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RESUMO
O ambiente epifitico oferece varias vantagens para plantas, destacando-se a maior
disponibilidade de luz no dossel. Entretanto, esta vantagem vem acompanhada por limitagdes
na disponibilidade de agua e nutrientes. As Orchidaceae sdo bem-sucedidas nesse contexto,
evidenciando estratégias dos 6rgaos vegetativos para suprir a deficiéncia de dgua. Por exemplo,
estas plantas desenvolvem um sistema radicular complexo, com uma epiderme especializada (o
velame) capaz de aumentar a absor¢do de agua. O velame ocorre mais comumente como uma
epiderme multipla composta de células mortas. Entretanto, a hemiepifita Vanilla bahiana
apresenta epiderme simples e também considerada por alguns autores como velame. Neste
sentido, procuramos confirmar se as células da epiderme nesta espécie se enquadram ou ndo
nesta definicdo. Além disso, o presente trabalho comparou as raizes adventicias desta espécie,
crescidas no habito aéreo (raizes livre e aderidas ao foro6fito) e terrestre (fixadas no solo), com
a finalidade de investigar se os diferentes fenotipos, como a area transversal da raiz, cortex,
cilindro vascular, lacunas nas camadas internas do cortex, espessura da epiderme, exoderme,
espessamentos periclinais internos e corddes de protoxilema, sdo produto do ambiente. O
material foi coletado em uma mata de galeria e fixado em FAA. Cortes transversais foram
obtidos a mao livre ou em material infiltrado, sendo as laminas utilizadas para caracterizar os
diferentes tecidos. A epiderme ndo pode ser considera como velame, pois diferentemente do
proposto na literatura, apresenta células vivas na maturidade. Os pardmetros que apresentaram
diferencgas significativas foram a 4rea transversal da raiz, os espessamentos periclinais da
epiderme, a area transversal do cortex e do cilindro vascular, o investimento em lacunas de ar
(aerénquima) e corddes de protoxilema. As caracteristicas com maior plasticidade foram os
espessamentos periclinais internos da epiderme, ao comparar as raizes aderidas com as fixadas

ao solo, e a area total ocupada pelas lacunas nas camadas internas do cortex entre as raizes livres



e as aderidas. A plasticidade observada reflete ao habito em que as raizes livres ou aderidas

(aéreas) e fixadas no solo (terrestres) crescem.

Palavras-chave: habito, orquideas, plasticidade fenotipica, velame



ABSTRACT
The epiphytic environment offers several advantages for plants, highlighting the greater
availability of light in the canopy. However, this advantage is accompanied by limitations on
water and nutrient availability. Orchidaceae are successful in this context, highlighting
strategies of the vegetative organs to overcome water deficiency. For example, these plants
develop a complex root system with a specialized epidermis (velamen) capable of increasing
water absorption. The velamen occurs most commonly as a multiple epidermis composed of
dead cells. However, the hemiepiphyte Vanilla bahiana has a simple epidermis also considered
by some authors as velamen. In this sense, we seek to confirm whether or not the epidermis
cells in this species fit this definition. In addition, the present work compared the adventitious
roots of this species, grown in the air habit (free roots and attached to the phorophyte) and
terrestrial (fixed in the soil), in order to investigate if the different phenotypes, such as the root
cross-sectional area, cortex, vascular cylinder, gaps in the inner layers of the cortex, epidermis
thickness, exodermis, internal periclinal thickening, and protoxylem cords, are environmental
products. The material was collected in a gallery forest and fixed in FAA. Transverse sections
were obtained by freehand or in infiltrated material, and the slides were used to characterize the
different tissues. The epidermis could not be considered as velamen because, unlike the one
proposed in the literature, it has living cells at maturity. The parameters that had significant
differences were the root cross-sectional area, the parietal thickenings of the epidermis, the
cross-sectional area of the cortex and the vascular cylinder, the investment in air gaps
(aerenchyma) and protoxylem strands. The characteristics with greater plasticity were the
internal periclinal thickening of the epidermis when comparing the adhered roots with those

fixed to the soil, and the total area occupied by the gaps in the inner cortex layers between the



free and adhered roots The observed plasticity reflects the habit in which the free roots or the

roots in contact with the phorophyte (aerial) and terrestrial (fixed in the soil) grow.

Key-words: habit, orchids, phenotipic plasticity, velamen



Introducio

Existem varias vantagens para se iniciar o ciclo de vida como epifita, destacando-se a
maior disponibilidade de luz no dossel. Entretanto, esta vantagem vem acompanhada por
limitagdes na disponibilidade de dgua e nutrientes (Benzing 1990; Coxson & Nadkarni 1995;
Holbrook & Putz 1996a, b, c; Swagel et al. 1997). De fato, plantas epifitas estdo sujeitas a
escassez de recursos que pode ser compensada por estratégias morfologicas e fisioldgicas de
seus orgdos vegetativos (Silva & Milaneze-Gutierre 2004). Exemplo destas estratégias
constituem sistemas radiculares complexos, cujas raizes aéreas com funcdo de fixagdo e
absor¢do de agua e minerais exibem caracteristicas anatdmicas adaptativas para a retengao
destes recursos, além de realizarem fotossintese (Benzing 1990; Black 1973; Moreira et al.
2013).

Nas orquideas, cerca de 70% de todas as espécies sao epifitas (Zotz 2013b). Seu sistema
radicular ¢ formado por raizes adventicias, nas quais o sistema de revestimento ¢ constituido
por uma epiderme simples ou multipla composta de células mortas, denominada velame (Dycus
& Knudson 1957). O cortex, que estd internamente ao velame, apresenta células
parenquimaticas que podem apresentar diferentes tipos de espessamento parietais,
caracterizando-se em phi, reticulado ou uniforme (Stern & Whitten 1999; Stern & Judd 2001;
Moreira et al. 2013; Joca et al. 2017). A exoderme e a endoderme (camadas mais externa e
interna do cortex, respectivamente) delimitam o parénquima cortical. Suas células podem ser
altamente lignificadas e mortas na maturidade, e se apresentarem intercaladas a células de
passagem (que permanecem vivas na maturidade) (Pridgeon 1987; Trepanier et al. 2008; Joca
et al. 2017). O cilindro vascular apresenta xilema poliarco e medula desenvolvida (Oliveira &
Sajo 1999).

Dentre as orquideas, o género Vanilla Mill ¢ constituido por 110 espécies

predominantemente hemiepifitas e distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da América



do Norte, América do Sul, Africa e Asia (Cameron 2011). Conforme o censo de Zotz (2013b),
as hemiepifitas constituem um componente relevante da vegetagdo tropical, com mais de 800
espécies. Podem ser divididas de acordo com qual etapa do ciclo de vida mantém conexdes
radiculares com o solo, podendo ser hemiepifitas primdrias ou secundarias. As hemiepifitas
primarias germinam como epifitas e em seguida estabelecem conexdes com o solo, enquanto
as secundarias, germinam no solo e estabelecem contato com o tronco da hospedeira (foroéfito),
e posteriormente sobem com raizes aderentes, tornando-se epifitas, que se reconectam com o
solo por meio de raizes aéreas (Kress 1986; Putz & Holbrook 1986). Estes dois tipos de raizes
sdo encontrados no género Vanilla e assumem diferentes papéis: as raizes mais curtas e nao
ramificadas, geralmente com crescimento limitado, prendem os ramos ao foréfito, enquanto as
raizes mais longas e ramificadas t€ém crescimento ilimitado e buscam o solo (substrato) (Stern
& Judd 1999). Estes dois tipos radiculares apresentam ainda diferengas estruturais que
reafirmariam fisiologicamente suas propriedades, como maior calibre do metaxilema observado
nas raizes terrestres, com fun¢do de absorcao (Stern & Judd 1999). Entretanto, alguns estudos
tém mostrado que o ambiente aéreo molda estruturalmente a raiz, com caracteristicas
morfoldgicas tipicas que as diferenciam de raizes terrestres (Moreira & Isaias 2008). Neste
sentido, questionamos neste estudo se as diferencas estruturais observadas por Stern & Judd
(1999), sendo estas o velame unisseriado e exoderme com espessamentos internos de parede,
presenca de lacunas nas camadas internas do cortex, tamanho do cilindro vascular (menor nas
terrestres) e metaxilema (mais largo em terrestes), ndo constituem um efeito do ambiente, de
forma que os dois tipos de raizes sdo fenotipos produtos do hébito que cada uma delas possui.

Além disso, a despeito do ambiente epifitico e da proximidade taxonémica com varios
géneros apresentando velame, o género Vanilla apresenta epiderme simples (Stern & Judd
1999). A classificacdo desta epiderme simples como um velame propriamente dito nas Vanilla

tem sido questionada por muitos autores (Alconcero 1968; Capesius & Barthlott 1975; Barthlott
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1976), porém Stern & Judd (1999) optam por esta classificagdo baseando-se nos espessamentos
de parede em diversas espécies do género (como V. poitaei Rchb.f. e V. madagascariensis
Rolfe) analisadas em seus estudos. O velame seria caracterizado, entdo, pela presenga de células
mortas na maturidade, comumente contendo espessamentos de parede. Tal fato ja foi
anteriormente levantado por outros autores e, neste estudo, pretendemos confirmar se as células

da epiderme em V. bahiana podem entdo ser realmente definidas como velame.

Materiais e métodos
Area de estudo e espécie vegetal

O estudo foi realizado em uma area de Preservacdo Permanente (APP) da propriedade
particular Fazenda Quilombo, em uma mata de galeria localizada no municipio de Araguari,
Minas Gerais, a 763 m de altitude, sob as coordenadas 18°43'58.5"S 48°02'58.9"W. O clima
local ¢ tropical com inverno seco (abril a setembro) e estagdo chuvosa ocorrendo entre os meses
de outubro e margo. Apesar da populacdo estar localizada em uma mata de galeria com alta
umidade ao longo de todo o ano. A temperatura e precipitagdo médias anuais sdo de 21,4 °C e
126,7 mm, segundo a classificacdo de Koppen (Alvares et al. 2013). As matas de galerias sdo
caracterizadas por uma formagdo florestal inundavel, na qual, as espécies perenifdlias
acompanham cursos d’agua de pequeno porte formando em ambas as margens corredores
fechados com vegetacdo nao florestal (Ribeiro & Walter 2008). Na area de estudo, ocorre uma
densa populagdo de Vanilla bahiana Hoehne crescendo sob diferentes forofitos em ambiente
de sub-bosque.

Vanilla bahiana é uma hemiepifita secundéaria endémica do Brasil, ramificada e pode
alcangar 15 m ou mais de comprimento (Queiroz et al. 2012), mas mantendo-se com até 4 m
de altura na area de estudo (Fig. 1A). Apresenta hastes verdes lisas com 0,7 a 1,3 cm de

espessura (Soto-Arenas & Dressler 2010) e em cada entrend6 da mesma planta ha raizes
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adventicias aderidas ao foréfito, livres ou que posteriormente fixaram no solo (Ferreira et al.

2017; Alconcero 1968).

Andalises estruturais

Foram coletados trés segmentos de raizes de cada tipo em cinco exemplares de V.
bahiana, removidos a 3 cm de comprimento, sendo selecionadas raizes que crescem aderidas
ao forofito (Fig. 1B), fixadas no solo (Fig. 1C) ou livre (Fig. 1D). Os fragmentos foram fixados
em FAAso (formalina, 4cido acético, alcool etilico 50% na propor¢ao de 1:1:18 v/v) e, apos 48
horas, armazenados em etanol 70% (Johansen 1940). Para a preparagao de laminas histologicas,
secdes transversais e longitudinais foram realizadas a mao livre, com auxilio de lamina de
barbear. As se¢Oes foram clarificadas em hipoclorito de s6dio 50% (Kraus & Arduin 1997) e
coradas com azul de astra e safranina (solu¢des aquosas a 1%, na propor¢ao 9:1 v/v) apds
lavagem em 4agua destilada (Bukatsch 1972, modificado). As laminas foram montadas com
gelatina glicerinada de Kaiser (Kaiser 1880) e fotomicrografadas em microscopio Leica®
DMS500 acoplado a camera digital ICC50 HD (Leica, DM500, Alemanha).

Trés segdes de cada raiz foram utilizadas para histometria. Foram contados os corddes
de protoxilema e de lacunas na regido interna do cortex. Com auxilio do software Image J
(versao 1.51, National Institute of Health, EUA), foram mensuradas a area transversal da raiz
(mm?), a area transversal ocupada pelo cortex radicular e pelo cilindro vascular (um?), para a
area transversal total ocupada pelas lacunas internas do cortex (um?), o calibre do metaxilema
(um?), a espessura da epiderme (pum), da exoderme (um) e dos espessamentos periclinais
internos da epiderme (um), foi retirada a média de trés medidas de um mesmo corte. Nas raizes
aderidas a um substrato, as medidas foram realizadas sempre na parte livre da raiz evitando

deformacgdes decorrentes do contato com o forofito.
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Para observacao de secdes mais finas e analises histoquimicos, algumas amostras foram
desidratas em série etanolica e infiltradas em metacrilato de acordo com as recomendagoes do
fabricante (Historesin® Leica, Alemanha). Posteriormente, foram seccionadas nos planos
transversal e longitudinal em micrétomo rotativo (YD315, ANCAP, Brasil) com cerca de 10
um de espessura, utilizando-se navalhas de ago inox de alto perfil. As sec¢des foram coradas
com azul de toluidina 0,05% em Tampao Fosfato 0,1M, com pH 6,8 (O’Brian ef al. 1964) e

fotomicrografadas em microscopio acoplado a camera digital (Leica, DM 1000, Alemanha).

Analises histoquimicas

Para as andlises histoquimicas, cortes a mao livre do material fixado em etanol 70% e
foram tratados com: Sudan III para detec¢do de lipidios totais (Johansen 1940) e solugdo de
lugol (iodo + iodeto de potéssio) para amido (Johansen 1940). Para confirmar se as células da
epiderme estdo vivas, foi verificada a presenga de proteinas a partir de secgdes obtidas em
micrétomo rotativo. As se¢des foram tratadas com solucao de azul de bromofenol 1% por 10 a
15 minutos (Durrum 1950), lavadas em écido acético 0,5% e posteriormente dgua destilada. As
laminas temporarias foram montadas em dgua e imediatamente levadas ao microscépio.

Para a histolocalizagdo de ligninas nas paredes celulares, as sec¢cdes a mao livre foram
montadas em agua destilada e em seguida analisadas em microscopio Optico com sistema de
fluorescéncia Leica® DMS500 acoplado a camera HD5000, com emissdo de filtro DAPI
(espectro de excitagdo: 385-400 nm) (Chomicki et al. 2014). A presenca de lignina foi
confirmada utilizando solucdo alcoolica de Floroglucina 1%, adicionando em seguida solug¢ao

de 4cido cloridrico 25% por um periodo de 5 minutos (Johansen 1940).
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Andlises dos dados

Os dados referentes as analises histométricas foram comparados utilizando-se o
software JMP (SAS Institute, EUA). A diferenca entre os trés tipos de as raizes foi testada
realizando-se uma ANOVA (JMP, SAS Institute, EUA) (variaveis: area transversal do cilindro
vascular, espessura da epiderme e exoderme, o espessamento periclinal interno da epiderme,
numeros e a area total ocupada pelas lacunas na regido interna do cortex em corte transversal e
o calibre do metaxilema que atenderam aos padrdes de normalidade, de acordo com teste de
Shapiro-Wilk). Para os dados que nao atenderam a suposi¢des paramétricas, foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis (area transversal da raiz, do cortex radicular e nimeros de corddes de
protoxilema). Diferencas entre os fatores ou parametros foram significativos considerando-se
5% de probabilidade.

Os dados obtidos a partir da histometria foram avaliados quanto a sua plasticidade a
partir da distdncia morfoldgica relativa considerando-se o Indice de Plasticidade a partir das
Distancias Relativas (RDPI) proposto por Valladares et al. (2006). O RDPI foi calculado a partir
de uma matriz Xij, onde i (linhas) sdo os individuos analisados e j (colunas) referem-se as
condi¢des do ambiente (raizes aderidas, aéreas ou terrestres). O RDPI foi calculado pela
formula RDPI=2(dij —ij/(xij+xjj’))/n, onde j—j’ € o nimero de condi¢des, i —i’ 0 nimero
de individuos, n € o nimero total de distancias, e X € a caracteristica a ser analisada. Os valores
de RDPI variam de 0 (sem plasticidade) a 1 (maior plasticidade). Considerando que os dados
ndo atenderam aos principios de normalidade, as diferengas nas plasticidades foram obtidas

pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Resultados
Andlises da morfologia e anatomia radicular

As raizes sobre os trés tipos de substratos apresentaram dimensdes variadas, sendo a
area transversal das raizes aderidas ao forofito, ou que crescem livres, de aproximadamente 1,1
mm?, enquanto as fixadas no solo eram maiores com area de 1,5 + 0,4 mm? (tabela 1). Em todas
as trés condicdes, as raizes apresentaram epiderme simples, vivas e com células justapostas
(Fig. 2A e B, 3A-G), porém quando estdo livres apresentaram paredes com impregnagdes
lipidicas (Fig. 3B). Nas trés condicdes a epiderme mostrou-se levemente lignificada em sua
face periclinal externa e com impregnagdao se estendendo gradativamente pelas paredes
anticlinais (Fig. 3C, E e G). Apesar da espessura semelhante das células epidérmicas, os
espessamentos periclinais internos foram aproximadamente 40% maiores nas raizes livres, e
75% maiores nas raizes em aderidas ao forofito (regido livre), quando comparados aos
espessamentos das raizes fixadas no solo. Nas raizes aderidas ao fordfito foi observado leve
abaulamento em relag@o ao substrato e a presenca de pelos radiculares nesta regido (Fig. 3D),
sem espessamentos parietais. Por outro lado, as raizes fixadas no solo apresentam pelos
radiculares distribuidos por toda a superficie (Fig. 3F).

A 4rea do cortex nas raizes fixadas no solo (~1,2 mm?) foi maior do que nas raizes
aderidas ou livres (tabela 1). No cortex, as células sdo de tamanhos diferentes, arredondadas,
com paredes finas, arranjo compacto e poucos espagos intercelulares triangulares e pequenos
(Fig. 3A, D e F), com poucas rafides. As raizes livres apresentaram maior numero de lacunas
na regido interna do cortex que as raizes aderidas ao foréfito e as fixadas no solo. Entretanto,
ndo foram observadas diferencas na area total ocupada pelas lacunas. Foram observadas
micorrizas distribuidas por todo o cortex nas raizes terrestres (Fig. 2C), enquanto nas raizes

aderidas ao foroéfito, elas estavam presentes somente na regido em contato com o substrato.
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A exoderme, apresentou-se constituida por uma camada de células alongadas
anticlinalmente em se¢do transversal, com espessura de aproximadamente 62,0 pm para todas
as espécies. As células basicas da exoderme nas raizes em contato com o foréfito e fixadas no
solo apresentaram impregnacao lipidica (Fig. 4A e B) e por lignina nas paredes periclinais
externas em todas as raizes. As células de passagem ndo apresentam impregnagdes na parede
celular (Fig. 4C), porém foi observado conteudo celular conspicuo. As raizes aderidas ao
for6fito apresentam um numero maior de células de passagem na regido de contato com o
substrato (Fig. 4C). As células da endoderme apresentaram-se pouco diferenciadas contendo
estrias de Caspary com presenca de lignina (Fig. 4D). Nas raizes aderidas e fixadas no solo, as
células da endoderme também apresentaram impregnacdes lipidicas (Fig. 4E-G). Todas as
raizes apresentaram células da endoderme com espessamento secundario com evidente
impregnacao por lignina entre os polos de xilema (Fig. 4H e I).

No cilindro vascular os corddes de xilema e floema se encontram intercalados. O xilema
¢ poliarco, cujo o niumero de polos nas raizes analisadas sdo variados (tabela 1); as aderidas ao
forofito, ou crescendo de forma livre, apresentaram uma quantidade maior (cerca de 12 polos
de protoxilema) (Fig. 3A e D), enquanto as raizes fixadas no solo tiveram um niimero menor
(cerca de 9 polos). A medula da por¢ao central da raiz ¢ constituida por células pequenas muito

pouco esclerificadas (Fig. 3A).
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Tabela 1: Caracteristicas estruturais das raizes adventicias da hemiepifita Vanilla bahiana (Orchidaceae) crescendo aderidas ao foréfito, livres e

fixadas no solo. Os valores que apresentam letras diferentes na mesma linha sao diferentes no nivel 0,05 do teste de Tukey.

Livres Aderidas ao foréfito Fixadas no solo p
Area transversal da raiz (mm?) 1,09 £0,23b 1,09 £ 0,38b 1,47 £0,37a <0,01
Espessura da epiderme (um) 36,76 + 6,79a 29,75 £ 4,60a 28,79 £ 11,70a >0,05
Espessamento periclinal interno da epiderme 6,13 +1,68a 7,82 +2,65a 4,40 £ 1,76b <0,01
(um)
Espessura da exoderme (pum) 53,24 +10,22a 61,88 + 8,50a 57,89 + 18,20a >0,05
Area transversal cortex + cilindro (mm?) 1,00 +£0,22b 1,02 £ 0,36b 1,35+ 0,35a <0,01
Area transversal do cortex (mm?) 0,87 +£0,20b 0,88 +£0,33b 1,24+ 0,31a <0,01
Area transversal do cilindro (um?) 0,14 £0,03a 0,14 +£0,04a 0,11 £0,05a <0,05
N° de lacunas na regido interna do cortex 11,47 +3,14a 9,20+ 1,70b 8,87 £ 1,68b <0,05
Area total ocupada pelas lacunas na regido 66497,48 +44698,56 a 49584.,96 + 29640,39a 49870,98 + 26388,79a >0,05
interna do cortex em corte transversal (um?)
Calibre do metaxilema (um?) 1239,88 +435,17a 1459,96 + 290,39a 1169,91 + 599,06a >0,05
N° de corddes de protoxilema 12,87 £1,36a 11,33 +£0,90b 9,40 + 1,24c¢ =0,0001
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Indice de plasticidade fenotipica

Os valores do RPDI referentes a comparagao das raizes adventicias crescidas sob as trés
condi¢des ambientais (contato com o forofito, livres e fixadas ao solo), mostraram diferencas
em todos os parametros analisados (Tabela 2). A plasticidade foi maior ao comparar as raizes
aderidas ao forofito e livres as fixadas no solo. Por outro lado, foi observada pouca plasticidade
entre as raizes livres e as aderidas ao fordfito. Os pardmetros que mais variaram foram a area
total ocupada pelas lacunas internas do cortex (valores entre 0,30 € 0,36) e a espessura da parede
periclinal interna da epiderme (valores entre 0,23 ¢ 0,30). Em contrapartida, a caracteristica que

se mostrou mais conservativa foi o nimero de corddes de protoxilema.
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Tabela 2: A plasticidade dos dados histométricos em raizes adventicias da hemiepifita Vanilla bahiana (Orchidaceae) crescendo em aderidas ao
forofito, livres e fixadas no solo. A plasticidade foi obtida pelo Indice de Plasticidade & Distancia Relativa (RDPI, Valladares et al. 2006). Os

valores que apresentam letras diferentes na mesma linha sdo diferentes no nivel 0,05 do teste de Tukey.

Livres - Livres - Aderidas ao forofito p
Aderidas ao  Fixadas no solo - Fixadas no solo

forofito
Area transversal da raiz (mm?) 0,14c 0,18b 0,21a <.0001
Espessura da epiderme (um) 0,11b 0,20a 0,19a <.0001
Espessamento periclinal interno da epiderme (um) 0,23b 0,22b 0,33a <.0001
Espessura da exoderme (pm) 0,11b 0,17a 0,15a <.0001
Area transversal cortex + cilindro (mm?) 0,14b 0,18a 0,20a <.0001
Area transversal do cortex (mm?) 0,15b 0,20a 0,23a <.0001
Area transversal do cilindro (um?) 0,13b 0,23a 0,24a <.0001
N° de lacunas na regido interna do cortex 0,18a 0,19a 0,10b <.0001
Area total ocupada pelas lacunas na regido interna do 0,36a 0,34ab 0,30b <0,05
cortex em corte transversal (um?)
Calibre do metaxilema (um2) 0,18b 0,23a 0,23a <0,001
N° de corddes de protoxilema 0,07¢ 0,16a 0,10b <.0001
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Figura 1: Vanilla bahiana encontrada em mata de galeria na regido de Araguari. A) Visao geral
da mostrando o crescimento da hemiepifita sobre o for6fito. B) Detalhe das raizes aderidas ao
forofito (seta). C) Detalhe de raizes fixadas no solo (setas). D) Detalhe de raizes livres em

estagio inicial (setas).
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Figura 2: Composi¢do proteica das raizes de Vanilla bahiana (Orchidaceae). A) Corte

transversal da raiz livre, evidenciando a exoderme e a epiderme simples com células vivas na
maturidade. B) Corte transversal da raiz aderida ao foréfito evidenciando a epiderme simples.
C) Corte transversal da raiz fixada no solo, evidenciando o parénquima cortical infestado com

micorrizas. Ep= epiderme; Ex= exoderme e PC= parénquima cortical.
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Figura 3: Seccdes transversais das raizes de Vanilla bahiana (Orchidaceae). A, B e C) Raiz
livre, (A) visao geral do corte transversal da raiz mostrando a epiderme (seta), exoderme (seta),
parénquima cortical, lacunas do aerénquima (*) e o cilindro vascular, (B) evidenciando a
epiderme levemente impregnada com lipidio, (C) detalhe da epiderme levemente lignificada. D
e E) Raiz aderida ao forofito, (D) visao geral do corte transversal da raiz, mostrando a epiderme,
exoderme, parénquima cortical, lacunas do aerénquima (*), cilindro vascular, e (E) detalhe da
epiderme levemente lignificada. F e G) Raiz fixada no solo, (F) evidenciando a epiderme,
exoderme, parénquima cortical, lacunas do aerénquima (*), cilindro vascular e os pelos
radiculares, (G) detalhe da epiderme levemente lignificada. Marcagdo para lipidio (Sudam), e
para lignina (Filtro DAPI). Ep= epiderme; Ex= exoderme; PC= parénquima cortical; CV=

cilindro vascular e PR= pelos radiculares.
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Figura 4: Presenca de lipidios e lignina nos tecidos radiculares de Vanilla bahiana
(Orchidaceae). A e B) Evidenciando a impregnacao lipidica nas células da exoderme das raizes
(A) aderidas ao forofito e (B) fixadas no solo. C) Exoderme lignificada e as células de passagem
na regido em contato com o fordfito (setas). D) Detalhe das estrias de Caspary lignificadas nas
células da endoderme (seta) da raiz livre. E, F e G) Detalhe da endoderme com impregnagao
lipidica em raizes (E) nas aderidas ao forofito (F e G) e fixada no solo. H e I) Células da
endoderme com presenga de lignina (seta) em raizes (H) fixadas no solo e (I) livres. Ex=
exoderme; En= endoderme; CP= células de passagem; EC= estrias de Caspary e CV= cilindro

vascular.
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Discussao

As raizes adventicias de V. bahiana sao estruturalmente semelhantes a outras espécies
de orquideas, mas diferente do relatado na literatura (Stern & Judd 1999), aqui ndo podemos
considerar a epiderme como um velame. A epiderme unisseriada apresenta células vivas na
maturidade, assemelhando-se ao velame apenas pela presenga de espessamentos parietais
impregnados por lipideos e lignina, e ainda assim muito pouco conspicuos. Além disso, neste
estudo foram observadas diferengas morfoldgicas nas raizes crescidas sob as trés condigdes
ambientais (aderidas ao foréfito, livres e fixadas ao solo) fortemente relacionadas com o hébito
(aéreo ou terrestre), com menor plasticidade observada entre as raizes que crescem nos dois
habitos aéreos (aderidas ao foréfito ou livres). As caracteristicas que se mostraram mais
plasticas entre as trés condigdes foram os espessamentos periclinais internos da epiderme e a
area total ocupada pelas lacunas na regido interna do cortex, enquanto o niimero de polos de
protoxilema foi a caracteristica mais conservativa.

O maior diametro das raizes fixadas no solo com relagdo as livres poderia estar
relacionado com a absor¢ao e a conducao da agua e nutrientes (Olatunji & Nengim 1980; Zotz
1999), ou ser definido pelo volume do solo explorado com relacdo a quantidade de fotossintato
produzido (Atkinson 1991; Zotz 1999). De fato, o maior didmetro pdde ser atribuido a presenga
de um cortex mais desenvolvido, mas nao foi observada grande quantidade de amido nesta
regido, apenas pequenas goticulas de natureza lipidica. O contato das raizes com o forofito
causa mudancas em sua conformacao, incluindo o desenvolvimento de pelos e alteragdes na
epiderme e exoderme, como por exemplo a auséncia de espessamento periclinal na epiderme e
o maior numero de células de passagem na exoderme. Em muitos géneros, as raizes cilindricas
em contato com o substrato se diferenciam-se em dorsiventrais, cuja face dorsal assume fungao
protetora (Stern 2014) e a ventral desenvolve pelos radiculares (Dycus & Knudson 1957;

Sanford & Adalawo 1973; Benzing et al. 1982; Moreira ef al. 2013; Stern 2014) que auxiliam
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a fixagdo no substrato (Tomlinson & Metcalf 1969; Almeida et al. 2016) e apresentam fungao
absortiva (Stern 2014).

A epiderme, por estar em contato direto com o solo, exerce um papel de absor¢ao e ao
mesmo tempo seletivo (Barberon & Geldner 2014). Por defini¢do, o velame ¢é originado na
protoderme e perde seu protoplasto quando maduro (Engard 1944; Pridgeon 1983). Embora o
velame apareca em raizes de diversas familias (Benzing 1990; Kauff et al. 2000), ele ¢
particularmente especializado nas orquideas de ambientes xéricos (Benzing 1990). Nessas
plantas, as paredes celulares apresentam um complexo arranjo de poros e estrias lignificadas
(Pridgeon et al. 1983; Porembski & Barthlott 1988) que conferem fungdo absortiva, pelo
aumento da capilaridade e higroscopia no tecido (Benzing 1990), e suporte mecanico evitando
o colapso celular durante a dissecagdo (Benzing 1986). Em geral, o velame aparece como
multisseriado, porém algumas revisdes incluem espécies com epiderme unisseriada
pertencentes ao mesmo grupo (Stern & Judd 1999; Zotz 2013). Entretanto, aqui observamos
que em V. bahiana a epiderme apresenta contetido celular e espessamentos parietais pouco
conspicuos, impossibilitando sua determinacdo como velame.

Em contraste com as raizes livres analisadas, que ndo apresentaram pelos radiculares,
corroborando com observagdes anteriores de Stern & Carlsward (2009) e Moreira et al. (2013),
pelos radiculares foram observados por toda a circunferéncia das raizes fixadas no solo,
evidenciando seu papel na absor¢do de dgua e nutrientes. Por outro lado, apesar da mesma
espessura obtida para as raizes crescidas nos trés ambientes estudados, foi observado maior
espessamento da parede celular quando livres ou aderidas ao forofito. Além disso, o
espessamento parietal apresenta uma plasticidade maior entre os ambientes analisadas.

A exoderme, o cortex e a endoderme tém como origem o meristema fundamental
(Engard 1944). Nas raizes analisas a exoderme e a endoderme sdo semelhantes, formadas por

uma camada uniestratificada indicando o limite externo e interno do cortex (Engard 1944; Esau
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1966; Cutter 1969; Fahn 1974; Rudall 1987). A exoderme com espessamento de parede
formado por lignina fornece prote¢do mecanica e diminui a transpiragdo na raiz, pois aumenta
aumidade ao redor do cortex ao dificultar o retorno da dgua presente neste para o meio externo,
como Sanford & Adalawo (1973) e Benzing et al. (1982; 1983) observaram em orquideas. Por
outro lado, a endoderme apresenta estrias de Caspary constituidas por lignina. Ela atua como
barreira apoplastica influenciando na seletividade da absor¢ao de nutrientes e agua pelas raizes
(Peterson & Enstone 1996; Enstone et al. 2003; Schreiber & Frank 2011; Andreota et al. 2015).
As raizes aderidas ao for6fito apresentaram um maior nimero de células de passagem na
exoderme na regido em contato com o substrato. Tal fato sugere que estas raizes absorvem
grande parte de seus recursos do substrato, o que reduz ainda mais as evidéncias funcionais da
epiderme como velame.

Todas as raizes apresentaram lacunas na regido interna do cortex, mas as raizes livres
diferenciam-se por apresentar um nimero maior de lacunas. A area total ocupada pelas lacunas
¢ uma das caracteristicas que se mostraram mais plasticas entre as trés os ambientes analisados
(aérea, aderida e terrestre). Stern (1997) assumiu estes espacos com o armazenamento de
oxigénio (Stern 1997), enquanto Meyer (1940) associou ao transporte da dgua por capilaridade.
Em sintese, essa adaptacao reflete na redu¢do dos custos metabolicos da exploragdo no solo ao
passo que aumenta a aquisi¢ao de dgua e nutrientes (Jaramillo ez al. 2013). Estes espagos podem
ser formados por uma variedade de estimulos, como seca, alta temperatura, deficiéncia
nutricional e hipdxia (Drew et al. 2000; Bouranis et al. 2006; Zhu et al. 2010; Jaramillo et al.
2013).

O que mais destacou-se em relacdo ao cortex no sistema estudado foi a alta infestagao
por micorrizas nas raizes fixadas no solo com relagdo as raizes aderidas que apresentaram
apenas na face em contato com o substrato (as raizes livres ndo apresentaram infesta¢ao

micorrizica). Os fungos endomicorrizicos entram no cortex através das células de passagem
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exodérmica e estabelecem frequentes associagdes com orquideas (Peterson & Enstone 1996;
Senthilkumar et al. 2000). De fato, a relagao simbidtica entre fungos e orquideas ¢ comum (Zotz
1999), sendo uma condi¢do fundamental para a germinagdo de sementes e estabelecimento
destas plantas (Muthukumar & Sathiyadash 2009; Rasmussen & Rasmussen 2014). Para
Senthilkumar e Krishnamurthy (1998), existem diferentes tipos de associa¢des micorrizicas se
o cortex da raiz for levado em consideragdo como sitio de instalagdo. No entanto, no caso das
orquideas, as hifas dos fungos formam corptisculos intracelulares (pelotons) que podem ser
digeridos pelas células hospedeiras, tornando-os importantes para a nutricdo da planta (Lesica
& Antibus 1990; Senthilkumar et al. 2000). Além disso, as associagdes micorrizicas podem
beneficiar a planta na protecao de patdogenos, melhor tolerancia a metais pesados, maior area de
superficie radicular e captacdo aprimorada de nutrientes e agua (Smith & Read 1997).

O cilindro vascular ¢ formado por xilema poliarco em todas as raizes analisadas.
Apresentaram um numero de polos variados, conforme ja observado em outras espécies (Rosso
1966; Singh 1986). Alguns autores relacionam o niimero de polos de xilema com o diametro
daraiz, no qual as raizes finas t€ém menor nimero de po6los que as raizes grossas (Riitter & Stern
1992; Rosso 1966). Porém, os nossos resultados indicaram que o numero de pdlos de xilema
nas raizes livres e aderidas ao fordfito sdo maiores que nas fixadas no solo, que apresentam
didmetro maior. Todavia, o aproveitamento eficiente dos recursos ¢ maior devido ao grande
numero de corddes de xilema, visto que a distribuigdo da 4gua e nutrientes pelo corpo da planta
sera mais rapida (Joca ef al. 2017).

Em sintese, os pardmetros analisados nas raizes adventicias que se desenvolvem em
ambientes diferentes estdo relacionados com a habito na qual estas se desenvolveram, mais
especificadamente, no habito aéreo (livres e aderidas ao forofito) e terrestre (fixadas no solo).

Levando-as a desenvolverem caracteristicas que aumentam o seu sucesso no ambiente.
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Conclusao

A estrutura presente nas trés raizes analisados assume um papel importante do ponto de
vista funcional. Revela a adocdo de estratégias distintas nas diferentes condi¢cdes ambientais,
com diferentes diametros, area ocupada pelo aerénquima, nimero de corddes de protoxilema,
presenca de pelos radiculares e até mesmo na distribui¢do de células de passagem. Tais
caracteristicas buscam maximizar a aquisi¢do e distribuicdo de nutrientes, refletindo em um
sucesso expressivo no ambiente em que se encontra. As raizes desenvolvidas no habito aéreo
(aderidas ao forofito e livres) se diferenciam das que se desenvolvem no habito terrestre (fixadas
no solo). Pela presenca de proteinas foi possivel determinar a ocorréncia de uma epiderme viva,
diferente da estrutura em velame reportada na literatura. Além disso, foi observada maior
infestacdo de micorrizas no cortex das raizes fixadas no solo, ¢ a ocorréncia também nas

aderidas ao foréfito, o que sugere a dependéncia desta simbiose para sua nutrigao.
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