutrients flow) or larger vascular
cylinder and cortex area (to compensate the lower investment in velamen with higher
number of xylem strands, and passage cells in endodermis). The presence of passage
cells in endodermis and different types of thickness on cortical cell walls seems to play
an important role in the apoplastic and symplastic flow. The velamen pectic matrix,
with negative character, can retain positively charged ions (as Rb"), while a larger
number passage cells aligned with the xylem strands are responsible for input these ions
into the vascular cylinder. Negatively charged ions, such as (POy’), remained free and,
despite requiring specific carriers, they have facilitated mobility without a specific

interaction with structural features in the studied roots.

Key words: Orchidaceae, velamen area, nutrient absorption.
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INTRODUCAO

O ambiente epifitico impde uma série de restricoes as plantas, levando ao
desenvolvimento de estruturas adaptativas, principalmente aquelas que maximizam o
uso de dgua (Withner 1959; Benzing 1990; Zotz & Hietz 2001; Laube & Zotz 2003).
Embora a disponibilidade de 4gua e nutrientes seja esporiddica e dependente de fontes
atmosféricas (Kress 1986; Benzing 1990), espécies que crescem sobre drvores garantem
um ambiente com maior oferta de luz (Tsavkelova et al. 2001). Sabe-se que
aproximadamente 10% de todas as plantas vasculares sdo epifitas e grande parte destas
pertencentes as Orchidaceae, que possui cerca de 72% de suas espécies com habito
epifitico (Rodrigues et al. 2013). Desta forma, o sucesso adaptativo deste grupo deve-se
as estratégias anatOmicas e fisiologicas que buscam compensar a falta de agua e
nutrientes, promovendo maior eficiéncia de absorcdo e utilizacdo destes recursos

quando disponiveis (Scatena & Nunes 1996).

Dentre as estratégias adaptativas das raizes de orquideas, destaca-se a presenca
do velame (Zotz & Hietz 2001). O velame localiza-se externamente a exoderme,
camada mais externa do cortex, e constitui uma epiderme multipla composta de células
mortas (Dycus & Knudson 1957). Inicialmente, Went (1940) prop0s que o velame
tivesse um papel primordial na captagao e imobiliza¢dao das solugdes que chegam a raiz
via chuva. Entretanto, para atingir 90% de saturacdo, o velame precisaria de duas horas
exposto a essa condi¢cdo (Dycus & Knudson 1957). Recentemente, a taxa de absorcao de
agua e nutrientes (como fésforo e rubidio) pelo velame foi quantificada e se mostrou
mais ripida e eficiente, com saturagdo ocorrendo em menos de 60 segundos (Zotz &
Winkler 2013). Além da funcao de absorcdo de 4gua, o velame também atua reduzindo
a perda de dgua em momentos de baixa disponibilidade hidrica e confere protecdo

mecanica para a raiz (Dycus & Knudson 1957; Pridgeon 1987; Benzing 1996).

Internamente ao velame, o cortex apresenta células parenquiméticas de
preenchimento que, nas Orchidaceae, podem apresentar diferentes tipos de
espessamentos parietais, distinguindo-se em reticulado, uniforme ou em phi (Stern
1999; Stern & Judd 2001; Moreira er al. 2013). A exoderme e a endoderme (camadas
externa e interna do cortex, respectivamente) delimitam o parénquima cortical nestas
raizes, e a presenca de endoderme e do periciclo atuam como camada limite entre o
cortex e o cilindro vascular. Exoderme e endoderme sdo formadas por células que

podem ser altamente lignificadas e mortas na maturidade, além de apresentar células de
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passagem (que permanecem vivas) (Pridgeon 1987; Trepanier et al. 2008). As células
lignificadas funcionam como uma barreira a0 movimento de ions e outras substincias
através do apoplasto (Esnault er al. 1994; Ma & Peterson 2003), enquanto que as células
de passagem sdo relacionadas ao ganho em eficiéncia de absorcio (Peterson & Enstone
1996). Além de maximizar o transporte de 4dgua, as células de passagens selecionam
diferentes tipos de solutos a serem transportados para o cilindro vascular (Peterson
1988). Este mecanismo de sele¢cdo permite o movimento simplastico entre o meio

externo e o cortex, e por sua vez, do cortex ao estelo (Trepanier et al. 2008).

Considerando-se as fungOes atribuidas as células de passagem e ao velame
encontradas na literatura, acreditamos que a maior taxa de absor¢do de nutrientes esteja
relacionada com a espessura do velame e com o nimero de células de passagem (da
endoderme e da exoderme). Em vista disso, procuramos uma correlacio entre a taxa de
absor¢do de nutrientes (especificamente fésforo e rubidio) com os caracteres anatomicos

da raiz avaliados em 18 faxa de orquideas epifitas.

MATERIAL E METODOS

Individuos de Bifrenaria harrisoniae (Hook.) Rchb.f., Catasetum planiceps
Lindl., Cattleya skinneri Bateman alba, Caularthron bilamellatum (Rchb.f.) R.E.Schult,
Dendrobium fimbriatum Hooker, Dendrobium nobile Lindl. e Dendrobium nobile
hibrida, Dimerandra emarginata (G.Mey.) Hoehne, Doritis pulcherrima Lindl.,
Encyclia ghillanyi Pabst, Epidendrum ciliare L., Epidendrum nocturnum Jacq.,
Gongora unicolor Schltr., Miltonia bluntii Rchb. f., Phalaenopsis cornu-cervie Blume
& Rchb.f. e Phalaenopsis hibrida, Oncidium sp. e Trichoglottis bipunctata
(C.S.P.Parish & Rchb.f.) Tang & F.T.Wang foram fornecidos pelo Jardim Botanico da
Universidade de Marburg (Alemanha) e aclimatados em casa de vegetacdo na
Universidade de Oldenburg (Alemanha), a temperatura de 26/20°C (dia/noite) e
umidade relativa de 65%. Fragmentos de raizes aéreas maduras foram submetidos a
testes de absor¢@o de nutrientes (fosforo e rubidio) no Laboratdrio de Radioisétopos da
Universidade de Oldenburbg e posteriormente fixados em paraformaldeido 4% (Roland
& Vian 1991). As analises anatomicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia e

Desenvolvimento Vegetal da Universidade Federal de Uberlandia, Brasil.

13



Experimentos de absorc¢do de nutrientes

Para os testes de absorcdo de nutrientes, foram escolhidos fésforo e rubidio,
visto que seus fons competem pela mesma membrana transportadora e, portanto, sua
cinética de consumo geralmente ¢ comparavel (Lauchli & Epstein 1970). Para sua
respectiva marcagdo, foram utilizados os radiois6topos de transportadores livres de
4cido fosférico **P (Hartmann Analitic, Alemanha), contendo 37 MBq em 100 pl de
dgua (com atividade especifica inicial de 5,5 MBq nmol™ **P) e solucdo de *°RbCl
(Hartmann Analytic, Alemanha), com atividade inicial especifica de 720 Mbq mg'1
Rb".

Quatro segmentos de raizes de cada faxa, excisadas a 4 cm de comprimento,
foram submergidas nas solucdes de incubacdo em tubos de ensaio, e as taxas de
absorcdo foram determinadas pela diminuicao da radioatividade em aliquotas de 10 ul
das solucdes de incubacdo (com pH 6,1) apds padronizar o volume do liquido,
adicionando a solucdo ndo marcada ao volume inicial da incubacdo, misturando com
pipetas de Pasteur. O velame foi removido logo acima da por¢do submersa para evitar a
difusdo neste tecido. E importante ressaltar que as concentracdes is quais as raizes
foram submergidas sdo semelhantes as concentragcdes reais encontradas na agua de

chuva e no escoamento pelo tronco das arvores em florestas tropicais (Benzing 2000).

A absorcao acumulativa de fosfato e rubidio foi calculada a partir da diminuicao
da radioatividade na solucdo de incubacdo com um volume constante, de acordo com a
equagdo: absorcdo (nmol) = Ps — (dpmy/dpm,; x Px), onde Py é a quantidade inicial de
substrato na solucdo (nmol); dpmy € a taxa de contagem em 10 ul no inicio do periodo
de absor¢do e dpmy; a taxa de contagem em 10 pl ao fim do periodo de absorcdo. As

taxas foram calculadas com base no comprimento da raiz (cm).
Andlises estruturais

Para comparacdo anatoémica das raizes, foram preparadas laminas histologicas de
cortes transversais obtidos a mdo a 3 cm do dpice. O material foi clarificado em
hipoclorito de sédio 50% (Kraus & Arduin 1997) e corado com solucdo de safranina
alcodlica 1% e azul de astra 0,5% (1:9) (Bukatsch 1972, modificado). As laminas foram
montadas com gelatina glicerinada de Kaiser (Johansen 1940) e o material fotografado

em microscépio de luz Leica® DM500 equipado com cAmera digital Leica® ICC50 HD.

14



Para cada espécie, quatro individuos foram analisados (quando disponiveis — ver
analise dos resultados). Para cada individuo, foram realizados 15 cortes transversais. O
diametro (mm), o nimero de camadas, a espessura e area transversal ocupada pelo
velame, e as areas transversais do cilindro vascular e do cortex (mm2) foram
mensuradas em trés pontos diferentes de um mesmo corte (e retirada sua média), para
calcular a porcentagem que o velame e os tecidos internos a ele ocupam da area total da
seccao transversal das raizes. O nimero total de células da exoderme e da endoderme, a
espessura da parede celular das células exodérmicas e o nimero de células de passagem
foram quantificados. Foi determinada a razdo entre as células de passagem e as demais
células componentes da endoderme e exoderme. Além disso, foi contado o nimero de
cordoes de xilema e floema. Para todas as contagens e medidas, foi utilizado o software

IMAGE J 1.x (National Institute of Health, EUA).
Localizagdo histoquimica de proteinas

A presenca de proteinas foi utilizada para determinar as células e tecidos vivos.
Seccoes transversais foram incubadas em solucio de azul de bromofenol 1% por 10 a 15
minutos (Durrum 1950), lavadas em &4lcool 50% e montadas em agua destilada e

deionizada.
Andlise dos resultados

Os dados estruturais foram submetidos a Analise de Varidncia (ANOVA),
satisfazendo os padroes de normalidade e homogeneidade de variancias. Para as
espécies Caularthron bilamellatum, Cattleya skinneri alba, Dendrobium fimbriatum,
Epidendrum ciliare e M. bluntii, havia material disponivel de apenas um unico
individuo. Para Phalaenopsis hibrida, G. unicolor e Trichoglottis bipunctata havia
apenas dois individuos disponiveis de cada taxa. Por essa razdo, estas espécies foram
comparadas apenas de forma qualitativa. Para as demais espécies, havia disponiveis

quatro individuos de cada taxa.

Foi avaliada a correlacdo entre as variaveis mensuradas utilizando-se o teste de
Pearson para dados paramétricos, considerando a probabilidade P<0,05 para expressar
que ha relacdo entre duas caracteristicas. O mesmo teste foi utilizado para comparar as

caracteristicas estruturais com as taxas de absor¢do de rubidio e f6sforo.
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Todos os testes foram realizados utilizando-se o programa SYSTAT 10.2 (SPSS
2000, San Francisco), considerando a probabilidade P<0,05 para expressar diferencas

significativas.

RESULTADOS
Andlises da morfologia e anatomia radicular

As raizes dos 18 taxa analisados apresentaram estrutura similar (Fig. 1A), com
velame formado por 3 a 11 camadas de células mortas (sem conteido proteico,
detectado apds incubagdo em solucdo de azul de bromofenol) e com diferentes padroes
de espessamento parietal. No parénquima cortical, foram observadas células com
espessamento reticulado (Fig. 1E), uniforme (Fig. 1F) ou em phi (Fig. 1G e H), apenas
em algumas espécies ou variando dentro de um proprio taxa. Células com espessamento
reticulado foram encontradas em B. harrisoniae apenas em uma das raizes de um dnico
individuo, enquanto que as células com espessamento uniforme foram encontradas em
todas as raizes dessa mesma espécie. Cattleya skinneri alba apresentou espessamento
em phi bem pronunciado por todo o cértex em todas as raizes, enquanto que em
Catasetum planiceps, este tipo de espessamento ocorreu apenas em trés raizes das sete
analisadas. Nesta espécie, algumas raizes apresentaram o espessamento em phi
circundando todo o cértex, enquanto que em outras raizes, o espessamento em phi
estava interrompido. Em Encyclia ghillanyii, espessamento em phi pouco pronunciado
foi encontrado em apenas uma das raizes. J& em Trichoglottis bipunctata, o
espessamento reticulado foi encontrado em todas as raizes. Em Caularthron
bilamellatum, Dendrobium fimbriatum, D. nobile hibrida, Dimerandra emarginata,
Doritis pulcherrima, Epidendrum nocturnum, Gongora unicolor, Phalaenopsis cornu-
cervie € Phalaenopsis hibrida, ndo foi observado nenhum tipo de espessamento parietal
no parénquima cortical (Tabela 1). Exoderme e a endoderme sdo formadas em sua
maioria por células mortas, com paredes apresentando diferentes graus de
espessamento, intercaladas por células de passagem (vivas) (Fig. 1B) e, delimitam o
parénquima cortical. Os corddes de xilema e floema intercalados no cilindro vascular
sdo imersos em células parenquimaticas que mostram processo de esclerificacdo

centripeta (Fig. 1C e D).
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Algumas espécies apresentaram maior investimento em darea de velame,
enquanto outras apresentaram maior propor¢do de cortex e cilindro vascular em relagdo
a area transversal da raiz. B. harrisoniae (14,60 £ 3,10 mm? de diametro), P. cornu-
cervie (19,95 = 4,81 mm?) e Phalaenopsis hibrida (26,29 = 3,03 mm?) se destacaram
pela maior 4rea da raiz. Contudo, B. harrisoniae apresentou maior investimento em area
do velame (63% da secdo transversal da raiz, tabela 1), enquanto que P. cornu-cervie e
Phalaenopsis hibrida exibiram maiores dreas de cortex e cilindro vascular (~90% da
secdo transversal da raiz). O maior investimento em velame observado em B.
harrisoniae, também foi caracteristico de Caularthron bilamellatum, Catasetum
planiceps, Cattleya skinneri alba, Dendrobium fimbriatum (Fig. 2A), Dendrobium
nobile, D. nobile hibrida, Epidendrum ciliare, Encyclia ghillanyi, G. unicolor, M.
bluntii, Oncidium sp. e T. bipunctata, que apresentaram entre 52% (para C.
bilamellatum) e 97% (para C. planiceps) da area de uma secdo transversal das raizes
ocupada por este tecido. Ja em P. cornu-cervie (Fig. 2B) e Phalaenopsis hibrida, assim
como em Dimerandra emarginata, Doritis pulcherrima e Epidendrum nocturnum, a
area do cortex e do cilindro vascular representou entre 73% (em Dimerandra

emarginata) e 90% (para P. cornu-cervie) da area total da raiz.

Em relacdo a razdo do nimero de células de passagem por células espessadas da
exoderme (Tabela 1), ndo houve diferencas significativas entre as espécies (valores
entre 0,11 e 0,32). O mesmo foi observado quando comparada a razdo do numero de
células de passagem por células espessadas da endoderme (valores entre 0,19 e 0,62),
apesar de Phalaenopsis hibrida, Doritis pulcherrima e P. cornu-cervie apresentarem
razdes expressivamente menores de 0,19; 0,21 e 0,22 respectivamente, demonstrando

haver muito mais células de passagem do que as demais espécies.

O espessamento de parede das células da endoderme foi em “O” para todos os
taxa avaliados (Fig. 2C). As células da exoderme apresentaram espessamento da parede
prevalentemente em “O”, com lume da célula muitas vezes reduzido, como evidenciado
em Cattleya skinneri alba, Caularthron bilamellatum, Dendrobium fimbriatum (Fig.
2D), Dendrobium nobile e Oncidium sp. Doritis pulcherrima, Epidendrum ciliare (Fig.
2E), Phalaenopsis hibrida e Epidendrum nocturnum apresentaram células com as
paredes periclinais externas e anticlinais mais espessas, formando espessamento em “U”
invertido. O mesmo tipo de espessamento foi mantido em todos os cortes analisados do

~

mesmo faxa. Quanto a espessura da parede celular da exoderme, foi possivel
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determinar dois grupos: (1) espécies com menor espessamento - variando entre 2,77 *
0,45 um e 4,90 £ 0,66 um - como em B. harrisoniae, Catasetum planiceps, Dimerandra
emarginata, Dendrobium nobile, D. nobile hibrida, Doritis pulcherrima, E. ghillanyi
(Fig. 2F), Epidendrum nocturnum, G. unicolor, M. bluntii, Oncidium sp. e P. cornu-
cervie; e (2) espécies com espessamento variando de 6,37 = 1,45 um e 11,18 * 3,09
um, (Caularthron bilamellatum, Cattleya skinneri alba, Dendrobium fimbriatum (Fig.

2E), Epidendrum ciliare, Phalaenopsis hibrida e T. bipunctata).

Em relacdo ao nimero de corddes vasculares, a maioria das espécies apresentou
de 7,17 £ 0,23 (em G. unicolor) a 144 = 5,02 (em C.bilamellatum) cordoes de
protoxilema. No entanto, B. harrisoniae, Encyclia ghillanyi e Phalaenopsis hibrida
foram excecodes (18,89 + 0,84; 18,0 £ 1,0; 22,17 £ 1,18, respectivamente) e destacaram-

se quanto ao investimento nessa estrutura.
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Tabela 1. Caracteristicas estruturais da raiz para 18 faxa de orquideas epifitas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Bifrenaria harrisoniae 13%05 146 %30 8.0%05 8530 % 147 92+24 10182%953 S4+£10 189%08 200240 SL1+40 0.26 0 1266+156 50675 040 O 284 %0,1 ret;
Catasetum planiceps 2,8+04 69+15 1,1£06 921861 6,7+2,0 712,8 +422 11205 114205 1345265 25007 0,19 o) 784 +5,6 486+03 062 O 277404 ur::f
Cattleya skinneri alba 2,1£0,08 35+03 55+03 503,6 + 94 25+04 567.8 +58,3 10204 13506  1822+183 38,0+3,38 021 o) 88,8 +43 356+44 040 O 829+13 E]ﬁ?
Caularthron belamellatum 1402 1706 52208 248,8 +79 0,9 0,2 297,4 + 65,6 071406 144%50 1212+139 293+64 0,24 o) 822+21,1 38394 047 O 10,09 + 1,7 -
Dendrobium fimbriatum 2201 37+05 10,1£06 525847 27+03 305.1 % 16,0 1002  152+08  1655+84 19,0£53 0,11 o 108,9 6,3 482+33 044 O 6,77+ 17 -
Dendrobium nobile 1.8£09 2,540,2 6,9+06 4634 %28 19202 324,766 06+01  95+09  1531+123 31,5£6,1 021 o) 81,0 +7,6 328+28 041 O 477404 unif
Dendrobium nobile hibrida 1.6+03 2,1£06 74202 409,9 + 89 1,620,5 301,6 +20,7 0,5+0,1 92£09 15041938 36.8+24 0.25 o) 789+74 312+311 040 O 490+0,7 -
Dimerandra emarginata 27+02 60+1,1 39+04 198,8 +33 1,6+04 11238928 44407  113%30  196,6+163 455+54 0,23 o) 739+ 11,7 208+64 028 O 458404 -
Doritis pulcherrima 2401 45+05 3,1%0,1 1234%6 0,9 +0,04 13090+ 1272 3,6%0,5 7,601  1940£146 469 +34 0.24 U 55.1%2,6 11,6+03 021 0 43105 -
Encyclia ghillanyi 1.3£0,09 1,502 6,503 282,6 + 43 0,9+09 282,8 48,1 05+01  108%05 90,4 2,9 24,1412 0,27 o) 735+1,7 30315 041 O 2,94+0,1 phi
Epidendrum ciliare 24%05 47+19 54+07 410,5 80 2,6+09 730,6 + 1352 2,112 180£1,0 2252%502  47,6%149 0,21 U 1052+172 404112 0,38 11,18 3,1 -
Epidendrum nocturnum 3,1£02 75208 40202 212,024 19202 11743 +84,7 55+06  120+07  219.4%260 54,5+3,6 0,25 U 945+ 12,5 27319 029 O 479404 -
Gongora unicolor 1.2+0,08 1102 62+05 303,718 0,8 0,04 239,7 + 14,1 030, 72+02 60,8 +0,5 19,3206 0,32 o 475402 19009 040 O 29102 -
Miltonia bluntii 24%02 1,1£03 73+16 321,178 0,8+0.2 18354254 0302  74%+16  66,1%109 18,8 £3,1 0,29 o) 60,5+94 19342 032 O 422410 unif
Phalaenopsis cornu-cervie 45+0,7 200+48  3,1£007 1344 +13 2,1%04 19613+2380 179444  132+18 2947 +62,5 69,4 +5,0 0,24 o) 92,6+23,1 200+33 02 O 438+0,1 -
Phalaenopsis hibrida 58+03 263+30  3,1+001 169,1 +2 3,0£02 2082,1£242,6  233+28  222+12 4043241 112,1 £2,6 0,28 U 142,7+65 274+17 019 O 9,15+0,1 -
Oncidium sp. 15+03 12+02 70+03 403,9 £51 1,0 0,09 198,5+7,1 0202 8018  763+233 22+50 0,30 o) 59,5+9,7 19657 033 O 340 %06 unif
Trichoglottis bipunctata 14202 15+04 6,803 2975+ 42 10203 3255462 05+01  102+09  132.8+133 3L0£15 0,23 o) 70,5 +8.1 253+30 036 O 6,37+ 14 ret

1. Didmetro da raiz (mm); 2. Area transversal da raiz (mm?); 3. Ndmero de camadas do velame; 4. Espessura do velame (um); 5. Area transversal do velame (mm?); 6.
Espessura do cortex (um); 7.Area transversal do cilindro vascular + cortex (mm?); 8. Ndmero de corddes de xilema; 9. Numero de células lignificadas da exoderme; 10.
Numero de células de passagem da exoderme; 11. Razdo entre o nimero de células de passagem e células totais da exoderme; 12. Tipo de espessamento de parede das células
da exoderme (em “O” ou em “U” invertido); 13. Numero de células lignificadas da endoderme; 14. Numero de células de passagem da endoderme; 15. Razdo entre o nimero
de células de passagem e células totais da endoderme; 16. Tipo de espessamento de parede das células da endoderme; 17. Espessura da parede celular das células da
exoderme; 18. Tipo de espessamento de parede das células do parénquima cortical (ret) reticulado, (unif) uniforme ou (phi) em phi.
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Andlises de correlagdo entre as caracteristicas anatomicas e a taxa de absor¢cdo de Rb

eP

As andlises histométricas demonstraram correlacdo positiva entre algumas
caracteristicas (Tabela 2). Dentre estas, destaca-se a correlacido entre a area da raiz em
secdo transversal (e o didmetro da raiz, uma vez que a area foi calculada a partir do
didmetro) com a drea ocupada pelo cilindro vascular e cortex (r = 0,96, p = 0,0), com o
nimero de corddes de protoxilema (r = 0,70, p = 0,001) e, com o nimero de células de
passagem da exoderme (r = 0,90, p = 0,00). Caracteristicas do velame como; a drea
ocupada em secao transversal, o nimero de camadas celulares e a sua espessura, por sua
vez, apresentaram correlacdo positiva significativa e alta explicacdo com os caracteres
ligados ao transporte de dgua no interior da raiz (como o numero de corddes de
protoxilema e o nimero de células de passagem da endoderme). Em contrapartida, o
nimero de células de passagem da exoderme apresenta correlagdo negativa com nimero
de camadas do velame (r = -064, p = 0,00). O nimero de camadas do velame também
apresentou correlacdo negativa com a area ocupada pelo cilindro vascular e cortex (r = -
0,56, p = 0,02), a espessura do cortex (r = -0,63, p = 0,00) e a espessura da parede
celular da exoderme (r = -0,29, p = 0,00).

A espessura do cortex possui correlacdo positiva com o nimero de corddes de
protoxilema (r = 0,54, p = 0,02) e com o numero de células de passagem da exoderme (r
= 0,93 p = 0,00). Quando se analisa o numero de corddes de protoxilema trés
correlagdes positivas s@o relevantes; quanto maior o nimero destes corddes vasculares,
maior foi o nimero de células de passagem da exoderme (r = 0,67, p = 0,00), o nimero
de células de passagem da endoderme (r = 0,57, p = 0,01) e a espessura da parede

celular das células exodérmicas (r = 0,59, p = 0,01).

Foram encontradas correlagdes significativas entre as taxas de absorcdo de
rubidio e a area do velame em secdo transversal (12 = 0,328, p = 0,013,) com o nimero
de corddes vasculares (12 = 0,278, p = 0,024) e com o nimero de células de passagem da
endoderme (12 = 0,215, p = 0,052) (Fig. 3). Nao foi observada correlacdo entre as

variaveis anatomicas e as taxas de absorcado de fésforo.
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Tabela 2. Coeficientes de correlacdo simples de Pearson entre os caracteres anatdmicos
obtidos através de dados histométricos de raizes de 18 taxa de Orchidaceae. As medidas
foram realizadas em 15 cortes transversais de cada individuo disponivel de cada taxon.
Os dados representam a correlacdo entre as médias.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
- 097+ 051  090%  -034™ 001  090%  0.69%  086* 087+  0.74%  009° 010" 1
- 044ns  096*  -039™  -0.08™  091* 070+ 088  090%  074*  006™  0.12" 2
0.16™  044™  081*  024™  053%  026™ 019" 057+  071% 018" 3
- 0.56%  -035"  0.93%  059%  0.89%  093*%  0.62% 017" 019 4
- 083 -0.63* 012"  -0.54%  -0.64* -006ns  0.64*  -0.29% 5
031 008" -023, 033" 022  0.79%  -0.23" 6
- 0.54%  091* 093  055¢  -0.18™ 013" 7
- 0.74%  0.67%  095%  057%  0.59% 8
095%  0.77% 005" 042" 9
- 0.69%  -0.11™ 033" 10
0.58%  0.46™ 11
- 024" | 12
- 13

1. Diametro da raiz; 2. Area transversal da raiz; 3. Area transversal do velame; 4. Area transversal do
cilindro vascular + cértex; 5. Nimero de camadas do velame; 6. Espessura do velame; 7. Espessura do
cortex; 8. Numero de corddes de xilema; 9. Nimero de células lignificadas da exoderme; 10. Nimero de
células de passagem da exoderme; 11. Numero de células lignificadas da endoderme; 12. Numero de
células de passagem da endoderme; 13. Espessura da parede celular das células da exoderme. *
Correlagdo significativa a 5% de probabilidade. ™ Nao significativo.
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Figura 1. Seccdes transversais das raizes de Orchidaceae. A) Bifrenaria harrisoniae, visdo geral do corte
transversal de raiz, evidenciando velame, exoderme e endoderme delimitando o parénquima cortical e o
cilindro vascular. B) Caularthron bilamellatum, detalhe de uma célula de passagem da exoderme viva
evidenciando protoplasto com conteido proteico e célula lignificada da exoderme, apresentando alto
espessamento de parede e limen reduzido. C) Bifrenaria harrisoniae, cilindro vascular com corddes de
xilema e floema intercalados e processo de esclerificagdo centripeta do parénquima medular. D)
Catasetum planiceps, detalhe do cilindro vascular. E) Catasetum planiceps, detalhe de células corticais
com espessamento reticulado (setas) e micorrizas (*). F) Bifrenaria harrisoniae, detalhe de células
corticais com espessamento uniforme (*). G e H) Cattleya skinneri alba, (G) distribui¢io e (H) detalhe do
espessamento em phi (setas) no parénquima cortical. CL= célula lignificada; CP= célula de passagem; En
= endoderme; Ex = exoderme; F = floema; PC = parénquima cortical; X= xilema; V= velame.
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Figura 2. Seccdes transversais das raizes de Orchidaceae. A) Dendrobium fimbriatum,
vista geral evidenciando maior area correspondente ao velame. B) Phalaenopsis cornu-
cervie, vista geral de corte transversal de raiz, evidenciando maior area correspondente
ao cortex e cilindro vascular. C) Phalaenopsis cornu-cervie, espessamento de parede em
“O” nas células da endoderme e células de passagem (*). D) Dendrobium fimbriatum,
espessamento de parede em “O” nas células da exoderme e células de passagem. E)
Epidendrum ciliare, espessamento de parede em “U” invertido nas células da exoderme,
células de passagem. F) Encyclia ghillanyi, com espessamento da parede delgado e em
“O” nas células da exoderme. CP = célula de passagem; CV = cilindro vascular; En =
endoderme; Ex = exoderme; PC= parénquima cortical; V = velame.
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Figura 3. Correlacdes de Pearson realizada entre as taxas de absorcdo de rubidio e
caracteres anatdomicos. A) Area do velame em secdo transversal. B) Nimero de corddes
vasculares. C) Numero de células de passagem da endoderme. Foi considerada a

probabilidade P <0,05 para expressar que ha relacdo entre duas caracteristicas.
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DISCUSSAO
Anatomia estrutural e funcional da raiz

Os taxa estudados parecem investir em dois caminhos distintos para garantir a
eficiéncia na absor¢do de 4gua: maior proporcao de velame ou maiores areas de cilindro
vascular e cortex. Funcionalmente, o velame € tido como facilitador na absorcao de
agua, barreira a perda de agua e capaz de conferir resisténcia mecanica (Dycus &
Knudson 1957; Benzing et al. 1982). Contudo, a andlise da relacdo entre o velame e as
diferentes camadas do coértex e cilindro vascular ajuda a compreender quais estratégias
estruturais sdo mais eficientes para maximizar o fluxo de 4gua no interior da raiz. Até o
momento, caracteristicas estruturais da raiz sdo discutidas de forma independente, sem
nenhuma correlagcdo entre si (Peterson & Enstone 1996; Moreira & Isaias 2008). Nos
taxa avaliados, hd uma correlagdo positiva, com alta explica¢do, entre o nimero de
corddes vasculares e o didmetro da raiz. A correlagdo entre o nimero de corddes
vasculares e a area do velame foi significativa, porém, com baixa explicacdo. Estes
resultados indicam que os faxa com menor area do velame, como B. harrisoniae,
Epidendrum Ciliare e Phalaenopsis hibrida compensam esta menor area para absor¢do
de 4gua via velame apresentando maior nimero de corddes de xilema. Assim, haveria
nestas espécies um aumento na eficiéncia no transporte de d4gua e solutos para o restante

da planta.

Uma vez que as células do velame estdo mortas na maturidade, o transporte de
agua e nutrientes neste tecido ocorre de forma passiva (Pita & Menezes 2002). Neste
caso, os espessamentos parietais (observados em todas as espécies estudadas, porém
muito evidentes em B. harrisoniae, C. planiceps, Dendrobium nobile e D. nobile
hibrida) podem atuar como facilitadores ao fluxo de dgua e nutrientes. O numero de
camadas de células no velame esti fortemente correlacionado com a area deste tecido
(r=0,83, p=0,00). As orquideas podem apresentar de uma a 18 camadas de células no
velame (Solereder & Meyer 1928; Engard 1944; Dycus & Knudson 1957), com
variacOes particulares dentro de uma mesma espécie (numero de camadas celulares, taxa
de maturacdo e tamanho celular, ou padrdes de espessamento parietal). Estas variacdes
ocorrem devido as condi¢des ambientais nas quais a planta esti inserida ou a fatores
genéticos intrinsecos (Dycus & Knudson 1957; Benzing et al. 1982). Os espessamentos

parietais do velame podem ainda prover maior suporte mecanico (Noel 1974), impedir o
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colapso das células durante periodo de seca (Pridgeon 1987), e, ainda, serem utilizados

como um importante carater taxondmico (Porembski & Barthlott 1988).

O investimento em &rea ocupada pelo cortex e cilindro vascular implica
diretamente no nimero de células lignificadas e de células de passagem da exoderme e
da endoderme. As células lignificadas da exoderme assumem o papel de barreira
apoplastica, reduzem a transpiracdo da raiz e em conjunto com o velame, oferecem
protecdo mecanica e dificultam o retorno da 4gua do cértex para o meio externo
(Sanford & Adalawo 1973; Benzing et al. 1982; Ma & Peterson 2003). Tanto o
espessamento tipo “O”, quanto o tipo “U” invertido tem o inicio de seu
desenvolvimento com a deposicdo de suberina, celulose e em seguida lignina (Ma &
Peterson 2003). A deposicdo de lignina, muitas vezes pode dificultar a comunicacdo das
células endodérmicas ou exodérmicas com as demais, reduzindo de forma intensa o
lume destas células elevando a sua morte, como pdde ser observado em Dimerandra
emarginata, Dendrobium nobile, D. nobile hibrida, Doritis pulcherrima, Epidendrum

nocturnum e P. cornu-cervie.

A epiderme nas raizes estd em contato direto com o solo e parece ter importante
papel seletivo na absorcao de 4gua e nutrientes (Barberon & Geldner 2014). Entretanto,
a constituicdo do velame por células mortas inviabiliza sua fun¢do seletiva, podendo
esta ser transferida as células de passagem da exoderme que for¢am, entdo, um caminho
simplastico de entrada na raiz. Na endoderme, as células de passagem estdo geralmente
alinhadas com os polos de protoxilema, intensificando de forma eficiente o fluxo de
agua (Peterson & Enstone 1996; Moreira & Isaias 2008). Sendo assim, o maior nimero
de células de passagem na endoderme seria uma estratégia para aumentar o influxo de
agua para a planta. Mesmo que a raiz ndo imobilize temporariamente grande quantidade
de fluidos, por apresentar pouca area de velame, a passagem do que foi absorvido sera
mais rapida e altamente acessivel aos corddes vasculares. Além disso, quanto mais
cordoes de xilema estiverem presentes, mais rapido a adgua e os nutrientes serao
distribuidos pelo corpo da planta e melhor serd o aproveitamento dos recursos que
chegam até ali. E interessante notar que hd correlagio positiva entre area do velame e o
didmetro da raiz, tendo correlacdo muito maior com as areas ocupadas pelo cilindro
vascular e cortex, com o numero de corddes vasculares e o nimero de células de

passagem, indicando alta eficiéncia para o transporte de 4gua apds sua entrada na raiz.
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A presencga de diferentes tipos de espessamentos de parede no cortex foi, por
muito tempo, relacionada ao suporte mecéanico (durante a dissecagdo) e retencdo de
agua (Haberlandt 1914; Olantunji & Nengrim 1980). Dentre estes, o espessamento em
phi € constituido de celulose e lignina (e pouca ou nenhuma suberina) (Wilcox 1962),
impregnadas ao redor da parede celular. Nas espécies estudadas, o espessamento em phi
localizou-se nas camadas parenquimaticas medianas do coOrtex, particularidade do
espessamento em phi tipo III na classificacido proposta por Van Tieghem (1888). Apesar
de sua semelhanga as estrias de Caspary, o espessamento em phi ndo forma uma
barreira apoplastica efetiva (Pires et al. 2003). A permeabilidade do espessamento em
phi foi comprovada em diversas espécies de dicotiledoneas (Perumalla et al. 1990) e em
Zea mays (Degenhardt & Gimler 2000). Estudos com Brassica oleraceae cultivadas em
ambientes com alta salinidade demonstram seletividade efetiva para o movimento de
ions (Fernandez-Garcia et al. 2009). Entretanto, a descontinuidade destes espessamentos
torna-os ineficientes como barreira apopléstica, reforcando sua fung¢do como suporte
mecanico (Melo 2011) e resisténcia as pressdes exercidas por outras células em
expansdo (Passioura 1988). Outra funcdo do espessamento em phi seria impedir a
entrada de agentes bioldgicos em direcdo ao cilindro central, porém ndo foram
realizados estudos de correlagdo da barreira mecanica e invasdo de fungos (Massicotte
et al. 1988), e também nao foi verificada em nosso estudo nenhuma relagdo na

localiza¢@o das micorrizas e ocorréncia deste tipo de espessamento.

Inversamente ao espessamento em phi, os espessamentos reticulados
(encontrados em B. harrisoniae, Caularthron bilamellatum, Catasetum planiceps e
Trichoglottis bipunctata) e uniformes (encontrado em B. harrisoniae) podem auxiliar no
movimento de substincias para o cilindro vascular, contribuindo para o fluxo
apoplastico (Stern & Judd 2001), ou mesmo para o suporte mecanico do parénquima

cortical.
Absorcdo de nutrientes e sua relacdo com a estrutura da raiz

Nas raizes de orquideas, o fluxo para entrada de dgua e nutrientes assume uma
rota apoplastica do velame até a exoderme, quando seu desvio para a rota simpléstica
nas células de passagem torna-se obrigatorio. No parénquima cortical, o fluxo pode
retornar ao apoplasto até que encontre uma nova barreira, a endoderme. Neste local, a
adgua e nutrientes voltam ao simplasto até sua entrada no cilindro vascular. A rota

apoplastica constitui um caminho para o fluxo de massa e a difusdo de dgua e nutrientes
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via espagos intercelulares e parede celular. A parede celular consiste primariamente em
uma cadeia de celulose, hemicelulose e glicoproteinas, na qual uma matriz de pectina
age como moderadora de troca catidnica. Os monomeros de 4cido galacturdénico das
pectinas contém grupos carboxilicos (COO’) com carga naturalmente negativa e
funcionam como agentes de troca catidnica. Desta forma, esses mondmeros agem como
acumuladores naturais de céitions no apoplasto, enquanto que os anions sdo repelidos
(Barberon & Geldner 2014). Para a entrada dos nutrientes no simplasto, em algum
momento, eles devem utilizar carregadores e transportadores especificos da membrana

plasmaética (Barberon & Geldner 2014).

O rubidio € comumente utilizado como anilogo do potassio por conter uma base
estrutural compativel com a seletividade dos canais de potassio, de forma que o ion Rb"
apresenta tamanho e caracteristicas de permeabilidade similares ao fon K* (Gierth &
Miser 2007; Doyle et al. 1998). A carga positiva destes fons sugere sua alta afinidade
pela parede celular (pectinas - COQ") de forma que a saturacdo do velame (alta
constituicdo péctica da parede, Capitulo 2) pode ter contribuido para a correlagdao
significativa entre o velame e as taxas de absorcdo de Rb". Quando o velame encontra-
se saturado, o ndmero de células de passagem da exoderme deixa de ser limitante e os
transportadores e canais especificos garantem o transporte transcelular e a entrada no
simplasto via exoderme no cortex radicular. Por sua vez, a endoderme e os corddes
vasculares assumem o papel no bombeamento do ion que flui em sentido ao cilindro
vascular. Neste caso, o parénquima cortical pode ndo se apresentar saturado como o
velame, de forma que as células de passagem da endoderme (alinhadas com os corddes

de xilema) seriam limitantes ao transporte deste ion.

O Fosforo € absorvido nas plantas por processo ativo mediado por proteinas
transportadoras especificas (Santner et al. 2012). O PO"* ¢ um ion considerado de livre
acesso as raizes quando prontamente disponivel em solucdes nutritivas, uma vez que
apresenta carga negativa e nao ha restri¢des ao seu transporte para o interior das células
(Santner et al. 2012). Talvez estas duas caracteristicas tenham contribuido para a ndo
correlagdo entre as caracteristicas anatdmicas e a taxa de transporte do radioisétopo de

fésforo.
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Conclusoes

Além do velame, que ja é citado frequentemente na literatura como uma
estrutura importante do ponto de vista funcional para epifitas (principalmente quando
relacionada a absor¢do e retencdo de dgua e nutrientes), fica evidente que outros tecidos
assumem papel tdo importante quanto, quando nao ha investimento expressivo em
constituicdo velamentosa. Isso revela que estratégias distintas podem ser adotadas para
Orchidaceae epifitas, apresentando desde maior investimento em corddes de
protoxilema e células de passagem da endoderme, até espessamentos especificos no
parénquima cortical que facilitam e auxiliam no fluxo apoplastico e simplastico desses
recursos. Quando se correlaciona a constitui¢do péctica detectada no velame com a
absorcdo de nutrientes (em especial rubidio e fosforo), assume-se neste trabalho que a
passagem de agua e nutrientes pelo velame ndo ocorre com fluxo livre, pois
considerando a composi¢do péctica e sua carga negativa, partimos do principio que ha
uma reten¢do e consequente liberagdo gradual destas substincias (especialmente
cations). Novas ideias surgem a partir dessa afirmag¢do, no qual outros faxa de outras
familias de habito epifitico devem ser submetidas a testes de absorcdo, podendo variar
os ions investigados e/ou estabelecendo uma formulacao nutritiva composta que possa

oferecer mais dados frente a essa nova perspectiva.
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RESUMO

A composi¢do quimica da parede celular interfere na permeabilidade e no
armazenamento de dgua nas raizes, contribuindo para o fluxo apoplastico e simplastico.
Em vista da flutuacdo hidrica no ambiente epifitico, foram utilizadas técnicas de
histoquimica e imunocitoquimica para compreender a composicdo quimica da parede
nos tecidos radiculares de Orchidaceae epifitas. No velame, o caricter negativo da
matriz péctica pode auxiliar no acimulo de nutrientes no apoplasto. Neste sentido,
espécies com poucas camadas celulares apresentam maior marcacdo de pectina nas
paredes, indicando um mecanismo de compensacdo. A impregnacgdo por lignina reforca
seu carater como suporte mecanico e pode auxiliar o fluxo apopléstico. A exoderme e a
endoderme constituem Dbarreiras apoplésticas e seletivas, apresentando lamela
suberizada e muitas vezes parede lignificada. Juntamente com os refor¢os de lignina do
parénquima cortical, os espessamentos em phi, reticulado e uniforme podem evitar o
colapso do cortex em momentos de dessecacdo. A presenca de pectinas altamente metil-
esterificadas no parénquima cortical foi relacionada a capacidade de formar géis,
causando afrouxamento da parede e aumentando sua porosidade (contribui para o
armazenamento de dgua e o transporte de solucdes entre as células). Por fim, células

com impregnacao lipidica direcionam o fluxo de dgua em dire¢do ao estelo.

Palavras Chave: Pectinas, Raizes velamentosas, Orquideas epifitas, Absor¢ao de dgua.
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ABSTRACT

The chemical composition of the cell walls interferes in the water permeability and
storage in roots, contributing to the apoplastic and symplastic flow. In view of the water
fluctuation in the epiphytic environment, we used histochemical and
immunocytochemical techniques to understand the chemical composition of the cell
walls in root tissues of some epiphytic Orchidaceae. In the velamen, the negative charge
of the pectin matrix can help in nutrient storage in the apoplast. In this sense, species
with few cell layers present higher labeling of pectins, indicating a compensation
mechanism. The impregnation of lignin reinforces the mechanical support and can help
the apoplastic flow. The exodermis and endodermis are apoplastic and selective
barriers, presenting suberized lamella and often lignified walls. Together with the lignin
reinforcements of the cortical parenchyma (phi, reticulated and uniform thickening), the
thickenings can prevent the collapse of the cortex in periods of desiccation. The
presence of highly methyl-esterified proteins in the cortical parenchyma was related to
the ability to form gels, causing wall loosening and increasing its porosity (contribute to
the water storage and solutions transport among cells). Finally, cells with lipid

impregnation increase the water flow towards the stele.

Key Works: Pectins, Velamentous roots, Epiphytic orchids, Water absorption.
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INTRODUCAO

A disponibilidade de recursos hidricos e as estratégias usadas pelas diversas
espécies de plantas para usufruir destes recursos, sdo quesitos essenciais para 0 seu
estabelecimento e crescimento em diferentes habitats (McCree & Fernandez 1989). As
orquideas, especialmente as epifitas, utilizam estratégias que visam minimizar os efeitos
da flutuacdo hidrica e de nutrientes do ambiente epifitico (Zotz & Hietz 2001). Dentre
estas estratégias, o velame destaca-se pela grande capacidade de absor¢do e retengdo de
agua atmosférica (Benzing 1990; Roth- Nebelsick 2009), que é prontamente condensada
e transportada até o cilindro vascular (Zotz & Winkler 2013). O velame é uma epiderme
multiestratificada resultante de divisdes periclinais das células protodérmicas (Engard
1944) sendo formado por células mortas na maturidade (Fahn 1990, Cap 1). Adjacente
ao velame encontra-se a exoderme, camada externa do cortex, composta por células
lignificadas e mortas na maturidade, e por células de passagem (Pridgeon 1987;
Trépanier et al. 2008). Acredita-se que a maior parte da dgua e dos nutrientes absorvidos
no velame entra no cortex através destas células de passagem (Peterson & Enstone
1996; Moreira & Isaias 2008), e que esta camada nao constitui uma barreira para o fluxo
em direcdo ao cortex. Por outro lado, diferentes tipos de espessamento de parede nas
células do parénquima cortical, e/ou a presenca de células de passagem na endoderme
alinhadas aos corddes de xilema parecem ter importante papel no fluxo apopléstico e

simpléstico (ver Cap. 1).

O fluxo apopléastico nas raizes depende da condutividade hidraulica e de
resisténcia a passagem de agua, consideradas relativamente baixas neste 6rgdo. Este
fluxo € interrompido na endoderme e na exoderme pela formacao das estrias de Caspary
ou pela deposi¢@o de suberina nas lamelas medianas (Steudle & Ranathunge 2007). No
cortex, os espessamentos em phi t€m sido discutidos como uma terceira barreira ao
fluxo apoplastico, muito semelhante do ponto de vista funcional as estrias de Caspary.
Entretanto, os espessamentos em phi sdo geralmente constituidos apenas de lignina
(enquanto que as estrias de Caspary contém suberina e lignina associadas a sua estrutura
celuldsica) (Melo 2011). Como consequéncia, sua permeabilidade a agua e nutrientes
tem sido demonstrada em trabalhos com diferentes grupos taxondmicos, tanto em
monocotiledneas (Degenhardt & Gimler 2000), quanto em dicotiledoneas (Perumalla et

al. 1990).
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Além da presenca de substiancias como lignina e suberina, a constitui¢cdo da
parede celular envolve a presenca marcante de pectinas. As pectinas com diferentes
graus de metil-esterificacdo sdo essenciais durante o desenvolvimento e crescimento
celular e também desempenham papel importante na reten¢do de dgua pelo apoplasto
(Willats et al. 2001). Estas substincias apresentam grande capacidade de formacgdo de
géis e, como consequéncia, grande capacidade de retencdo de 4gua. Sao consideradas os
polissacarideos com estruturas mais complexas na parede celular (Willats et al. 2000) e
podem ser classificadas em trés principais dominios, homogalacturonanos (HGA),
ramnogalacturonanos I (RG-I) e em quantidades relativamente menores, o0s
ramnogalacturonanos II (RG-II) (Ridley et al. 2001; Willats et al. 2001). Os HGA sao
sintetizados no complexo de Golgi altamente metil-esterificados e, durante o processo
de diferenciacao celular podem apresentar perda de grupos metil, levando a formacao de
pectinas com baixa metil-esterificagdo (Albersheim er al. 2011). Estes HGAs sao
homopolimeros de 4cido (1-4)-a-linked-D-galacturdnico que, quando sdo alto metil-
esterificadas, podem fazer ligagdes cruzadas com céations resultando na formacgdo de
géis e consequentemente aumentar a capacidade de retencdo de adgua. Na presenca de
Ca®, estas pectinas podem formar géis e aumentar o enrijecimento da parede celular

(Liu et al. 2013; Albersheim et al. 2011).

A polaridade da matriz péctica decorrente da presenca de mondmeros de acido
galacturOnicos com grupos carboxilicos (COO") interfere no fluxo de nutrientes em
raizes. Em geral, estes mondmeros sdo acumuladores de citions no apoplasto, enquanto
que os ions negativos sdo repelidos e permanecem livres (Barberon & Geldner 2014).
Até o momento, ndo foram encontradas discussdes quanto a constituicdo péctica em
raizes de espécies epifitas, principalmente em tecidos e estruturas especializadas na
absorc¢do e no transporte de dgua. Partindo da premissa que o velame tem como func¢des
absorver agua e conferir protecio mecanica as raizes de vdrias epifitas, este estudo
conjuga técnicas de histoquimica e imunocitoquimica para detectar a presenca de
pectinas em suas paredes, assim como uma possivel variacdo no grau de metil
esterificacdo deste polissacarideo. Além disso, detectar a presenca deste composto, €
outras substincias (como lipideos e lignina) que interferem no transporte apopléstico

nos tecidos mais internos, pode auxiliar na compreensao do fluxo de dgua e nutrientes

para o interior das raizes epifitas.
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MATERIAL E METODOS
Amostragem

Fragmentos das raizes de Bifrenaria harrisoniae (Hook.) Rchb.f., Catasetum
planiceps Lindl., Cattleya skinneri Bateman alba, Caularthron bilamellatum (Rchb.f.)
R.E.Schult, Dendrobium nobile Lindl., Dendrobium nobile Lindl. hibrida, Dendrobium
fimbriatum Hooker, Dimerandra emarginata (G.Mey.) Hoehne, Doritis pulcherrima
Lindl., Encyclia ghillanyi Pabst, Epidendrum nocturnum Jacq., E. ciliare L., Gongora
unicolor Schltr., Miltonia bluntii Rchb. f., Oncidium sp., Phalaenopsis cornu-cervie
Blume & Rchb.f., Phaleonopsis hibrida e Trichoglottis bipunctata (C.S.P.Parish &
Rchb.f.) Tang & F.T.Wang, foram coletados de exemplares provenientes do jardim
experimental da Universitidt Oldenburg e do Botanical Gardens Herrenhausen, ambos
em Oldenburg, Alemanha. As amostras foram fixadas em paraformaldeido 4% (Roland
& Vian 1991) e enviadas ao Laboratorio de Anatomia e Desenvolvimento Vegetal da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Andlises imunocitoquimicas

As amostras foram desidratadas em série etandlica e infiltradas em Historesina®
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, foram seccionadas (10
pm) em micrétomo manual (YD315, ANCAP, Brasil) utilizando-se navalhas
descartiveis de aco inox de alto perfil e colocadas em laminas histolégicas. As laminas
foram incubadas em anticorpos monoclonais (MAbs) JIM 5 - para epitopos com até
40% de metil-esterificacdo; e JIM7 — para epitopos com até 80% de metil-esterificagdo
(Willats et al. 2000) adquiridos do Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK.
O preparo das secdes para imunoflorescéncia seguiu as etapas de bloqueio de ligacdes
nao especificas com solucdo de 3% de proteina do leite (Molico®, Argentina) em
solugd@o salina (PBS) por 30 minutos, seguida de incubacdo em anticorpo monoclonal
primério em PBS/proteina de leite por uma hora (1:100). Para controle, o anticorpo
primério foi suprimido. As secdes foram lavadas em PBS por trés vezes, durante cinco
minutos cada, e incubadas com o anticorpo secundério IgG anti-rato FITC (Sigma) em
PBS/leite por 1:30h no escuro (1:1000). Apos novas lavagens em PBS, as sec¢des foram
montadas em glicerina/dgua destilada (1:1) e analisadas em microscopio Optico com
sistema de epifluorescéncia e camera digital acoplada ao BX-51 (Olympus, Japao), com

emissao de filtro FITC.
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Andlises histoquimicas

A presenca de pectinas foi determinada em secgdes a mao, incubadas em alcool
50% para retirar os resquicios de citoplasma celular e posteriormente coradas com
vermelho de ruténio 0,02% por um periodo de 10 minutos (Chamberlain 1932,
modificado). Para determinar a constituicdo dos espessamentos de parede, foram
realizados testes para lipideos e lignina. Para a presenca de lipideos, secgdes
transversais foram incubadas em solucdo alcéolica de Sudan red 0,5% por 20 a 30
minutos (Sass 1951). Para a presenca de lignina, sec¢des transversais foram incubadas
em solucdo alcodolica de Floroglucina 1%, adicionando em seguida solug¢do de 4cido
cloridrico 25% por um periodo de 5 minutos (Johansen 1940). Para histolocalizacdo de
ligninas, também foi utilizado o filtro DAPI (espectro de excitacdo: 385-400 nm)

(Chomicki et al. 2014).

As secOes foram montadas em 4gua (exceto para lignina, que permaneceu na
solucio de floroglucina acidificada) e imediatamente levadas ao microscépio Leica®

DMS500 acoplado a camera HD5000.

RESULTADOS
Deteccdo da presenga de pectinas nos tecidos radiculares

Todas as espécies avaliadas apresentaram reacdo positiva para pectinas no
velame, no cortex (incluindo células da endoderme e exoderme) e no cilindro vascular.

Entretanto, ha uma diferenca de intensidade de coloracao entre elas (Tabela 1).

No velame, algumas espécies apresentaram fraca coloracdo (B. harrisoniae,
Catasetum planiceps, Dendrobium fimbriatum - Fig. 1A, Dendrobium nobile, D. nobile
hibrida, Encyclia ghillanyi, Epidendrum nocturnum e Phalaenopsis hibrida), intensa
coloracdo nas juncdes celulares (Caularthron bilamellatum, Dimerandra emarginata -
Fig. 1B, Epidendrum ciliare, M. bluntii e Oncidium sp.), intensa coloraciao nas paredes
periclinais (Cattleya skinneri alba, G. unicolor e P. cornu-cervie - Fig. 1C) e coloracao

intensa e uniforme em todas as células do velame (Doritis pulcherrima e T. bipunctata).

Foram encontrados trés padrdes distintos quanto a composicao péctica da parede
celular nas células da exoderme: (1) espécies que apresentaram pouco espessamento €

intensa coloragdo, principalmente nas paredes periclinais externas (B. harrisoniae,

41



Catasetum planiceps, Dimerandra emarginata, Doritis pulcherrima - Fig. 1D, Encyclia
ghillanyi, Epidendrum ciliare, Epidendrum nocturnum, Oncidium sp. e P. cornu-
cervie), (2), espécies que apresentaram coloracdo uniforme e intensa nas paredes
periclinais e anticlinais, com ou sem espessamento de parede (Dendrobium fimbriatum,
Dendrobium nobile, D. nobile hibrida, M. bluntii - Fig. 1E, Phalaenopsis hibrida e T.
bipunctata) e, (3) espécies com alto espessamento da parede celular (“U” invertido) e
fraca coloracdo (Caularthron bilamellatum e G. unicolor - Fig. 1F). Cattleya skinneri
alba apresentou fraca marcagdo péctica nas camadas internas da parede secundéria,
revelando um padrao distinto de marcacao neste tecido em relacdo aos dos demais taxa.
No parénquima cortical, as pectinas estavam presentes com coloracdo de moderada a
intensa por toda a parede primaria e lamela média, ficando mais evidente nas juncdes
celulares. Em B. harrisoniae (Fig. 1G), destacaram-se as células parenquiméticas com
espessamento de parede uniforme. Na endoderme, as pectinas estavam evidentes por
toda a parede priméria, mesmo que muitas vezes com moderada marcag¢do (como pdde
ser observado em Encyclia ghillanyi - Fig. 1H, Epidendrum ciliare, Epidendrum
nocturnum € Oncidium sp.) ou apenas na lamela média (quando as espécies
apresentavam espessamento secundario da parede — como em D. nobile hibrida,
Dimerandra emarginata, P. cornu-cervie € Phalaenopsis hibrida). Nestes casos, muitas
vezes também foi observada fraca marcacdo da matriz péctica nas camadas internas da
parede secundaria (Cattleya skinneri alba - Fig. 11, Dendrobium fimbriatum,
Dendrobium nobile, G. unicolor, M. bluntii e T. bipunctata). Em Doritis pulcherrima,
foi observada intensa marcagao de pectina ao redor de todas as células da endoderme
(Fig. 1J). Em Caularthron bilamellatum, o espessamento da parede secundéria era
intenso e nao foi observada a presenca de pectinas nas paredes anticlinais ou periclinais
internas, apenas fraca marcacdo na face de contato com as células do parénquima
cortical. Em B. harrisoniae e Catasetum planiceps, as pectinas foram mais evidentes

nas paredes periclinais externas, embora com fraca marcacao.

No cilindro vascular, foram marcadas as células do floema e as células
parenquimaticas sem processo de esclerificacdo, especialmente no centro da medula.
Excecdes foram Doritis pulcherrima (Fig. 1)), Oncidium sp. e T. bipunctata, que

apresentaram marcacdo moderada para todas as células do cilindro vascular.
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Composigdo péctica da parede celular

Os epitopos de HGAs com baixa e alta metil-esterificagdo, marcados pelos
anticorpos JIM 5 e JIM 7, foram observados nos mesmos locais onde a presenca de
pectinas foi indicada pelo vermelho de ruténio. A intensidade das marcagdes variaram

de fraco, moderado a intenso, conforme o tecido e a espécie analisada (Tabela 1).

No velame, os HGAs de baixa metil-esterificagdo foram marcadas pelo JIM 5 de
forma intensa nas paredes periclinais e anticlinais (exceto epivelame) como em
Phalaenopsis hibrida (Fig. 3A), de forma fraca a moderada apenas nas jungdes das
paredes celulares e lamelas médias de B. harrisoniae, Dendrobium fimbriatum,
Dendrobium nobile, D. nobile hibrida, Oncidium sp. (Fig. 3B), P. cornu-cervie e T.
bipunctata, de forma intensa nas paredes periclinais (Cattleya skinneri alba - Fig. 3C e
Caularthron bilamellatum) e de forma fraca a moderada nas demais espécies (Fig. 3D).
As espécies Dimerandra emarginata, Encyclia ghillanyi, G. unicolor ¢ M. bluntii nao
apresentaram marcagdo neste tecido. Na exoderme, os epitopos de HGAs de baixa
metil-esterificacdo foram observados em dois padrdes distintos (1) moderadamente a
intensamente marcados nas juncdes celulares (Dendrobium nobile hibrida - Fig. 3E e
Epidendrum ciliare), e (2) intensamente marcados nas paredes periclinais externas, em
contato com o velame, nas demais espécies (Fig. 3A e B). Dimerandra emarginata,
Doritis pulcherrima, Encyclia ghillanyi, Epidendrum nocturnum, G. unicolor, M. bluntii
e Oncidium sp. ndo apresentaram marcacdes na exoderme. No parénquima cortical, os
epitopos de HGAs com baixa metil-esterificacdo foram marcados de forma moderada
nas lamelas médias e juncdes celulares (Fig. 3F), exceto em B. harrisoniae, Epidendrum
ciliare, Epidendrum nocturnum, G. unicolor, M. bluntii, Oncidium sp. e T. bipunctata.
Foi observada forte marcacdo no parénquima cortical para Dendrobium nobile hibrida.
Ja nas células endodérmicas, os epitopos de HGAs com baixa metil-esterificagdo
(ligados ao anticorpo JIMS) foram marcados com intensidade fraca na lamela média e
juncdes celulares (Fig. 3F), exceto em Catasetum planiceps, Dendrobium fimbriatum,
D. nobile, Dimerandra emarginata, Encyclia ghillanyi, Epidendrum ciliare, G.

unicolor, M. bluntii, P. cornu-cervie. e T. bipunctata que ndo apresentaram marcagao.

Foram observados dois padrdes distintos para epitopos de HGA de alta metil-
esterificacdo (JIM7) no velame; (1) marcacdo fraca a moderada nas jungdes celulares
(Catasetum planiceps, Epidendrum ciliare, Oncidium sp. (Fig. 4A), Phalaenopsis

hibrida e 7. bipunctata), e (2) marcacdo moderada a intensa nas paredes periclinais
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internas e/ou externas (B. harrisoniae, Cattleya skinneri alba (Fig. 4B), Caularthron
bilamellatum, Dendrobium fimbriatum, Dendrobium nobile e Dendrobium nobile
hibrida e P. cornu-cervie). Dimerandra emarginata, Doritis pulcherrima, Encyclia
ghillanyi, G. unicolor e M. bluntii ndo apresentaram marca¢do neste tecido. Na
exoderme, as pectinas de alta metil-esterificagdo foram marcadas de forma intensa na
parede periclinal externa em B. harrisoniae, Cattleya skinneri alba (Fig. 4B),
Caularthron bilamellatum, Dendrobium fimbriatum, Dendrobium nobile, D. nobile
hibrida, Oncidium sp., P. cornu-cervie, Phalaenopsis hibrida e T. bipunctata, em toda a
parede em Catasetum planiceps (Fig. 4C) e Epidendrum ciliare ou nas jungdes da
parede celular em Epidendrum nocturnum (Fig. 4D). As demais espécies nao foram
marcadas. No parénquima cortical, os epitopos de HGAs com alta metil-esterificagcdo
foram marcados de forma moderada em Caularthron bilamellatum, Dendrobium
fimbriatum, Epidendrum nocturnum e Oncidium sp. na lamela média e juncdes
celulares. Em Bifrenaria harrisoniae, Catasetum planiceps (Fig. 4C), Cattleya skinneri
alba, Dendrobium nobile, Dendrobium nobile hibrida, Epidendrum ciliare,
Phalaenopsis cornu-cervie, Phalaenopsis hibrida, Trichoglottis bipunctata, estas areas
foram marcadas de forma intensa, e as demais espécies nao apresentaram marcagao
neste tecido. J4 nas células endodérmicas, os epitopos marcados pelo anticorpo JIM7
foram marcados com fraca intensidade na lamela média e jungdes celulares em
Caularthron bilamellatum, Dendrobium fimbriatum, Dendrobium nobile hibrida,
Epidendrum nocturnum, P. cornu-cervie ¢ Phalaenopsis hibrida, ou de moderada a
intensa nas paredes periclinais externas em B. harrisoniae e Catasetum planiceps (Fig.
4E). Em alguns casos, o espessamento secundario da parede ndo permitiu a visualiza¢ao
destas pectinas na endoderme (Cattleya skinneri alba, Dendrobium nobile, Epidendrum
ciliare, Oncidium sp. e T. bipunctata). Dimerandra emarginata, Doritis pulcherrima,
Encyclia ghillanyi, Gongora unicolor e Miltonia bluntii, apesar do pouco espessamento

na endoderme, ndo ocorreu marcacao neste tecido.

Tanto para epitopos de HGA de baixa quanto de alta metil- esterificacdo,
nenhuma espécie apresentou marcacdo nas células de passagem da exoderme e da

endoderme.
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Tabela 1. Composi¢ao péctica da parede celular em diferentes tecidos de 18 raxa de orquideas epifitas. Foi utilizada solu¢do de vermelho de
ruténio para deteccdo da presenca de pectinas, anticorpo JIM 7 para localizacdo de epitopos de HGAs com alta metil esterificacdo e anticorpo
JIM 5 para localizagdo de epitopos de HGAs com baixa metil esterificacao.

Espécies Pectinas Anticorpo JIM 7 Anticorpo JIM 5

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Bifrenaria harrisoniae + +++ A+t + + o+ +++ A+ - + +++ - + - +
Catasetum planiceps + +++ ++ + + o+ + +++ A+ -+ + +++ + - - 4+
Cattleya skinneri alba +++ + +++ + +  + F++ 4+ 4+ - -+t +++ -+ + + -+
Caularthron belamellatum +++ + ++ + + o+ ++ +++  ++ + -+ +++ -+t + + -+
Dendrobium fimbriatum + +++ 4+ + + 4+ ++ + -+t + +++ o+ - - 4+
Dendrobium nobile + +++ + +  + ++ 4 - -+ + +++ + - -+
Dendrobium nobile hibrida +++ 4+ + + 4+ ++ + -+t + +++  H++ + -+
Dimerandra emarginata -+ + + 4+ - - - - - - - - + - - -
Doritis pulcherrima -+ - - - - - - + - ++ + -+
Encyclia ghillanyi + +++ ++ + + o+ - - - - -+ - - + - -
Epidendrum ciliare +++ A+ ++ + + o+ ++ - -+ + +++ - - -+
Epidendrum nocturnum + +++ + +  + - +++ + -+ ++ - - + - ++
Gongora unicolor +++ + ++ + + o+ - - - - - - - - - -
Miltonia bluntii +++ -+ + + o+ - - - - - - - - - -
Oncidium sp. +++ +++ ++ + + 4+ + +++ ++ - - + + - - - - -
Phalaenopsis cornu-cervie +++ + + o+ ++ + -+t + +++ + + -+
Phalaenopsis hibrida + +++ -+ + + o+ ++ 4+ + -+ +++ + + -+
Trichoglottis bipunctata +++ + +  ++ + +++ -+ - -+ + +++ - - -+t

1. Velame; 2. Exoderme; 3. Espessamentos ou junc¢des no parénquima cortical; 4. Endoderme; 5.

Células de Passagem; 6. Cilindro Vascular.
Para deteccdo de pectinas e para os epitopos de HGAs marcados com anticorpos JIM 7 e Jim 5, os sinais (+), (++),(+++) e (-) indicam marcacao
fraca, moderada, intensa e nula, respectivamente.
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Detecgdo de lignina e lipideos

Quanto a deteccao de lignina (Tabela 2), todas as espécies apresentaram
marcacdo no velame: apenas nas juncdes celulares (M. bluntii — Fig. 2A e G. unicolor);
mais evidente nas paredes periclinais externas (Cattleya skinneri alba, Caularthron
bilamellatum, Encyclia ghillanyi — Fig. 2B, Epidendrum ciliare e Epidendrum
nocturnum); ou de forma uniforme por toda a parede celular como nas demais espécies.
Doritis  pulcherrima e P. cornu-cervie (Fig. 2C) e Phalaenopsis hibrida nao
apresentaram marcac¢do no epivelame. Ligninas foram detectadas também nas células da
exoderme e da endoderme em todas as espécies, exceto nas células de passagem (Fig.
2A). No parénquima cortical, foi detectada lignina nos espessamentos em phi de
Cattleya skinneri alba (Fig. 2D) e Caularthron bilamellatum, e nas células com
espessamento uniforme (como B. harrisoniae, Fig. 2E). A impregnacdo de lignina
também foi observada em varias células esparsas pelo parénquima cortical com paredes
delgadas de quase todas as espécies (exceto D. nobile hibrida e Doritis pulcherrima),
sem apresentar aparentemente nenhum tipo de espessamento (Fig. 2A). O cilindro
vascular de todas os faxa apresentou lignina tanto nas células parenquimaticas (exceto
nas células da medula que ainda nio iniciaram processo de esclerificagdo e/ou no

periciclo de alguns taxa) quanto no xilema (Fig. 2F e G).

O velame ndo apresentou impregnacdo lipidica (Tabela 2), exceto por
Dimerandra emarginata que apresentou leve marcagdo. As marcagdes na exoderme e na
endoderme, em geral, foram nas paredes periclinais e anticlinais externas ou na parede
primdria, exceto nas células de passagem que nao apresentaram nenhuma marcagdo para
lipidios (Fig. 2H-J). O parénquima cortical apresentou impregnagdes lipidicas nas
paredes primdarias de células esparsas em B. harrisoniae, Encyclia ghillanyi,
Epidendrum ciliare, Epidendrum nocturnum, G. unicolor, M. bluntii, Oncidium sp., P.
cornu-cervie € T. bipunctata (Fig. 2J e K). Em M. bluntii, as células com espessamento
de parede uniforme também apresentaram deposi¢ao de lipideos (Fig. 2K). Nao houve

marcacao em células do cilindro vascular.
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Tabela 2. Determinacdo da presenca de lignina e lipideos na parede celular em diferentes tecidos de 18 faxa de orquideas epifitas.

Espécies Ligninas (Floroglucina) Ligninas (Filtro DAPI) Lipidios

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Bifrenaria harrisoniae - - - - - + + 4+ uniforme + - + - + + + - -
Catasetum planiceps - - - - - + +  + + + -+ - + - + - -
Cattleya skinneri alba - + - + - - + + Phi + -+ - + - + - -
Caularthron bilamellatum - + Phi + - + + o+ + + -+ - - - + - -
Dendrobium fimbriatum - + - + - + +  + + + -+ - + - + - -
Dendrobium nobile - +  phieuniforme + - + + + + + - 4+ - + - + - -
Dendrobium nobile hibrida - + - + - + +  + - + -+ - + - + - -
Dimerandra emarginata - + - + - + +  + + + -+ + + - + - -
Doritis pulcherrima - + - + - + + 4+ - + - o+ - + - + - -
Encyclia ghillanyi + o+ - + - + + + + + -+ - + + + - -
Epidendrum ciliare - + - + - + +  + + + -+ - + + + - -
Epidendrum nocturnum + + - + - + + o+ + + -+ - + + + - -
Gongora unicolor - - - - - + +  + + + -+ - + + + - -
Miltonia bluntii - + Uniforme + - + + o+ + + -+ - + + + - -
Oncidium sp. - + Uniforme + - + + 4+ + + -+ - + + + - -
Phalaenopsis cornu-cervie - + - + - + + + + + -+ - + + + - -
Phalaenopsis hibrida - + - + - + + o+ + + -+ - + - + - -
Trichoglottis bipunctata - + - + - + + 4+ + + -+ - + + + - -

1. Velame; 2. Exoderme; 3. Parénquima cortical; 4. Endoderme; 5. Células de passagem da endoderme e da exoderme; 6. Cilindro vascular. Para lignina e lipidios os sinais
indicam marcacao positiva (+) e negativa (-) para estas substancias, respectivamente.
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Figura 1. Detecc¢o da presenga de pectinas nos tecidos radiculares. A) D. fimbriatum, fraca marcagdo de
pectinas no velame (setas). B) Dimerandra Emarginata, intensa coloragdo apenas nas jungdes celulares
(setas). C) Phalaenopsis cornu-cervie, intensa coloragfo nas paredes periclinais do velame (setas). D)
Doritis pulcherrima, pouco espessamento e intensa colora¢do na exoderme, principalmente nas paredes
periclinais externas (setas). E) Miltonia bluntii, apresentam ou ndo espessamento de parede com
coloragdo uniforme e intensa ao redor de toda a célula (setas). F) Gongora unicolor, espécies com alto
espessamento da parede celular do velame (U invertido) e fraca coloragdo (setas). G) Bifrenaria
harrisoniae, destaque das células parenquimadticas corticais com espessamento de parede uniforme
(setas). H) Encyclia ghillanyi, pectinas marcadas na parede primaria da endoderme, com fraca marcagdo
(setas). 1) Cattleya skinneri alba, inclusdes de pectina nas camadas internas da parede secundaria da
endoderme (setas). J) Doritis pulcherrima, intensa marcagdo de pectinas ao redor de todas as células da
endoderme (setas). En = endoderme; Ex = exoderme; CV = cilindro vascular; PC = parénquima cortical;
V= velame.
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Figura 2. Presenca de lignina e lipidios nos tecidos radiculares de 18 taxa de orquideas epifitas. A - G)
Marcagdo para lignina (Filtro DAPI). A) Miltonia bluntii, lignina nas jun¢des celulares do velame,
exoderme e endoderme exceto nas células de passagem (setas), células do parénquima cortical (*) e
cilindro vascular. B) Encyclia ghillanyi, células do velame com marcagéo intensa nas paredes periclinais.
C) Phalaenopsis cornu-cervie, células do velame com impregnacdo por toda a parede, exceto no
epivelame (setas). D) Cattleya skinneri alba, células com espessamento em phi (setas) no parénquima
cortical. E) Bifrenaria harrisoniae, células com espessamento uniforme no parénquima cortical. F)
Dendrobium nobile, cilindro vascular. G) Epidendrum nocturnum, células de passagem e periciclo sem
marcacdo para lignina. H-K) Marcagdo para lipideos (Sudam Red). H) Caularthron bilamellatum,
lipideos nas paredes primarias da exoderme (setas). As células de passagem nfo foram marcadas (*). I e
1) Trichoglottis bipunctata, (1) células esparsas com impregnagdo lipidica na parede primaria e (J) detalhe
da endoderme evidenciando lipideos na parede primaria, exceto nas células de passagem (*). K) Miltonia
bluntii, impregnacdo lipidica nas células de parede primarias (setas) e nas células com espessamento
uniforme (*). En = endoderme; Ex = exoderme; CV = cilindro vascular; PC = parénquima cortical; V=
velame.
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Figura 3. Pectinas com baixa metil-esterificagdo detectados pelo anticorpo JIMS em raizes epifitas de
Orchidaceae. A) Phalaenopsis hibrida, intensa marcagdo nas paredes do velame. B) Oncidium sp.,
moderadora marcag@o nas jungdes celulares (setas). C) Cattleya skinneri alba, intensa marcagdo nas
paredes periclinais externas (setas). D) Epidendrum nocturnum, moderada marcacdo nas paredes
periclinais internas do velame (setas). E) Dendrobium nobile hibrida, exoderme moderadamente marcada
nas jungdes celulares. F) Dendrobium nobile hibrida, fraca intensidade na lamela média e jungdes
celulares (setas). G) Doritis pulcherrima, fraca marcagdo na lamela média e jungdes celulares da
endoderme. En = endoderme; Ex = exoderme; CV = cilindro vascular; PC = parénquima cortical; V=
velame.
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Figura 4. Composicdo péctica da parede das células do parénquima cortical e do
velame (JIM7). A) Oncidium sp., moderada marcagdo nas juncdes celulares do velame
(setas). B) Cattleya skinneri alba, marcacio intensa nas paredes periclinais externas do
velame e na parede periclinal externa da exoderme (setas). C) Catasetum planiceps,
marcacdo em todo o entorno da célula da exoderme (setas) e intensa marcacdo na lamela
média e jungdes celulares do cortex (*). D) Epidendrum nocturnum, marcacdo nas
jungdes da parede celular na exoderme (setas). E) Catasetum planiceps, marcagdo
intensa nas paredes periclinais externas da endoderme. En = endoderme; Ex =

exoderme; CV = cilindro vascular; PC= parénquima cortical; V= velame.
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DISCUSSAO
Composigdo da parede celular no velame

A constitui¢do quimica do velame € basicamente celulose, com diferentes graus
de impregna¢do de lignina e suberina que podem variar consideravelmente de acordo
com o estidgio de maturacdo da raiz e entre espécies diferentes (Dycus & Knudson 1957;
Noel 1974). Em nosso estudo, todas as espécies apresentaram marcacao positiva para
lignina, refor¢cando o papel desta substiancia no velame como suporte mecanico (Noel
1974), principalmente evitando colapso celular durante a desidratacdo. Oliveira e Sajo
(1999) trabalharam com nove espécies de orquideas epifitas e, na maioria delas, as
paredes do velame também continham impregnacdo deste composto (principalmente
nos seus espessamentos). Mas a principal funcdo do velame nas raizes permeia a
eficiéncia na absorcdo de dgua. Neste sentido, € possivel que a constituicdo péctica da
parede celular e a impregnacdo por suberina assumam maior importancia. Apesar de
frequente referéncia quanto a presencga de suberina no velame (Dycus & Knudson 1957;
Oliveira & Sajo 1999), apenas Dimerandra emarginata apresentou leve impregnacao
lipidica detectada pela solucdo de Sudan em nosso estudo. De fato, a presenca de
suberina pode estar relacionada ao estigio de maturacdo do velame ou ocorrer
principalmente em locais especificos, como nos pneumatddios, garantindo o suprimento

de ar em momentos de saturagdo completa (Dycus & Knudson 1957).

Por outro lado, as pectinas estdo envolvidas em processos fisiologicos de
extrema importancia para a planta, incluindo a formagdo de gel e a adesdo celular
(Albersheim et al. 2011), o que contribui para reten¢do de dgua e nutrientes no velame
(ver Capitulo 1). S@o componentes principais nas paredes celulares primérias e estdo
relacionadas com a porosidade, a aderéncia e a flexibilidade (Jarvis 1984; Albersheim et
al. 2011). Além disso, a carga negativa dos grupos carboxilicos das pectinas apresenta
alta afinidade pelos cations, especialmente Al**, Fe’* e Cd*" (Blamey ef al. 1990; Chang
et al. 1999; Zhu et al. 2012). fons de carga negativa, como PO, também apresentam
afinidade pelos A13+, Fe’' e Ca’, resultando na formacgao de FePO,, AIPO,4 e Ca3(POy,);
(Zhu et al. 2015). Desta forma, estas substincias poderiam formar depésitos naturais no
apoplasto, podendo ser disponibilizadas em momentos de necessidade, tal como
observado em raizes de milho cultivadas em condi¢des limitadas de fosforo (Zhu et al.
2015). Nao s6 a presenca, mas também a composicdo dos diferentes tipos de pectinas é

importante para as propriedades funcionais da parede celular vegetal, principalmente
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durante o crescimento e desenvolvimento dos tecidos e sua funcionalidade (Knox 1997;
Albersheim et al. 2011). A distribuicdo dos epitopos pécticos no velame (ver Tabela 1)
foi determinada apenas em tecidos maduros. Tal fato corrobora a detec¢do histoquimica
de pectinas, sem diferencas significativas na marcacdo entre o grau de metil-
esterificacdo, e revela diferentes padrdes da parede celular. A alta metil-esterificagao
pode aumentar a capacidade de absorver dgua através da formacdo de géis (Albersheim
et al. 2011). Ja a presenca de baixa metil-esterificacdo pode aumentar a rigidez da

parede contribuindo para sustentacdo mecanica (Hongo et al. 2012) neste tecido.

Em geral, as espécies que apresentaram maior nimero de camadas celulares do
velame, apresentaram paredes mais espessas, com maior marcacdo de ligninas e
pectinas. Tal fato pode trazer uma nova discussido quanto as caracteristicas do velame e
sua funcdo. E possivel que ndo apenas o nimero de camadas ou a espessura do velame
estejam correlacionados com a eficiéncia na absor¢do de 4gua, mas também a qualidade
da parede celular; paredes mais espessas aumentam a capacidade de armazenamento de
ions. Vale lembrar que a constituicdo da parede celular pode variar de acordo com as
condi¢Oes ambientais, inclusive nas Orchidaceae (Dycus & Knudson 1957). Apesar das
caracteristicas do velame também se alterarem de acordo com as condigbes do
ambiente, sua plasticidade € limitada, sendo utilizado como carater taxondmico por
alguns autores (Sanford & Adanlawo 1973). Assim, deve-se considerar que, apesar das
plantas utilizadas neste estudo serem provenientes de casa de vegetacdo, a origem e a

historia evolutiva de cada uma das espécies ndo pode ser desconsiderada.
Exoderme e endoderme como barreiras apopldsticas

O acesso de substancias para o interior das células corticais € influenciada pela
exoderme, bem como a passagem destas em direcdo ao cilindro vascular € fortemente
influenciada pela endoderme (Hose et al. 2001). Por defini¢do, a exoderme constitui um
tipo especial de hipoderme que desenvolve estrias de Caspary nas paredes anticlinais de
suas células, assim como a endoderme (Peterson & Perumalla 1990). Tais estrias de
Caspary sao constituidas basicamente por suberina (Hose et al. 2001), substancia de
origem lipidica, e funcionam como uma barreira apopléstica (Kolattukudy et al. 1975;
Hose et al. 2001). Enstone e colaboradores (2003) questionaram a necessidade de uma
exoderme e uma endoderme com fungdes similares de seletividade. Encontraram como
resposta a sequéncia de maturacdo destas camadas; raizes com maturacdo tardia da

endoderme permaneceriam “desprotegidas” da entrada de substancias em geral. Outro
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ponto levantado seria que a posicdo periférica da exoderme nas raizes, a qual deixa-a
muito distante do estelo. Neste caso, o volume apopléstico do parénquima cortical
poderia ser preenchido por ions que, de certa forma, poderiam ser reabsorvidos pelas
células corticais, em um ciclo pouco produtivo, reforcando a necessidade de uma

segunda barreira apoplastica.

Em algumas espécies, além da deposicdo das estrias de Caspary nas paredes
anticlinais da exoderme e da endoderme, suas células podem desenvolver uma lamela
de suberina. Esta lamela pode interromper os plasmodesmas levando a morte celular
(Ma & Peterson 2000). Entremeadas as células da exoderme e endoderme com
deposicdo de suberina, estdo as células de passagem, que interrompem seu
desenvolvimento prematuramente € acabam por apresentar um atraso ou auséncia na
suberizacdo da lamela e/ou deposicao de lignina em suas paredes (Von Gutternberg
1968; Enstone et al. 2003), conforme detectado pelo teste com Sudan em nosso estudo e
assim como discutido por Enstone e colaboradores (2003). Na exoderme, o
desenvolvimento das estrias de Caspary e da lamela de suberina pode reduzir a
superficie de membrana (transporte transcelular ou entrada simplastica) em até 84%
(Kamula et al. 1994). Tal reducdo pode gerar um efeito negativo na absor¢do de ions,
como observado para absorcdao de PO43‘ em raizes de milho (Ferguson & Clarkson
1976). Por outro lado, Enstone e colaboradores (2003) levantam que a superficie de
contato da endoderme com o cortex radicular corresponde a apenas 1% da superficie
total de membranas das células do cortex e da epiderme, ndo gerando neste caso, um

efeito negativo para a absorcdo de nutrientes.

Quando a deposicao da lamela de suberina ndo interrompe os plasmodesmas, e
as células permanecem vivas, pode ocorrer a deposi¢do de lignina (Wang et al. 1995). A
deposicdo da parede secundaria pode ser irregular e sugere forte resisténcia mecanica
(Estone et al. 2003), importante para evitar o colapso do cortex. O processo final da
diferenciacdo pode culminar na morte das células e, consequentemente levar a um
decréscimo significativo de pectinas (Albersheim et al. 2011). A deposicao de lignina e
suberina é mais evidente nas células endodérmicas (Schreiber et al. 1999) e, de fato, os
testes com vermelho de ruténio apresentaram forte marcacdo para pectinas
principalmente na exoderme. Dentre os dois tipos de pectinas detectadas na exoderme,
as com baixa metil-esterificacdo ajudam a manter uma estrutura rigida da parede (Jarvis

1992) e, juntamente com uma matriz mais espessa relacionada com a resisténcia a
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compressao (Jarvis & McCann 2000), corroboram a alta sustentacio mecanica desta

camada.
Composigdo da parede celular no parénquima cortical

Quando a rigidez da parede celular é baixa, hA um maior grau de metil-
esterificacdo (Morris et al. 2000), conforme observado nas células do parénquima
cortical das espécies estudadas. A presenca de pectinas com alta metil-esterificacdo
nesta regido pode estar relacionada a incapacidade de formar uma estrutura rigida
quando em contato com Ca*™ e, neste caso, estes epitopos sao mais flexiveis do que os
epitopos ndo esterificados ou pouco esterificados (Davis et al. 1980). A alta
esterificacdo das pectinas é também relacionada a forte capacidade em formar géis na
matriz da parede celular, gerando um afrouxamento dessa estrutura e
aumentando sua porosidade (Willats et al. 2001; Wolf & Greiner 2012). Isso sugere
que a presenca de forte marcacdo por JIM7 nas regides de juncdes celulares facilita o
transporte de solugdes entre as células corticais. A matriz de gel formada € capaz de
sofrer mudancgas reversiveis no volume, que podem ser induzidas por alteracdes na
temperatura, pH e/ou concentracdo de sais (Carpita & Gibeaut 1993). A presenca de
pectinas com alta metil-esterificagdo no parénquima cortical, poderia entdo, ajudar na

capacidade de armazenamento de dgua pela célula.

O fluxo de agua e nutrientes no parénquima cortical € influenciado ndo apenas
pela matriz péctica, mas também por células com diferentes tipos de espessamento de
parede, ou impregnacdes de suberina, distribuidas por todo o cortex. Tal impregnacdo e
espessamento no parénquima cortical sdo altamente influenciados por condicdes
ambientais varidveis, nem sempre se mostrando constantes entre as raizes de uma
mesma espécie, ou mesmo dentro de um proprio individuo. O espessamento em phi €
constituido por celulose e lignina (Wilcox 1962; Hass et al. 1976; Degenhard & Gimler
2000), conforme observado em Cattleya skinneri alba, Caularthron bilamellatum e
Dendrobium nobile. Isso é o que o distingue das estrias Caspary, uma vez que estas
contém suberina e lignina, e ndo apenas este ultimo composto entremeado a sua
estrutura celulésica (Peterson & Perumala 1990). A presenca de lignina do
espessamento em phi confere permeabilidade @ membrana (Melo 2011), auxiliando
consequentemente a condugdo apoplastica de 4gua e nutrientes até a endoderme. Tal
fato foi testado e confirmado em diversos trabalhos, dentre eles o realizado por Peterson

et al. (1981) em Pelargonium hortorum L.H. e Pyrus malus L., que utilizando um
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corante de baixo peso molecular, constataram o movimento apoplastico do mesmo pelos

espessamentos em phi.

Células corticais com espessamento uniforme em raizes de orquideas foram
anteriormente descritas por Stern e Judd (2001). Os autores sugerem a constituicao por
lignina, o que poderia contribuir para o fluxo apopléstico e aumentar a resisténcia
mecdnica a dessecacdo no parénquima cortical. Entretanto, a presenca de lignina foi
confirmada em nosso estudo apenas nos espessamentos uniformes. Os espessamentos
reticulados ndo apresentaram impregnacgdo lipidica ou por lignina, permanecendo sua
constituicdo quimica ainda incerta. Um terceiro tipo de células foi observado no
parénquima cortical em quase metade das espécies estudadas; células que apesar de ndo
apresentarem espessamento de parede, mostraram impregnacdo lipidica evidente. Tal
impregnacao pode sugerir o processo de suberizacdo da lamela como ocorre nas células
da endoderme e exoderme, representando um estagio de maturacdo anterior as células
com espessamentos de parede uniforme de lignina. Entretanto, a simples presenca de
grande quantidade de células com parede de carater hidrofébico poderia contribuir para

o transporte apoplastico no parénquima cortical em dire¢do ao estelo.
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Conclusoes

Avaliando se ha variacdo no grau de metil-esterificacdo de homogalacturanos
presentes na parede celular dos tecidos, no velame foram revelados diferentes padroes,
embora a marcacdo com epitopos de alta e baixa metil-esterificacdo encontradas
relevam uma possivel fun¢do de acimulo de nutrientes no apoplasto. Estes ions podem
ser liberados gradualmente para o cortex para ser disponibilizado no cilindro vascular,
conforme a necessidade da planta. A mesma variacdo de padrdes ocorreu com a
exoderme e endoderme, embora a marcacdo de baixa metil-esterificacao revela auxilio
em manter a estrutura rigida da parede, importante neste tecido. No parénquima cortical,
um maior grau de metil-esterificagdo foi evidenciado, confirmando a capacidade de
formacdo de géis que contribuem para o armazenamento de 4gua e o transporte de
solucdes entre as células neste tecido. Outras substancias, como lipideos e lignina,
interferem no transporte apopléstico nos tecidos mais internos, sendo que no velame, a
lignina é reforcada como presenca fundamental para atuar como suporte mecanico e
auxiliar neste fluxo apoplastico (produto da deposi¢do irregular com grande
comunicacdo entre as células). Na endoderme, a maior deposicao de lignina e suberina
atuam ofertando maior resisténcia mecanica para evitar o colapso do cortex. E, além
disso, os espessamentos encontrados no parénquima cortical (phi, reticulado e
uniforme) atuam como barreira mecanica, evitando que em momentos de dessecacao, as

células do cortex ndo entrem em colapso.
Nota do autor quanto a detec¢do de lignina

Apesar de existirem muitas técnicas disponiveis para coloragdo de lignina nos
tecidos vegetais (Johansen 1940; Jensen 1962), muitas vezes a sensibilidade destas
técnicas ndo € suficiente para detectar pequenas quantidades deste composto (Brundrett
et al. 1988), especialmente em monocotiledoneas. A microscopia de fluorescéncia entdo
¢ utilizada nestes casos, por serem muito mais sensiveis visto que geram um contraste
muito melhor quando um objeto de luz € visualizado em um campo escuro (O'brien &
Mcculloch 1981). Em nosso estudo, a floroglucina acidificada proposta por Johansen
(1940) permitiu a visualizacdo de lignina apenas nas paredes das células exodérmicas,
endodérmicas e do cilindro vascular. No parénquima cortical e no velame, foi necessaria
a utilizacdo da microscopia de fluorescéncia com filtro DAPI. Desta forma, esta técnica
se mostrou muito mais eficaz. Nossos resultados para lignina utilizando o método de

deteccdao de fluorescéncia com uso do filtro DAPI, corroboram Brundrett e
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colaboradores (1988), que utilizando o fluorocromo berberina e azul de anilina,
demonstrou eficiéncia ao compreender muitos aspectos de estruturas de raizes, como em
Cattleya aurantiaea (Batem.) Para esta espécie, estes autores encontraram velame
levemente marcado, exoderme e endoderme intensamente fluorescentes (exceto nas
células de passagem), cortex com espessamentos em phi irregulares, e estelo fortemente

lignificado (com excecdo do floema), assim como em nosso estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer desta dissertacdo, foi possivel avaliar diferentes estruturas e tecidos
radiculares que nos permitiram detectar estratégias desenvolvidas pelas orquideas
epifitas para adquirirem de forma mais eficiente os recursos disponiveis no meio.
Dentre essas estratégias, destacam-se maior investimento em velame ou em estruturas
internas (maior area de cilindro vascular e cortex, com aumento expressivo no nimero
de células de passagem). Os dados fornecidos aqui ndo expressam que maior
investimento em determinado tecido, anula a funcionalidade de outros, uma vez que o
conjunto gera maior eficiéncia no fluxo apoplastico e simplastico para o interior da raiz.
Entretanto, esse investimento mais expressivo em determinadas estruturas podem
compensar a falta de investimento em outras, muitas vezes em decorréncia de estimulos
ambientais ou caracteristico de determinadas espécies. Foi possivel concluir também
que, a matriz péctica detectada no velame, apresenta carga negativa e pode ter um
carater funcional extremamente importante em reter ions de carga positiva (como visto
com Rb"), enquanto que um maior nimero de corddes de xilema alinhados com as
células de passagem da endoderme podem permitir a entrada destes ions ao cilindro
vascular de forma mais eficiente. Entretanto, novos testes de absorcdo devem ser
realizados, com mais fons determinados em compostos nutritivos e buscando uma
possivel marcacdo (com corante especifico) para detectar o caminho da absorcdo de
agua e nutrientes, verificando dessa forma a contribuicdo efetiva de cada tecido nas vias

apoplasticas e simplasticas.

As caracteristicas quimicas avaliadas da parede celular nos fornecem novos
dados, e outros sdo corroborados com trabalhos que buscam relacionar composicdo e
absorcao/ fluxo de 4agua. Na parede celular das células do velame, a presenca de
pectinas levantou como hipétese de que esta estrutura pode auxiliar no acimulo de
nutrientes no apoplasto. A impregnagdo por lignina reforca seu papel como suporte
mecanico e pode auxiliar o fluxo apoplastico. A camada externa e interna do cOrtex, a
exoderme e a endoderme, sdo confirmadas como barreiras apoplasticas e seletivas,
apresentando lamela suberizada e muitas vezes parede lignificada. Entretanto, no
parénquima cortical, a deteccdo de pectinas altamente metil-esterificadas nos leva a crer
que pode estar relacionada a capacidade de formar géis, contribuindo para o

armazenamento de 4gua e o transporte de solucdes entre as células. Além disso,
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espessamentos em phi, reticulado e uniforme encontrados nessa regiao sao interpretados

como barreira mecanica para evitar o colapso do cértex em momentos de dessecagao.
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