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RESUMO

O velame, carater adaptativo em espécies epifitas, ¢ uma epiderme estratificada
composta por células mortas na maturidade. Suas paredes celulares podem apresentar
variagdes na espessura, na quantidade e no tipo de substancias impregnadas, resultando
em uma estrutura com propriedades fisico-quimicas diversas que pode atender a
diferentes fungdes. O presente estudo teve como objetivo descrever o desenvolvimento
do velame, tracando a composi¢ao da parede durante o desenvolvimento das raizes de
quatro espécies de Cattleya cultivadas em casa de vegetacdo. Para isso, foram realizadas
analises anatdmicas, histoquimicas, imunocitoquimicas, de espectroscopia Raman e de
espectrometria de energia dispersiva em amostras das regides meristematica, em
desenvolvimento e madura da raiz. A presenca de pectinas, substancias lipidicas e
celulose na constituicao da parede celular primaria das células do velame, foi observada
desde o apice radicular até a regido madura. Ja a deposicdo de parede secunddria foi
iniciada na regido de desenvolvimento da raiz, onde existe células vivas, porem o velame
J& comeca a sofrer a morte celular programada. Nutrientes, principalmente cations, foram
detectados associados a parede celular madura do velame, evidenciando a retencdo
temporaria de cations pelos radicais carboxilicos da matriz péctica conservada e
atribuindo a este tecido, também a fun¢ao de auxiliar na absor¢do de nutrientes.

Palavras chaves: Cattleya, Orchidaceae, Parede Celular, Pectina e Meristema radicular
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ABSTRACT

The velamen, an adaptive character in epiphytic species, is a stratified epidermis
composed by dead cells at maturity. In general, cell walls may exhibit variations in their
thickness, amount and type of impregnated substances, resulting in a structure with
diverse physical and chemical properties that can serve different functions. Knowing that
this differentiation occurs during their development, the present study had as objective to
describe the velamen development, drawing the composition of the wall during the
development of the roots of four Cattleya species grown under greenhouse conditions.
For this, anatomical, histochemical, immunocytochemical, Raman spectroscopy and
dispersive energy spectrometry analyzes were performed in samples of meristematic,
developing and mature root regions. The presence of pectins, lipid substances and
cellulose in the constitution of the velamen primary cell wall was observed from the root
apex to the mature region. Secondary wall deposition was initiated in the root
development region. Nutrients, mainly cations, were detected associated with the mature
cell wall of the velamen, evidencing the temporary retention of cations by the carboxylic
radicals of the conserved pectic matrix and attributing to this tissue, also the auxiliary
function in the absorption of nutrients.

Key words: Cattleya, Orchidaceae, Cell wall, Pectin and root meristem



Desenvolvimento inicial em raizes de epifitas: o que as cores do apice radicular

podem nos dizer sobre o desenvolvimento do velame?

Introduciao

As raizes das orquideas e de outras espécies adaptadas ao epifitismo assumem
papel importante inerente a aquisi¢do e fixagdo de recursos, uma vez que estas plantas
crescem em ambiente sujeito a severas flutuagdes na disponibilidade de agua e nutrientes
(Krauss 1948; Proenga & Sajo 2008; Macedo 2013). A presenca do velame nestes grupos
¢ considerada um carater adaptativo, e varios trabalhos mostram sua importancia para
aquisicdo destes recursos (Engard 1944; Silva & Milaneze-Gutierre 2004; Zotz &
Winkler 2013).

O velame ¢ o tecido mais externo da raiz, limitado pela exoderme. E uma epiderme
estratificada, composta por células dispostas compactamente. Tais células resultam de
divisdes periclinais da protoderme, sdao mortas na maturidade (Engard 1944) e
frequentemente apresentam paredes com espessamentos secundarios (Joca et al. 2017).
A parede primdria ¢ composta por microfibrilas de celulose relativamente rigidas
embutidas em uma matriz hidratada de pectinas, hemicelulose e proteinas estruturais
(Pridgeon 1987; Macedo 2013). Assim, a presenca de uma parede celular rigida, baseia-
se em polissacarideos, na superficie das células vegetais e tem impactos sobre a natureza
do crescimento e desenvolvimento das plantas (Knox 2014).

De modo geral, as paredes celulares apresentam variacdes na espessura, na
quantidade e no tipo de substancias impregnadas. O resultado ¢ uma matriz dindmica e
complexa de componentes, com propriedades fisico-quimicas diversas que fornece um
contexto para muitos eventos de sinalizagdo que governam as fungdes celulares, como

padrdes de desenvolvimento e crescimento (Lorenzo et al. 2019). Tais diferengas iniciam



durante o seu desenvolvimento (Burton et.al. 2010) e culminam com a formacdo da
parede primaria e/ou secunddria (Kraus ef al. 2012; Canteri et al. 2019; Kang et al. 2019).
A parede primaria ¢ formada durante a expansao celular; é geralmente delgada e composta
por celulose, polissacarideos pécticos, xiloglucanos, arabinoxilanos e glicoproteinas
estruturais. A parede secundaria, por sua vez, ¢ depositada entre a membrana plasmatica
e a parede primdria da célula, apds cessar a expansao celular; ¢ composta frequentemente
por celulose, xilanos e glucomananos, pectinas e lignina (Albersheim et al. 1996;
Cosgrove & Jarvis 2012; Fahey et al. 2017).

Embora formado por células mortas na maturidade e apresentar expressiva parede
secundaria e/ou espessamentos secundarios, as paredes do velame conservam sua matriz
péctica (Joca et al. 2017). As pectinas sdo classificadas nos principais dominios;
homogalacturonanos (HGA) e ramnogalacturonanos I (RG-I) presentes em grande
propor¢ao, e em quantidades relativamente menores, os ramnogalacturonanos II (RG-II)
que dependendo do grau de metil-esterificacdo podem fazer ligagcdes cruzadas com
cations (Ridley et al. 2001; Willats et al. 2001). Também podem ser classificadas em
xilogalacturonanos (XGA), que sugere uma participacdo importante na estabilizagdao da
lamela media e no controle da porosidade e propriedades mecanicas das paredes celulares
(Popper & Fry 2008) e os apiogalacturonanos (AP) encontrados principalmente em
paredes celulares de plantas aquaticas (Caffall & Mohnen, 2009).

Os HGA podem assumir importante funcdo na formagdo de géis que
consequentemente aumentam a retencio de dgua, e quando na presenca de Ca>", conferem
enrijecimento a parede celular (Liu ef al. 2013; Albersheim ef al. 2010). Sdo considerados
polissacarideos com estrutura complexa, ricos em d4cido galacturénico (GalA) e
importantes na composi¢do primaria da parede celular. Desempenham um papel de

auxiliar na absorcao de dgua pelo fluxo apoplastico e podem estar envolvidos na protegao



mecanica e na reducio da perda de agua (Albersheim et al. 1996; Willats et al. 2000). A
composi¢do da parede celular e o grau de metil-esterificacdo das pectinas nas células dos
tecidos das raizes de orquideas tém subsidiado discussdes quanto aos papéis que cada
componente da parede assume frente a capacidade de absorcao, retencao ou transporte de
agua, dentre outros aspectos relacionados a aquisicdo de recursos nos tecidos (Willats et
al. 2001; Joca et al. 2017). Sugere-se que a matriz péctica possa agir como moderadora
de trocas catidnicas, uma vez que os grupos carboxilicos (COO") com carga naturalmente
negativa podem atrair compostos de carga positiva (Zotz & Winkler 2013; Joca et al.
2017).

Nos estagios finais de desenvolvimento da parede primaria, e na formagdo da
parede secundaria das células do velame, destaca-se também a deposicdo de suberina e
ligninas, principalmente na lamela media da célula, ambas relacionadas com adaptagdes
e fungdes fisiologicas especializadas do tecido. A lignina fornece uma estabilidade
mecanica para a planta (Monties 1989; Campbell & Sederoff 1996; Zeier & Schreiber
1997), enquanto que a suberina impermeabiliza as paredes celulares por ser altamente
hidrofébica, podendo aumentar o fluxo apoplastico no velame e impedir na exoderme e
na endoderme (North & Nobel 1994; Enstone & Peterson 2005; Franke & Schreiber 2007;
Joca et al. 2017). Por outro lado, a compactagdo e composi¢cdo quimica (incluindo
suberina muitas vezes acrescida de lignina) das células basicas da exoderme e da
endoderme, faz com que a 4gua e os nutrientes sejam guiados pelo simplasto nestas
camadas (células de passagem), o que permite uma pré-selegdo dos solutos que devem
ser absorvidos antes de atingirem o cilindro vascular. Outros autores atribuem também a
suberina, a funcdo de barreira a perda de adgua pelas raizes, reduzindo a desidratagao
(Zimmermann et al. 2000; Hose et al. 2001; Franke & Schreiber 2007). A lignina, sugere-

se também um papel no fluxo apoplastico no cortex (ora como barreira, ora guiando em



direcdo ao estelo) (Joca et al. 2017) e, em conjunto com células lignificadas da exoderme,
auxiliam na prote¢do mecanica e diminuem a perda de dgua do cortex para o ambiente
externo quando presentes no velame (Sanford & Adanlawo 1973; Benzing et al. 1982;
Ma & Peterson 2003).

Nas orquideas, assim como em outras Monocotiledoneas, a raiz primdria
comumente tem vida curta e o sistema radicular se origina do caule (Krauss 1949; Smith
& Downs 1974; Macedo 2013). Estas novas raizes, conhecidas como adventicias,
apresentam meristema apical radicular (MAR) com a epiderme associada ao coértex e ndo
ligada a coifa (Heimsch ef al. 2008). Nas orquideas e maioria das Iridaceae, os MAR sdo
fechados, com as iniciais corticais € epidérmicas ou com as iniciais corticais separadas
das epidérmicas. Nas Orchidaceae, os MAR apresentam ainda um abaulamento das
iniciais corticais externas em diregdo as laterais proximo a coifa (Heimsch et al. 2008).

O desenvolvimento inicial das raizes, a partir do MAR, ¢ decisivo na determinagao
das fungdes atribuidas a este 6rgdo. Nas plantas epifitas com presenca de velame, as
divisdes periclinais irdo determinar o nimero de camadas do velame (Engard 1944)
enquanto que o desenvolvimento celular culminard com a formagao de uma parede celular
secundaria que maximiza a absor¢ao de agua e nutrientes (Winkler & Zotz 2013; Joca et
al. 2017). Pressupomos entdo que quanto mais rapido ocorre a diferenciagdo da parede
celular do velame, menos espesso sera este tecido. Sabendo que a parede das células do
velame ¢ composta, entre outras substancias, por lignina, suberina e pectinas, procuramos
descrever o seu desenvolvimento tracando a composicdo da parede celular nos estagios
de seu amadurecimento. Como modelo de estudo, foram utilizadas raizes de quatro
espécies de Cattleya L.; avaliadas quanto a composi¢ao das paredes celulares (presenca

de lignina, pectina, celulose e hemicelulose).



Material e métodos
Material vegetal e drea de estudo

Cattleya ¢ um género de orquidea intensamente comercializado que agrupa
inumeras espécies e hibridos, com grandes flores vivamente coloridas (Paula & Silva
2004). Neste estudo foram utilizadas quatro espécies epifitas nativas do Brasil; C.
nobilior Rchb.f., C. schilleriana Rchb.f., C. velutina Rchb.f. e C. walkeriana Gardner.
As plantas foram cultivadas em vasos de barro ou plastico, utilizando-se casca de pinheiro
como substrato. Foram mantidas em viveiros da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Brasil, e da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Brasil. Fragmentos de
apices radiculares e raizes j4 maduras foram coletados e fixados em FAA 50%
(formaldeido: acido acético: etanol 70%, 1:1:18, v:v:v) por 48 horas. Posteriormente,

foram armazenados em etanol 70% (Kraus & Arduin 1997).

Andlises estruturais

Para descri¢ao da estrutura geral das raizes (n=3 individuos por espécie), secoes
histologicas transversais foram obtidas por cortes @ mao de fragmentos a 3 cm do apice
(considerado tecido maduro). O material foi clarificado em hipoclorito de sddio a 50%
(Kraus & Arduin 1997) e corado com solucdo alcoodlica de safranina 1% e azul de Astra
0,5% (1:9 v/v) (Bukatsch 1972). As laminas foram montadas com gelatina glicerinada de
Kaiser (Johansen 1940) e o material foi fotografado sob microscopio de luz Leica®
DM500 equipado com camera digital Leica® ICC50 HD. Foram mensurados a area
transversal da raiz, o nimero de camadas do velame, a espessura do velame e a 4rea da
raiz ocupada pelo velame, sendo todas as medidas determinadas pela média de trés pontos

diferentes de cada corte, obtidos de dez raizes por espécie, selecionadas aleatoriamente
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dos trés individuos de cada espécie. Para todas as medidas foi utilizado o software
IMAGE J 1.x (National Institute of Health, EUA).

Para descricdo do meristema apical radicular (MAR) e posteriores discussdes
quanto a formacdao e composicdo do velame, foram utilizados cortes longitudinais.
Fragmentos de 4 cm de comprimento dos éapices foram retirados e separados em trés
regides; (a) regido meristematica (parte verde da raiz mais proxima ao MAR), (b) regido
em desenvolvimento (onde ainda existe parte verde mas nota-se o inicio de manchas
brancas) e (¢) regido madura (parte completamente branca) (Fig. 1A). Todas as amostras
foram desidratadas em serie etilica, posteriormente pré-infiltradas em etanol 95% e resina
base na proporcao de 1:1 (v/v) durante aproximadamente 36 horas. Para infiltragdo, o
material foi transferido para resina base (Historesin® - Leica Biosystem) por um periodo
de 24 horas até sua polimerizagdo. Os cortes foram realizados em microtomo (YD315,
ANCAP, Brasil) (~5 um) utilizando-se navalhas descartaveis de ago inox de alto perfil.
As laminas foram coradas com azul de toluidina 0,05% em 100 ml de tampdo fosfato
0,1M, pH 4,0 (O’Brien et al. 1965). As laminas foram levadas ao microscopio de luz para
observacao e obtencao de imagens.

Para analises no microscopio eletronico de varredura (MEV), fragmentos de raizes
das quatro espécies (a 0,5 e 3 cm do &pice) foram fixados em Karnovsky (paraformaldeido
4%, glutaraldeido 0,01 M e tampao fosfato 0,2 M, pH 7,2) (5:3:2, v/v) (Karnovsky 1965,
modificado por Kraus & Ardiun 1997) e posteriormente lavados em alcool 70% e tampao
fosfato. Foram imersos em tetréxido de ésmio por 1 minuto, ¢ depois desidratados em
serie etilica até ponto critico de CO, (EMCPD 300, Leica, Vienna, Austria) no laboratério
multiusuarios da engenharia quimica. Os fragmentos foram metalizados em ouro (20 a 30
nm de espessura) utilizando-se Sputter Coater SCD 050, BalTec (Quorum, New York).

As amostras foram analisadas em MEV (VEGA 3, TESCAN, Republica Tcheca)



calibrado em uma aceleracdo de voltagens de 10kv (conforme utilizado por Pridgeon et

al. 1983; Porembski & Barthlott 1988).

Analises histoquimicas

Para determinar a natureza quimica da parede primaria ¢ dos espessamentos de
parede secundéria do velame, foram realizados testes para lipideos e lignina. Para a
presenca de lipideos, secgdes transversais foram incubadas em solugdo alcoolica de Sudan
red 0,5% por 20 a 30 minutos (Sass 1951). Para histolocalizacdo de ligninas, sec¢des
transversais foram incubadas em solucdo alcoolica de floroglucina 1%, adicionando em
seguida solucdo de acido cloridrico 25% por um periodo de 5 minutos (Johansen 1940).
Também foi utilizado o filtro DAPI (espectro de excitagdo: 385-400 nm) (Chomicki et al.
2014; Joca et al. 2017). Para todas as analises foram utilizadas se¢cdes como branco e os
respectivos testes para confirmagdo do falso positivo de acordo com as recomendagdes
dos autores. Todas as se¢des foram montadas em agua destilada e levadas ao microscopio
de luz (lipideos e lignina/floroglucina) ou de fluorescéncia (lignina/DAPI) (sistema de

epifluorescéncia) com camera digital acoplada ao BX-51 (Olympus, Japao).

Analises imunocitoquimicas

Parte das laminas histologicas obtidas do material infiltrado em resina foram
imersas em uma solucdo bloqueadora de proteina do leite (Molico®, Argentina) e solugdo
salina (PBS) durante 30 minutos. Em seguida, o material foi incubado com anticorpos
primarios monoclonais em PBS/proteina do leite; JIM 5 - para epitopos de HGA com até
40% de metil-esterificagdo; e JIM7 — para epitopos de HGA com até 80% de metil-
esterificagdo (Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK), por uma hora. Apos

a incubacdo primdria, os cortes foram lavados em tampdo fosfato salino (PBS), e
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posteriormente incubados em um anticorpo secundario IgG anti-rato FITC (Sigma)
(1:100 em 3% leite/PBS) por 2 horas no escuro. Para controle, o anticorpo primario foi
suprimido. Apos novas lavagens em PBS, as sec¢des foram montadas em glicerina/agua

destilada (1:1) e levadas ao microscopio com sistema de epifluorescéncia utilizando-se

filtro FITC (Blake et al. 2006; Hervé et al. 2011; Leroux et al. 2018 - modificado).

Analises de espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman, uma ferramenta analitica, em materiais frescos, que
permite a observacao da parede celular e sua estrutura por meio de vibragdes moleculares.
(Gierlinger & Schwanninger 2007; Vitek et al. 2017). Fragmentos frescos de raizes
contendo o apice radicular (até 1 cm do MAR) e raizes ja maduras (3 cm do apice) foram
infiltrados em solu¢do aquosa de polietilenoglicol (PEG) 50% a 60°C. Apds 24 a 48 horas
de evaporacdo em placa aquecedora, os fragmentos foram montados em blocos
utilizando-se PEG puro. As laminas foram preparadas com auxilio de micrétomo
(YD315, ANCAP, Brasil) (~18 um) utilizando-se navalhas descartaveis de ago inox de
alto perfil. O PEG foi removido apos lavagem em agua destilada para que nao houvesse
interferéncia na leitura dos dados. Os espectros foram obtidos em faixas de comprimento
de ondas de 0 — 3000 cm™. Vinte pontos foram distribuidos de forma aleatéria na regido
do velame de cada espécie usando o espectrometro LabRam HR Evol (Horiba scientific,
New Jersey) equipado com um laser de 532nm, poténcia de 80 a 150mW, com a abertura
do filtro de 5%. Foi utilizada como ampliacdo uma objetiva de 40x, tempo de aquisicao
de 40 segundos em cada ponto com 3 leituras, para cada fragmento do tecido analisado

(Gierlinger ef al. 2013; Mateu et al. 2014).

Espectrometria de energia dispersiva
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Para detecg@o de outros elementos quimicos (primariamente nutrientes minerais)
presentes no velame, os fragmentos de raizes das quatro espécies utilizados no MEV
foram analisados utilizando-se o software detector EDS (espectrometria de energia
dispersiva por Raio-X) (modelo 51-ADD0048, Oxford Instruments X-act) operando com

uma voltagem de 20kv (Dedavid et al. 2007).

Resultados
Analise estrutural das raizes de Cattleya

As raizes de Cattleya com crescimento livre apresentam forma cilindrica,
enquanto que as em contato com substrato sdo levemente achatadas. A regido de
desenvolvimento do velame (caracterizada pela coloragdao ainda verde ou, as vezes,
voltada para o marrom) no apice radicular das quatro espécies apresenta cerca de 11,4 +
0,14 mm de comprimento em todas as espécies, tornando-se branca a medida em que este
tecido amadurece (Fig. 1A). Em todas as espécies, foi observada uma leve coloracao
arroxeada/marrom (at¢ 1 cm do RAM), decorrente da presenga de antocianinas nos
vacuolos (Fig. 1B e C).

Cattleya nobilior apresentou raizes com menor area em se¢ao transversal (5,21 £
1,6 mm?), enquanto que C. velutina apresentou as raizes mais calibrosas (11,80 £ 2,4

mm?), e C. schilleriana e C. walqueriana tiveram éreas semelhantes (~7,8 + 1,9 mm?)

(Tabela 1).
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Figura 1 — Apice radicular de raizes epifitas de Cattleya. A. Estrutura geral mostrando a
regido em desenvolvimento do velame (coloragdo de verde a marrom) e outra ja madura
(coloragdo branca) em raizes de C. walqueriana. B. Corte transversal da raiz de C.
nobilior evidenciando a presenga de antocianinas. C. Detalhe das células no MAR de C.

walqueriana com vacuolo preenchido por antocianina.

Tabela 1 - Caracteristicas estruturais das raizes de Cattleya nobilior, C. schilleriana, C.
velutina ¢ C walqueriana. Todas as espécies foram mantidas em viveiros por

aproximadamente 1 ano.

Area da raiz (mm?) em  Area do velame Espessura do

sec¢ao transversal (mm?) velame (um)

Cattleya nobilior 5,21+ 1,6 2,47+1,0 380,2 £83,8
Cattleya schilleriana 7,87+2,0 2,64+0,9 333,5+93,3
Cattleya velutina 11,80 2,4 4,00 £ 1,0 407,2 + 93,2
Cattleya walkeriana 7,88 £1,7 3,41 +0,9 436,9 + 81,1

As quatro espécies apresentaram estrutura radicular tipica de outras orquideas
epifitas, sendo a raiz composta por cilindro vascular, cortex parenquimatico limitado pela
endoderme e exoderme evidentes, € velame. O cilindro vascular em C. nobilior

apresentou de 13 a 17 corddes de xilema e floema, em C. schilleriana de 12 a 18 (Fig. 2A
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e B), em C. velutina de 16 a 20 e em C. walqueriana de 13 a 18. Em todas as espécies, o
limite entre o cilindro vascular e o cortex foi evidenciado por uma endoderme com
espessamento em O (Fig. 2B). A endoderme apresentou reagdo com Sudan III, indicando
impregnacdo por suberina (Fig. 2C), sendo também observada a presenca de lignina
exceto nas células de passagem (Fig. 2D).

O cortex parenquimatico apresentou células com diferentes tipos de
espessamento, como o0s espessamentos em phi em C. schilleriana, C. walqueriana e C.
velutina (Fig. 2E) e/ou uniformes, sempre impregnados por substancia lipidica e/ou
lignina (Fig. 2C e F). Na exoderme, que limita externamente o cortex parenquimatico,
observou-se para todas as espécies principalmente espessamento em O, na maioria das
vezes mais evidente nas paredes periclinais externas e internas (Fig. 2G-I), sempre

impregnado por substancias lipidicas e/ou lignina (Fig. 2J e K).
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C. walqueriana

C. velutina

Figura 2 — Estrutura interna das raizes de Cattleya. A. Vista geral do cilindro vascular
em C. schilleriana mostrando 13 corddes de xilema e floema intercalados. B. Detalhe do
cilindro vascular, com corddes de xilema e floema, endoderme com espessamentos em O
e células de passagem. C. Cilindro vascular corado com Sudan III em C. nobilior. As

setas representam espessamento em O impregnado por substancias lipidicas (suberina).
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No parénquima cortical € possivel observar células com espessamento uniforme também
com impregnacao por substancias lipidicas (*). D. Cilindro vascular marcado com filtro
fluorescente DAPI para lignina, setas representam espessamento em O impregnado com
lignina. E. Cortex parenquimatico em C. velutina com espessamentos em phi mostrados
pelas setas. F. Cortex parenquimatico com espessamentos em uniforme em C.
walqueriana. G. Visao geral da raiz de C. nobilior. H. Detalhe da exoderme com
espessamentos em U em C. walqueriana. 1. Visdo geral da raiz de C. walqueriana. J.
Detalhe da exoderme com espessamentos em U impregnado com lignina (filtro DAPI)
em C. velutina. K. Detalhe da exoderme com espessamentos em U impregnado com
suberina em C. schilleriana. L. MEV da regido meristematica do apice radicular, destaque
para o velame ainda com protoplasto vivo (indicado pela seta) e espessamentos parietais
em C. velutina. M. MEV da regido madura do apice radicular, destaque para o velame
com células mortas e espessamentos parietais em C. nobilior, mostrado pelas setas. (V-
Velame, EX — exoderme, CP — Cortex Parenquimatico, ED — endoderme, CV — cilindro

vascular).

O velame ocupou cerca de 33% da area total da raiz em secgdes transversal em C.
schilleriana e C. velutina e quase 50% em C. nobilior e C. walkeriana (Tabela 1). Em C.
nobilior foram observadas de 4 a 8 camadas de células dependendo da area de
achatamento com o substrato (menor numero de camadas) ou na area livre de crescimento
(maior numero de camadas), em C. schilleriana de 2 a 6, em C. velutina de 4 a9 e em C.
walqueriana de 4 a 7 camadas celulares. Os espessamentos parietais do velame foram
encontrados em todas as quatro espécies, iniciando-se nos tecidos jovens (quando as
células ainda apresentam contetdo celular) (Fig. 2L) e aparecendo de forma expressiva
nos tecidos maduros (Fig. 2M).

O MAR ¢ do tipo fechado com um leve abaulamento das iniciais corticais externas
nos lados internos das laterais da raiz, curvando-se ao longo da base da columela (Fig.
3A e B). As células protodérmicas se dividem periclinalmente ainda sob a coifa, podendo
apresentar varias camadas celulares ja em suas margens laterais. Nao foi possivel detectar

lignina e suberina nas proximidades do MAR (Fig. 3C). Ainda na regido verde do apice
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(regido em desenvolvimento), a cerca de 1 cm do MAR, ja se observam células mortas
no velame. Em aproximadamente 11 mm do MAR, em todas as espécies, o velame esta

completamente maduro, com todas as células mortas, assumindo a coloragao branca.

C. velutina

Figura 3 — Cortes longitudinais do meristema apical radicular (MAR) de raizes de
Cattleya epifitas. A. Vista geral do apice da raiz de C. velutina. B. Detalhe do apice da
raiz de C. velutina mostrando MAR do tipo fechado. C. Detalhe do MAR em C. velutina
mostrando apenas autofluorescéncia (auséncia de lignina) quando analisados com filtro

DAPI.

Desenvolvimento da parede primaria — mudangas nos padroes de pectinas e deposi¢do
de substdncias lipidicas

Nas raizes das espécies estudadas, a divisdo das células protodérmicas iniciou-se
ainda no MAR (Fig. 3A e B), sendo observada durante o desenvolvimento primério do
velame a presenga de pectinas, substancias lipidicas e celulose na constitui¢ao da parede
celular. A complexidade da parede celular aumenta com sua diferenciagdo, com um
aumento significativo do numero de substincias presentes (evidenciadas pelo aumento do
numero de picos nos graficos de espectroscopia Raman da Fig. 4).

No velame das raizes de todas as espécies foi detectada celulose pela metodologia

Raman, tanto no &pice quanto na regido madura, podendo atribuir os comprimentos de
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onda das bandas de 300 a 550 cm™, de 978 a 1778 cm™ e de 2769 a 3043 cm™! (Fig. 4).

Apices das quatro espécies apresentaram intensidade (indicativo de deposi¢do de

determinada substancia) semelhantes para celulose, podendo destacar as células maduras

do velame em C. velutina e C. schilleriana (Fig. 4).
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Figura 4 - Andlise da espectroscopia Raman. Graficos representam analise na regido
jovem do MAR (A) e na regido madura da raiz (B). Comprimentos de onda das bandas
de 300 a 550 cm™!, de 978 a 1778 cm™ e de 2769 a 3043 cm™! para celulose, de 840 a 880
cm’! indicam a presenca de pectina, de 1600 a 1650 cm™ indicam 4cidos graxos (AG) e

de 1562 cm™ até aproximadamente 1692 cm™! e na banda de 2940 cm™ indicam lignina.

Comprimentos de onda de 840 a 880 cm™ indicam a presenga de pectinas. De
forma geral, raizes jovens demostraram picos de comprimentos de onda menos intensos
do que os observados nas regides maduras, principalmente em C. schilleriana (Fig.4).
Células do velame maduro de C. schilleriana e C. velutina apresentaram picos de pectinas
mais intensos quando comparados com C. nobilior e C. walqueriana (Fig. 4).

Entretanto, considerando as HGAs (independente do grau de metil-esterificacao)
avaliadas neste estudo, todas as quatro espécies de Cattleya apresentaram poucas
respostas positivas proximo ao MAR. Ha cerca de 1 cm do épice, quando as células do
velame comegam a morrer, foram observadas marcagdes com o anticorpo JIMS (para
epitopos de HGAs com até 40% de metil-esterificacdo) nas jungdes celulares em C.
nobilior (Fig. 5A). Nas raizes maduras, esse anticorpo marcou intensamente as cé¢lulas do
velame em C. walqueriana e C. velutina (Fig. 5B), e em C. schilleriana ¢ C. nobilior as
marcagdes apareceram em menor intensidade (Fig. 5C).

Do mesmo modo, o anticorpo JIM7, que se liga ao epitopos de HGA de alta metil—
esterificagdo, marcou apenas as juncgdes celulares no MAR de C. nobilior (Fig. 5D). Nas
demais espécies, ndo houve marcacao por JIM7 nesta regido. Nas raizes maduras, foram
observadas fortes marcagdes no velame de C. velutina (Fig. 5SE) e C. walqueriana. Em
C. nobilior ocorreram poucas marcagdes, apenas nas jungdes celulares. Cattleya
schilleriana por sua vez, mostrou resposta negativa no velame.

Com o amadurecimento da parede celular do velame, inicia-se a deposi¢ao de

substancias lipidicas. Cattleya schilleriana foi a espécie em que a deposi¢cdo de suberina
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apareceu mais tardiamente, com marcagdes quase inexistentes no apice, prevalecendo
apenas nos espessamentos junto a exoderme (Fig. 6A). Na regido intermediaria, onde,
além de células com ntcleo, células maduras ja sdo observadas, a colorag¢ao para suberina
em todas as espécies foi observada por todo o velame. Em C. velutina esta coloragdo foi
mais intensa do que nas demais espécies, exceto no epivelame (Fig. 6B e C). Na regido
madura da raiz, poucas marcagdes foram observadas em C. schilleriana e C. nobilior. J&
em C. velutina ¢ em C. walqueriana, ainda era possivel observar a deposicdo de

substancias lipidicas principalmente na regido proxima a exoderme (Fig. 6D - F).

C. nobilior

C. nobilior

100pm

Figura 5 - Imunocitoquimica usando os anticorpos JIMS5 e JIM7. A. Velame com pouco
resultado positivo para JIMS na regido proxima ao MAR de C. nobilior. B. Velame com
resultado positivo para JIMS na regido madura de C. velutina. C. Velame com resultado
negativo para JIMS na regido madura de C. schilleriana. E. Velame com resultado
positivo para JIM7 nas jungdes celulares em C. nobilior proxima ao MAR. F. Velame
com resultado positivo para JIM7 na regido madura de C. velutina. (V- Velame, EX —

exoderme, CP — Cortex Parenquimatico).
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Figura 6 — Teste histoquimico com Sudan III para detec¢do de deposi¢ao de substancias
lipidicas (suberina). A. Corte transversal do velame na regido proxima ao MAR de C.
schilleriana. B. Visao geral do velame, exoderme e cortex da raiz de C. velutina na regido
intermediaria. C. Detalhe das células do velame com resultado positivo na regido
intermediaria das raizes de C. velutina. D. Detalhe do velame com resultado positivo
para regido madura da raiz de C. velutina. E. Resultados positivos nas células do velame
da regido madura das raizes de C. schilleriana. F. Resultados positivos nas células do
velame na regido madura das raizes de C. walqueriana. (V- Velame, EX — Exoderme, CP

— Cortex Parenquimatico).
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Desenvolvimento da parede secundaria — deposi¢do de lignina

A lignina na espectroscopia Raman, pode ser expressada nos comprimentos de
ondas variando nas bandas de 1562 cm™ até aproximadamente 1692 cm™ e na banda de
2940 cm!. Picos para comprimentos de onda semelhantes foram encontrados no MAR
das raizes de C. nobilior (1609 cm™) e C. walkeriana (1604 cm™) (Fig. 4). No entanto,
bandas de lignina nesse comprimento de onda ndo foram detectadas para C. velutina e C.
schilleriana na regido do 4apice radicular. J4 na regido madura da raiz, picos
representativos de lignina foram encontrados no velame das quatro espécies estudadas,
porém C. schilleriana apresentou uma intensidade maior do que as outras espécies (Fig.
4).

A presenca de lignina ndo foi observada nas regides proximas ao MAR em
nenhuma das quatro espécies estudadas quando observadas com o filtro DAPI. Ocorreu
primeiramente um amadurecimento das células da exoderme e, posteriormente do
velame. A deposicao da parede celular secunddria no velame iniciou-se com o
desenvolvimento da raiz, e em C. schilleriana, foi possivel observar alta fluorescéncia
com filtro DAPI primeiramente nas camadas proximas a exoderme (Fig. 7A.).

A deposicao de lignina € gradativa e, diferentemente do que ocorre nas células da
exoderme que se restringe a parede secunddria, no velame a lignina parece ocorrer por
toda a parede celular. Sabe-se que a formacdo da parede secundaria ndo ¢ uniforme, e
diferentemente do observado nas células jovens do velame (Fig. 2L), no velame maduro
¢ observada a presenga de varios poros (Fig. 2M). Na regido em desenvolvimento, no
inicio do amadurecimento da raiz, foram observados resultados negativos em C. nobilior
(Fig. 7B), e em C. velutina (Fig. 7C) e C. walkeriana as marcagdes encontradas para
lignina foram poucas e bem fracas, prevalecendo nas jungdes celulares nas regides mais

proximas da exoderme. Ja em C. schilleriana as marcagdes na regido em desenvolvimento
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ocorreram de forma mais proeminente (Fig. 7D). Na regido madura da raiz com o
desenvolvimento da parede celular completo, as marcagdes foram fortes e praticamente
em todo velame (Fig. SE - H). Porém no epivelame, ndo foram observadas marcacdes
para lignina em nenhuma fase do desenvolvimento.

C. schileriana C. nobilior

C. velutina C. schileriana C. velutina

C. nobilior
C. schileriana

C. walqueriana

Figura 7- Fluorescéncia da lignina usando filtro DAPI. A. Resultados positivos nas
células do velame e da exoderme da regido proxima ao MAR das raizes de C. schilleriana.
B. Corte longitudinal na regido em desenvolvimento no inicio do amadurecimento da raiz
de C. nobilior. C. Resultados positivos nas células do velame e da exoderme da regido
em desenvolvimento das raizes de C. velutina. D. Resultados positivos nas células do
velame e da exoderme da regido em desenvolvimento das raizes de C. schilleriana. E.
Resultados positivos nas células do velame e da exoderme da regido madura das raizes
de C. velutina. F. Resultados positivos nas células do velame e da exoderme da regido

madura das raizes de C. walqueriana. G. Resultados positivos nas células do velame e da
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exoderme da regido madura das raizes de C. nobilior. H. Resultados positivos nas células

do velame e da exoderme da regido madura das raizes de C. schilleriana. (V — Velame,

EX — exoderme).

Nutrientes associados a parede celular

Nas analises usando a espectrometria de energia dispersiva, foi constatada a
presencga de nutrientes de diferentes cargas associados a parede celular do velame nas
quatro espécies estudadas. Os nutrientes com maior concentragdo nas quatro espécies
foram sodio e fosforo (Fig. 8). Foram também significativos os teores de enxofre, cloro e
potassio, com menores teores de molibdénio, célcio, ferro e silicio. Apesar dos baixos
teores de aluminio em quase todas as espécies, em C. nobilior o teor deste nutriente foi

bastante expressivo.
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Figura 8 — Teores de nutrientes presentes na parede celular do velame avaliados por
espectrometria de energia dispersiva.
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Discussiao

Considerando a estrutura das raizes estudas, as quatro espécies de Cattleya
apresentaram uma composi¢cdo tecidual tipicamente descrita para outras espécies de
orquideas epifitas (Krauss 1948; Moreira & Isaias 2008; Moreira et al. 2013; Joca et al.
2017). Porém, foi ob.servada uma alta variacdo de seu calibre, com C. velutina
apresentando raizes mais calibrosas e as demais espécies com raizes mais finas.
Entretanto, o calibre das raizes parece nao estar relacionado com uma melhor eficiéncia
na absorcdo de dgua e nutrientes, mas sim com sua estrutura interna. Plantas epifitas
podem apresentar diferentes estratégias para garantir a efetividade na absorcao destes
recursos, com maior investimento em velame ou maior numero de corddes de xilema
alinhados com um grande nimero de células de passagem da endoderme e associados a
espessamentos corticais que maximizam o fluxo apoplastico em direcdo ao cilindro
vascular (Joca ef al. 2017). O calibre das raizes nao ¢ indicativo do maior ou menor
investimento em velame, mas sabe-se que quanto maior o investimento neste tecido,
maior ¢ a eficiéncia na absor¢ao de agua e nutrientes (Joca et al. 2017). Raizes delgadas
como C. nobilior e C. walkeriana apresentaram cerca de 50% de sua area ocupada pelo
velame, demonstrando a importancia deste tecido para a absor¢ao destes recursos.

O velame ¢ um tecido que sofre morte celular programada (Pridgeon 1987), sendo
considerado maduro quando todas as suas células estdo mortas. Nas quatro espécies
estudadas, a formagao do velame inicia-se com a divisdo das células protodérmicas ainda
sob a coifa no 4&pice da raiz. Como observado para outras espécies de orquideas, o
meristema apical das espécies analisadas tem uma arquitetura do tipo fechado, onde as
iniciais da coifa, do cértex e do cilindro vascular sdo separadas, porém as iniciais
epidérmicas sdo associadas ao cortex e ndo ligada a coifa (Heimsch et al. 2008). Durante

seu desenvolvimento, a parede celular do velame sofre transformagdes quimicas e



25
estruturais até atingir uma estabilidade na raiz madura. Neste estudo, considerando o
papel essencial da parede celular na absor¢ao de dgua e nutrientes pelo velame, foram
mostradas as diferentes etapas de sua formacdo. A parede celular confere resisténcia
mecanica aos tecidos vegetais, ¢ sua composi¢ao quimica interfere na permeabilidade e
no armazenamento de dgua nas raizes, contribuindo para o fluxo apoplastico e simplastico
(Albersheim et al. 1996; Albersheim et al. 2010; Joca et al. 2017).

Em todas as plantas, a formacao da parede celular é baseada em nanocompostos de
microfibrilas de celulose, incorporadas a diferentes polimeros matriciais (Gierlinger et al.
2013; Mateu et al. 2014), por isso foi observada a presenga de celuloses, detectadas por
microscopia Raman, tanto no apice quanto na regido madura de todas as raizes analisadas.
As bandas para microfibrilas de celulose vao variar de acordo com a conformacao
molecular das fibras e alteracdo na orientagdo de cada molécula (Gierlinger et al. 2013),
sdo rigidas e estdo embutidas numa matriz rica em agua e hemicelulose, pectinas e
proteinas, para constitui¢do da parede celular primdria, que permite a expansao celular
(Mateu et al. 2014). Bandas de pectina, também estdo presentes em todas as espécies,
tanto no apice quanto na regiao madura. Porém, a variacdo do comprimento de onda dos
picos diferencia o grau de metilagdo destas substancias, sendo que na faixa de 840 até 880
cm’! (para banda de pectina) o nimero de ondas diminui a medida que aumenta a
metilacdo das pectinas (Synytsya et al. 2003). A variagdo na qualidade das pectinas entre
os tecidos detectada por espectroscopia Raman ja foi anteriormente relatada, mostrando
que a banda do marcador de pectina 856 cm™ pode apresentar maior intensidade na
epiderme, diminuindo progressivamente ao longo do cortex, onde se torna restrita as
jungdes celulares (Mateu et al. 2014).

De forma geral, as pectinas estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos e

sdo de extrema importincia para as plantas incluindo a formagao de géis, aumento da
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porosidade celular, aderéncia e flexibilidade (Jarvis 1984; Albersheim et al. 2010). O
papel das HGAs tem sido altamente relacionado ao desenvolvimento celular, conferindo
rigidez e propiciando a formacao de géis (Wolf et al. 2009). As HGAs sdo produzidas no
complexo de Golgi em uma condigdo altamente metil-esterificada (apresentando até 80%
de metil-esterificagdo) (Wolf et al. 2009). Entretanto, em nosso estudo ndo foram
encontradas HGAs proximo ao MAR das quatro espécies de Cattleya, sugerindo que
outros dominios de pectinas devem ser procurados nesta regido e sdo inicialmente
depositadas. As HGAs aparecem com o amadurecimento do velame, e sua forma
altamente metil-esterificada foi observada para todas as espécies analisadas tanto nos
tecidos jovens quanto na regido madura.
Em alguns casos, a perda do contetido de HGAs pela parede celular leva a perda
de adesao celular, aumentando a flexibilidade das pectinas em geral (Ralet ef al. 2008).
Desta forma, sua manutengdo nas células do velame, independente do grau de metil-
esterificacdo, confirma seu importante papel na rigidez celular deste tecido. A perda do
grau de metil-esterificacdo deixando residuos de &cido galacturdénico nao metil-
esterificados podem levar a ligacio com Ca’’ e formagio de géis que conferem ainda
maior rigidez a parede (Wolf et al. 2009). Além de modificagdes biofisicas na parede
celular, mudangas no grau de metil-esterificacdo podem levar a formagdo de
oligogalacturonideos pécticos (pequenos produtos da quebra das HGAs). Estas moléculas
agem como sinalizadoras anilogas a hormdnios que neutralizam a a¢do das auxinas,
regulando o desenvolvimento celular (Ridley et al. 2001). Neste contexto, a regulagdo da
atividade enzimatica para alteragdes no grau de metil-esterificacdo das HGAs teria papel
fundamental no controle do crescimento celular (Wolf ef al. 2009). No velame, ha cerca
de 1 cm do 4pice, quando as células comegam a morrer, foram observadas leves

marcagdes com o anticorpo JIM5 (para epitopos de HGAs com até 40% de metil-
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esterificagdo), o que seria entdo, um indicativo do papel das HGAs como sinalizadoras
das etapas finais do amadurecimento de suas células.

Na regido madura ocorre a manuten¢do das HGAs de alta metil-esterificacdo e sua
predominancia sobre as HGAs de baixa metil-esterificacdo. As HGAs nesta regido
ocorrem concomitantemente com a presenca de lignificagdo, marcando a formagdo da
parede celular secundaria, de fundamental importancia para a resisténcia mecanica € no
fluxo de agua. Os espectros Raman derivado da parede celular secundaria sdo mais
espessos e densos, com maior intensidade nas bandas para celulose e lignina que as
tornam mais estaveis e resistentes (Gierlinger ef al. 2013; Mateu et al. 2014). A grande
quantidade de espessamentos parietais, formando uma superficie solida com varios poros,
facilita o transporte de dgua e nutrientes pelas células do velame, uma vez que o transporte
ocorre por fluxo de massa e de forma passiva, permitindo que a raiz mobilize reservas de
agua e sais minerais (Benzing et al. 1982; Pita & Menezes 2002).

Analises de espectroscopia Raman demostraram a presenga de lignina no &pice de
raiz de C. nobilior, C. schilleriana e C. walkeriana. Estudos anteriores em caules
(Heredia-Guerrero et al. 2014; Mateu et al. 2014) demostraram que os picos similares aos
de lignina podem ser detectados pela metodologia Raman devido a presenca de acidos
graxos, como o-hidroxi, glicerol e altos niveis de acidos a,m-dicarboxilicos, além de
acidos hidroxicindmicos (predominantemente ferulatos) e alcoois graxos (Pollard et al.
2008). Assim, esta analise espectral esclarece que os picos nas bandas de lignina da
parede nas células do velame proximo ao MAR provavelmente nao sdo derivados de
bandas de lignina, mas decorrentes da faixa de 1600 a 1650 cm™ atribuida a 4cidos graxos
insaturados (Heredia-Guerrero et al. 2014; Mateu et al. 2014). Por outro lado, grande

quantidade de acidos graxos (como &cidos graxos w-hidroxi e c¢) sdo encontrados na
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composi¢do de suberina (Vishwanath et al. 2014), indicando a rota biossintética deste
composto em regides proximo ao MAR das raizes de orquideas epifitas analisadas.

De fato, compostos lipidicos foram observados inicialmente nas células da
exoderme e depositados gradativamente ao longo de todo o velame de forma centrifuga.
A suberina depositada ao redor da parede celular ¢ altamente hidrofobica, impedindo o
fluxo livre de dgua, ions e patogenos pelo apoplasto (Schreiber 2010; Mateu et al. 2014).
Tal funcdo ¢ evidente na exoderme, onde a 4gua e os nutrientes entram nas raizes guiadas
pela suberina (e posteriormente a lignina) para o simplasto das células de passagem (Joca
et al. 2017). Por outro lado, no velame propriamente dito, as células encontram-se mortas,
sem simplasto, e nestas células uma parede celular rigida, com espessamentos e grandes
poros e altamente hidrofobica promoveria uma superficie de contato altamente propicia
ao fluxo apoplastico da agua e nutrientes direcionada ao cortex radicular. Forte coloragao
para lipideos também foi observada no endovelame de C. velutina, C. walqueriana e C.
nobilior. Porém, em C. schilleriana, as marcagoes foram fracas, provavelmente devido a
um desenvolvimento rapido da parede celular com acelerada deposi¢ao de lignina.

A composi¢do da parede celular do velame maduro, conservando uma matriz
péctica composta de grupos carboxilicos (COO-) com carga naturalmente negativa,
permite que a parede celular neste tecido aja como moderadora de troca catidnica (Zotz
& Winkler 2013; Joca ef al. 2017). A partir das andlises por EDS foi observado que a
maior quantidade dos nutrientes associados a parede celular apresenta carga positiva,
como sodio, aluminio, fosforo, silicio, enxofre, calcio, ferro e molibdénio. De acordo com
Blamey et al. 1990, substancias pécticas selecionam ions por atracdo eletrostatica e sao
capazes, portanto, de reter cations como aluminio soliivel. Desta forma, espécies com alta
capacidade de troca catidnica sdo mais sensiveis ao aluminio, enquanto espécies

tolerantes teriam menor capacidade de retengdo deste nutriente na parede celular (Foy et



29
al. 1967). Os nutrientes encontrados em maior quantidade (s6dio, fosforo e potassio) sdo
provavelmente consequéncia da adubacdo por NPK usada na casa de vegetagao e também
devido ao fixador usado que ¢ a base de tampao fosfato, uma vez que todas as espécies
estudadas foram mantidas em ambiente controlado e adubadas periodicamente. Sugere-
se, entdo, que estudos conduzidos em ambiente natural mostrardo uma maior variedade
de nutrientes associados a parede celular.

No épice radicular de orquideas epifitas, é possivel observar uma ponta verde
ainda em desenvolvimento que assume coloragdo branca com o amadurecimento do
velame e seu preenchimento por ar. Bem proximo ao MAR, o leve arroxeamento ¢
derivado da presenga de antocianinas no vactiolo das células corticais, e a coloragdo verde
na regido subsequente se da pela diferenciagdo de cloroplastos nesta regido. Na regidao
ainda verde, a composi¢cdo quimica da parede celular mostra que as células do velame
inicialmente tem sua composicdo basica por celulose, hemicelulose e pectinas. O
desenvolvimento da parede primaria leva a deposi¢cao de pectinas como HGAs altamente
metil-esterificadas, que com o amadurecimento da raiz podem sofrer de-metil-
esterificagdo. A deposicdo de suberina marca um estdgio de transicdo para inicio da
formacdo da parede secundaria, direcionando agua e nutrientes para as células de
passagem da exoderme. Antes do amadurecimento, células mortas e vivas encontram-se
intercaladas, e as células vivas, ainda com protoplasto, ddo um aspecto translicido ao
velame permitindo visualizar o cortex parenquimatico (clorofiliano). Nesta fase, os
espessamentos de parede ja sdo visiveis e ocorre deposicdo de lignina que atua conferindo
rigidez ao tecido e favorecendo a absor¢ao de dgua e nutrientes. A manutencao da matriz
péctica nas células do velame e a presenca de varios nutrientes, principalmente os de
carga positiva, mostra importante papel deste tecido também na absorc¢do de nutrientes.

Comparando-se as quatro espécies de Cattleya, foi possivel observar que quanto mais
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rapido ocorre o processo de diferenciacao das células do velame, que incluem fortemente

alteracdes da parede celular, menos espesso o velame se apresenta.
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