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Resumo

O sucesso adaptativo das orquideas em diferentes habitats deve-se ao desenvolvimento de
estratégias morfologicas e fisioldgicas que promovem maior eficiéncia do uso da dgua. Dentre
estas estratégias, podemos citar a suculéncia foliar, a absor¢do foliar de agua (Foliar water
uptake - FWU) e a expressio Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM). Além disso, as
raizes aéreas podem maximizar a absor¢do de dgua e nutrientes, processos que podem ser
relacionados com a presenca de um velame e a composi¢ao de sua parede celular. Diante disso,
hipotetizamos no Capitulo 1 que a FWU pode ser uma estratégia para aquisicao de agua pelas
orquideas epifitas e rupicolas devido a baixa disponibilidade hidrica nestes ambientes, e que o
metabolismo CAM aumentaria ainda mais a taxa de absor¢do de dgua por estas plantas. Para
testar esta hipdtese, avaliamos a capacidade de FWU e verificamos variagdes entre os habitats
epifitico, rupicola e terrestre, e entre o metabolismo C3 e CAM em 16 espécies de orquideas.
Descobrimos que a absor¢do foliar de 4gua pode ser uma estratégia desenvolvida pelas
orquideas, e possui relagdo com caracteristicas estruturais das folhas. As espécies rupicolas
apresentaram maior FWU, porém esta estratégia de absor¢ao de dgua nao foi favorecida pelo
metabolismo CAM. Ja no Capitulo 2, levantamos como hipdtese que as raizes aéreas e terrestres
de Vanilla phaeantha podem apresentar caracteristicas da parede celular que contribuem com
seu papel em cada ambiente, bem como entender como ocorrem modificacdes em sua estrutura
durante seu desenvolvimento. Para verificar as alteragdes na composicao da parede celular das
raizes de V. phaeantha foram realizadas andlises imunocitoquimicas utilizando anticorpos
monoclonais que marcam epitopos de proteinas, hemiceluloses e pectinas. Descobrimos que a
composicdo da parede celular das raizes aéreas (livres e aderidas ao forofito) e terrestres
(fixadas no solo) de V. phaeantha se altera em resposta ao ambiente, o que consequentemente
reflete na funcao exercida por essas raizes. Em sintese, a absor¢ao foliar de 4gua provavelmente
estéd relacionada com as condi¢des do habitat e os tracos morfoldgicos das folhas associados ao
uso da 4gua, e ajuda as orquideas a enfrentar eventos de seca. As raizes aéreas de V. phaeantha
apresentaram uma maior complexidade e presenca de pectinas, favorecendo o influxo de agua
e nutrientes. Nossos resultados fornecem novas perspectivas para compreender as estratégias
relacionadas ao uso da dgua apresentadas pelas orquideas em seus 6rgdos vegetativos para lidar

com as condi¢coes do ambiente.

Palavras-chave: absorc¢ao foliar de 4gua; epifitas; estresse hidrico; imunocitoquimica; parede

celular; plantas CAM
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Abstract

The adaptive success of orchids in different habitats is due to the development of morphological
and physiological strategies that promote greater efficiency in water use. Among these
strategies, we can mention foliar succulence, foliar water uptake (FWU), and the expression
Crassulacean Acid Metabolism (CAM). Furthermore, aerial roots can maximize the absorption
of water and nutrients, processes that can be related to the presence of a canopy and the
composition of its cell wall. Therefore, we hypothesized in Chapter 1 that FWU may be a
strategy for water acquisition by epiphytic and rupicolous orchids due to the low water
availability in these environments and that CAM metabolism would further increase the rate of
water absorption by these plants. To test this hypothesis, we evaluated the capacity of FWU
and verified variations between epiphytic, rupicolous, and terrestrial habitats, and between C3
and CAM metabolism in 16 orchid species. We found that foliar water uptake may be a strategy
developed by orchids, and is related to the structural characteristics of leaves. The rupicolous
species showed higher FWU, but this water absorption strategy was not favored by CAM
metabolism. In Chapter 2, we hypothesized that the aerial and terrestrial roots of Vanilla
phaeantha may present cell wall characteristics that contribute to their role in each environment,
as well as understand how changes in their structure occur during their development. To verify
the alterations in the composition of the cell wall of the roots of V. phaeantha,
immunocytochemical analyzes were performed using monoclonal antibodies that mark epitopes
of proteins, hemicelluloses, and pectin. We found that the cell wall composition of aerial (free
and attached to the phorophyte) and terrestrial (fixed to the soil) roots of V. phaeantha changes
in response to the environment, which consequently reflects on the function performed by these
roots. In summary, the foliar water uptake is likely related to habitat conditions and leaf
morphological traits associated with water use and helps orchids cope with drought events. The
aerial roots of V. phaeantha showed greater complexity and presence of pectin, favoring the
influx of water and nutrients. Our results provide new perspectives to understand the water use

strategies presented by orchids in their vegetative organs to deal with environmental conditions.

Keywords: foliar water uptake; epiphytes; hydric stress; immunocytochemistry; cell wall;

CAM plants
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Introducao geral

As orquideas estdo presentes em habitats com as mais diversas condi¢des ambientais,
podendo ser descritas como epifitas, rupicolas e terrestres (Black 1973; Williams-Linera ef al.
1995; Swarts e Dixon 2009; Zhang et al. 2015a). Ao contrario das espécies terrestres que
possuem acesso a agua disponivel no solo, as epifi,tas e rupicolas dependem de fontes
atmosféricas deste recurso (Kress 1986; Benzing 1990). Por isso, plantas epifitas estdo sujeitas
a maiores flutuagdes na disponibilidade de 4gua e nutrientes, enquanto as plantas rupicolas
crescem expostas a intensa irradiacdo solar, altas temperaturas, ventos fortes e escassez hidrica
e nutricional (Benzing 1990; Burke 2002). Dentre esses fatores, para ambos os grupos, o maior
desafio ¢ a escassez de agua, refletindo no desenvolvimento de estruturas adaptativas e
estratégias fisiologicas que maximizam o uso de agua (Withner 1959; Benzing 1990; Scatena e
Nunes 1996; Zotz e Hietz 2001; Laube e Zotz 2003). Como exemplo, pode ser observado um
sistema radicular especializado constituido por raizes adventicias, cujas raizes aéreas possuem
a funcdo de absor¢do de dgua e minerais gragas a presenca de tecidos especializados, como o
velame (Benzing 1990; Black 1973).

O velame ¢ uma epiderme multipla constituida por células mortas na maturidade, que
permite a rapida absor¢do de 4gua e nutrientes (Benzing 1990; Zotz e Winkler 2013). Em raizes
aéreas de orquideas, a presenga de pectinas na parede celular das células pode proporcionar
estabilidade, sustentacdo mecénica e favorecer a absor¢cdo de dgua e nutrientes pelo velame
(Joca et al. 2020; Lana et al. 2020). Durante o desenvolvimento das raizes, a composi¢ao pética
da parede celular também pode ser alterada (Joca ef al. 2020; Lana ef al. 2020). Nas raizes
jovens de Catlleya (Orchidaceae), a parede primaria apresenta deposi¢do de pectinas
homogalacturonanos (HGs) de alta metilesterificagdo, enquanto nos tecidos maduros sio
predominantes as formas pouco metilesterificadas (Lana et al. 2020). As proteinas

arabinogalactanas, por exemplo, podem auxiliar no alongamento e na expansao das células ao
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longo do desenvolvimento das raizes (Willats e Knox 1996). As condi¢des do ambiente
parecem moldar a estrutura das raizes, fazendo com que as raizes de orquideas apresentem
estruturas adaptativas relacionadas a aquisicdo de dgua e nutrientes (Moreira et al. 2013;
Thangavelu e Ayyasamy 2017). Em Acampe praemorsa (Orchidaceae), por exemplo, as raizes
aéreas em resposta a baixa disponibilidade de dgua apresentaram caracteristicas anatomicas
adaptativas, como a presen¢a do velame, enquanto as raizes em contato com o substrato
desenvolveram pelos radiculares para absor¢ao de dgua e nutrientes (Thangavelu e Ayyasamy
2017).

Outra estratégia, sdo folhas mais suculentas relacionadas ao armazenamento de agua e
a0 Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM) (Cushman 2001; Zotz e Bader 2009; Zhang et
al. 2015b). O metabolismo CAM, ¢ uma adaptacao fotossintética cuja eficiéncia do uso da agua
¢ maior do que as outras vias fotossintéticas, pois a fixa¢do do didéxido de carbono (CO2) ocorre
durante a noite, quando a perda de dgua por transpira¢do ¢ minima (Winter et al. 2005). Nas
plantas CAM, durante a noite os estomatos se abrem e o CO2 atmosférico ¢ capturado via
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase), sendo armazenado nos vactolos geralmente sob a
forma de 4cidos orgénicos (principalmente malato). De manha, o malato ¢ descarboxilado pela
enzima NADP-madlica e o CO; liberado ¢ fornecido ao ciclo de Calvin-Benson através da
atividade carboxilase da Rubisco, quando ¢ incorporado a compostos organicos (Cushman
2001). Visto que, os acidos organicos produzidos durante a noite sdo armazenados no vactolo
das células (Griffiths et al. 1986; Cushman 2001; Moreira et al. 2009), a expressdo do
metabolismo CAM, além de economizar 4gua, pode auxiliar na absor¢ao de dgua. Nestes casos,
o acumulo de acidos organicos nos vacuolos durante a noite pode diminuir o potencial osmético
da folha, e consequentemente seu potencial hidrico, aumentando a probabilidade de captacao

de dgua (Herrera et al. 2008).
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Outro processo que ajuda as epifitas vasculares a enfrentar melhor o déficit hidrico
presente no ambiente € a absorc¢ao foliar de agua (em inglés foliar water uptake - FWU) (Gotsch
et al. 2015; Pan et al. 2021). A FWU ja foi demonstrada em diversos ecossistemas e varias
espécies (Breshears et al. 2008; Limm et al. 2009; Goldsmith et al. 2013; Eller et al. 2013,
2016; Cassana et al. 2015; Boanares ef al. 2019), incluindo orquideas epifitas (Pan e al. 2021).
A FWU ocorre em resposta a um gradiente de potencial de hidrico, gerado pela diferenga de
pressdo de vapor entre a atmosfera e o interior da folha, fazendo com que a 4dgua ultrapasse a
superficie da folha e promova a hidratacao dos tecidos foliares (Burgess e Dawson 2004). Essa
entrada de 4gua pelas folhas promove uma série de vantagens para a planta, tais como o aumento
na eficiéncia no uso da agua, especialmente em ambientes sazonalmente secos, onde além da
chuva, a agua ¢ fornecida por névoa, neblina e orvalho (Limm et al. 2009; Limm e Dawson
2010; Goldsmith et al. 2013; Boanares et al. 2019; Oliveira et al. 2014; Vesala et al. 2017,
Berry et al. 2019).

As possiveis vias de entrada da dgua nas folhas sdo a cuticula (Ritpitakphong et al. 2016;
Gui et al. 2021), tricomas (Schreel ef al. 2020; Gui et al. 2021), hidatédios (Martin e von Willert
2000), e pelos estdmatos (Guzmén-Delgado et al. 2021). Além da presenca dessas
caracteristicas anatdmicas, a composi¢ao quimica da parede celular também pode influenciar
na FWU (Eller ef al. 2016; Schreel et al. 2020; Boanares et al. 2018). Por exemplo, a presenga
de algumas pectinas na parede celular das folhas pode aumentar a porosidade da parede, e
consequentemente, aumentar a capacidade de absor¢ao foliar de dgua (Boanares ef al. 2018;
Schreel et al. 2020). J4 nas raizes, alteragdes na disposicdo da celulose e composicdo dos
elementos nao celuldsicos da parede celular influenciam na permeabilidade, absor¢do e no
armazenamento de dgua (Albersheim et al. 1996; Joca et al. 2017, 2020).

Diante disso, esta dissertacao teve como principal objetivo avaliar diferentes estratégias

de absor¢do de agua por orquideas. Ela foi dividida em 2 capitulos. Levantamos como hipdtese
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no capitulo 1, que a FWU pode ser uma interessante estratégia para aquisicao de agua pelas
orquideas que crescem como epifitas e rupicolas, uma vez que estes ambientes impdem
restricdes como baixa disponibilidade hidrica. Acreditamos que o metabolismo CAM pode
levar a uma maior taxa de absorc¢ao de 4gua, uma vez que este metabolismo promove o acimulo
de 4cidos organicos durante o periodo noturno com consequente redu¢ao do potencial hidrico
foliar no periodo da manha. Neste capitulo, utilizamos 16 espécies de orquideas que crescem

como epifitas, rupicolas e terrestres (Fig. 1).
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Figura 1: Algumas espécies epifitas (A-C), rupicolas (D-G) e terrestres (H-K) utilizadas para

-

comparar a absorcdo foliar de agua. (A) Cattleya forbesii, (B) Vanilla phaeantha, (C)
Prosthechea pachysepala, (D) Gomesa warmingii, (E) Bulbophyllum weddellii, (F) Bifrenaria
harrisoniae, (G) Prosthechea vespa, (H) Epistephium sclerophyllum, (1) Habenaria
glazioviana, (J) Eulophia alta, e (K) Oeceoclades maculata. (Fotos: Jéssica F.; Aldineia Buss;

Ana Silvia Moreira; Danielle Souto e Ana Cristina Cirilo)

O capitulo 2 traz uma outra abordagem, onde as raizes protagonizam como principal

orgdo de absor¢ao de agua. Como modelo de estudo utilizamos Vanilla phaeantha Rchb.f.
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(Orchidaceae), uma espécie que apresenta raizes aéreas que crescem livres, fixadas ao foréfito
ou diretamente no solo (raizes terrestres) (Fig. 2). Em trabalho anterior (Lima e Moreira 2022),
mostramos que estas raizes possuem diferencas estruturais que afetam seus tragos fisioldgicos
e que podem interferir nas taxas de absor¢do de dgua. Aqui, levantamos como hipotese que
estes trés diferentes tipos de raizes além de anatomicamente diferentes, podem apresentar
caracteristicas da parede celular que contribuem com seu papel em cada ambiente, bem como

entender como ocorrem modifica¢des em sua estrutura durante seu desenvolvimento.
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Figura 2: Vanilla phaeantha encontrada em mata de galeria na regido de Araguari. Visdo geral
mostrando o crescimento da hemiepifita sobre o foréfito (A). Detalhe das raizes aéreas que
crescem livres (B), fixadas ao foréfito (C) ou diretamente no solo (raizes terrestres) (D) (setas).

(Fotos: Jéssica Ferreira)
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Capitulo 1: Do CAM metabolism and habitat influence foliar water uptake in orchids?
Jéssica Ferreira de Lima; Daniela Boanares; Vladimir Eliodoro Costa; Ana Silvia Franco

Pinheiro Moreira

Resumo

Plantas epifitas e rupicolas habitam ambientes com recursos hidricos limitados. Essas plantas
comumente expressam o Metabolismo Acido das Crassuldceas (CAM), uma via fotossintética
que funciona acumulando 4cidos orginicos nos vacuolos celulares a noite. Esse acimulo de
acidos reduz seu potencial hidrico foliar e favorece a absor¢do de dgua. A absorcdo foliar de
agua (FWU) tem sido demonstrada em muitas espécies e auxilia na sobrevivéncia dessas plantas
durante eventos de seca em ambientes com alto déficit hidrico. Hipotetizamos que a FWU pode
ser uma estratégia para aquisicdo de agua pelas orquideas epifitas e rupicolas, e que o
metabolismo CAM pode levar a uma maior taxa de absorcao de dgua. Utilizamos 16 orquideas
epifitas, rupicola e terrestre, e com metabolismo C3 e CAM. Cinco individuos foram utilizados
para avaliar sua FWU, suas caracteristicas estruturais ¢ o balanco hidrico de suas folhas.
Espécies rupicolas e com metabolismo C3 apresentaram uma taxa de FWU maior que as
demais. A FWU apresentou relagdo com a suculéncia, massa foliar especifica e ao contetido
relativo de agua das folhas. Esses resultados indicam que as altas densidades de folhas de
orquideas favorece a FWU, de modo que os espagos para o armazenamento de agua aumentam
com a densidade foliar. As caracteristicas estruturais ligadas ao armazenamento de 4gua (como
altos teores relativos de 4gua), por outro lado, podem limitar as taxas de absor¢do de dgua foliar
ao favorecer altos potenciais hidricos foliares. Orquideas epifitas, rupicolas e terrestres podem
apresentar FWU. Espécies rupicolas apresentaram altos niveis de FWU, provavelmente por
absor¢cdo de agua principalmente da neblina. No entanto, a suculéncia em plantas com

metabolismo CAM parece mitigar a FWU.

Palavras-chave: Estratégias adaptativas; caracteristicas foliares; Orchidaceae; fotossintese;

relagdes hidricas
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Abstract

Epiphytic and rupicolous plants inhabit environments with limited water resources. Those
plants commonly express Crassulacean Acid Metabolism (CAM), a photosynthetic pathway
that functions by accumulating organic acids in cell vacuoles at night. That accumulation
reduces their leaf water potential and favors water absorption. Foliar water uptake (FWU) has
been demonstrated in many species, and aids plant survival during drought events in
environments with high water deficits. We hypothesized that FWU represents a strategy
employed by epiphytic and rupicolous orchids for water acquisition and that CAM metabolism
would favor greater rates of water absorption. We examined 16 species of epiphyte, terrestrial,
and rupicolous orchids evidencing C3 or CAM pathways. Five individuals were used to
evaluate their FWU, their structural characteristics, and the water balances of their leaves.
Rupicolous species with C3 metabolism were found to have FWU greater than the others. FWU
was found to be related to succulence, specific leaf mass, and relative leaf water content. Those
results indicated that the high densities of orchid leaves favored FWU, as space for water
storage increases with leaf density. Structural characteristics linked to water storage (such as
high relative water contents), on the other hand, can limit leaf water absorption rates by favoring
high internal leaf water potentials. Epiphytic, rupicolous, and terrestrial orchids can show FWU.
Rupicolous species showed high levels of FWU, probably through water absorption mainly

from the mist. However, succulence in plants with CAM metabolism appears to mitigate FWU.

Key-words: Adaptive strategies; leaf traits; Orchidaceae; photosynthesis; water relations
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Introduction

Orchids are present in widely diverse habitats throughout the world, exhibiting
morphological and physiological strategies that allow them to adapt to diverse environmental
conditions (Benzing, 1990; Zotz & Heitz, 2001; Zhang et al., 2015; Yang et al., 2016). They
can be described as terrestrial, epiphytic, or rupicolous depending on the type of substrate on
which they develop, with terrestrial orchids growing on soil, epiphytes developing on other
plants (phorophytes), and rupicolous species growing on rocky surfaces (Williams-Linera et
al., 1995; Roberts & Dixon, 2008; Swarts & Dixon, 2009; Zhang et al., 2015). These species
encountered greater fluctuations in water and nutrient availabilities; while rupicolous plants are
exposed to intense solar radiation, high temperatures, and strong winds, and likewise have
limited access to water resources (Benzing, 1990; Burke, 2002). That scarcity of water
resources is critical to their survival and growth, as it compromises their metabolism and
becomes one of the most important limiting factors for both groups (Benzing, 1990; Laube &
Zotz, 2003; Zotz et al., 2010; Pereira & Santos, 2015; Zotz, 2016).

Adaptations that favor water acquisition and retention can be found in the roots, stems,
and leaves of epiphytic plants (Withner, 1959; Benzing, 1990; Zotz & Hietz, 2001). The roots
of epiphytes (and of many rupicolous plants) can obtain water from the atmosphere, so that
their root systems, in addition to anchorage functions, are capable of absorbing water by the
velamen and exhibit photosynthetic activity (Pridgeon, 1987). The leaves of epiphytes have
thick cuticles, low stomatal densities, and are often succulent (Gibson, 1982; Mantovani, 1999;
Zhang et al., 2015; Yang et al., 2016). Succulent leaves have high water storage capacities and
are frequently capable of Crassulacean Acid Metabolism (CAM), where organic acids produced
during the night are stored in cell vacuoles (Griffiths ef al., 1986; Cushman, 2001; Moreira et

al., 2009; Pires et al., 2012; Moreira et al., 2013).
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CAM metabolism favors efficient water use, fixing carbon dioxide (CO2) with
phosphoenolpyruvate (PEP-carboxylase) during the night when water losses by transpiration
are minimal (Winter et al., 2005; Freschi et al., 2007; Moreira et al., 2009; Castillo et al., 2016).
That accumulation of organic acids in vacuoles during the night may reduce the leaf water
potential and maximize water absorption and storage (Liittge, 2010). In a species of shrub or
tree, Clusia minor, organic acid production at night is significantly correlated with the
concentrations of acids in sap that can be extracted from the leaves in the morning — suggesting
that CAM metabolism induction causes reductions in intercellular osmotic potential values (and
consequently, in the leaf’s water potential) and aids in water absorption (Herrera et al., 2008).

Plant physiological studies have demonstrated that foliar water uptake (FWU) aids
survival during drought in environments with strong water deficits (Burgess & Dawson, 2004;
Eller et al., 2013, 2016; Cavallaro et al., 2020; Schreel et al., 2020; Liu et al., 2021). FWU
occurs when water diffuses through the leaf surface and foliar tissues in response to a water
potential gradient caused by a difference in water pressure between the atmosphere and the leaf
interior, thus hydrating that plant organ (Rundel, 1982; Burgess & Dawson, 2004). This
entrance of water through the leaves has a fundamental role in the survival and growth of
diverse species and provides seasonal ecological advantages (Limm et al., 2009; Simonin et al.,
2009; Eller et al., 2013; Boanares et al., 2019). Although FWU represents only a small portion
of the water that enters the leaves (in relation to the total amount of water absorbed by the
roots), that absorption has various impacts on leaf physiology as it increases foliar hydration
and water potential, reduces stomatal conductance, and increases water use efficiency — thus
improving the plant’s photosynthetic capacity (Burgess & Dawson, 2004; Limm ef al., 2009;
Simonin et al., 2009; Yang et al., 2010; Eller et al., 2016; Vesala et al., 2017; Berry et al.,

2019). FWU has been observed in many species growing in diverse ecosystems, principally

30



98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

localities that experience fog or dew (Breshears et al., 2008; Limm et al., 2009; Eller et al.,
2013, 2016; Goldsmith et al., 2013; Cassana et al., 2015; Gotsch et al., 2016).

Recent studies have proposed that FWU represents a norm, and is not an exception in
plants (Berry et al., 2019). As such, a better understanding of how FWU occurs, and the factors
that influence that type of water uptake, will contribute to a better understanding of its
importance during drought events (Eller et al., 2013, 2016; Schreel & Steppe, 2020; Liu et al.,
2021; Gui et al., 2021). Epiphytic and rupicolous habits impose a series of restrictions on plants,
including low water availability. As such, we raised the hypothesis that FWU can represent a
positive strategy for water acquisition among orchids in those habitats and that CAM
metabolism will result in greater rates of water absorption as that metabolic pathway
accumulates organic acids during the night, with consequent reductions in leaf water potential
during the early morning hours. We, therefore, used orchids as study models to: (1) determine
the FWU capacities of epiphytic, rupicolous and terrestrial orchids; (2) detect variations in
FWU capacities among C3 and CAM species; (3) detect differences in the structural
characteristics of orchid leaves among the different habitats and types of metabolism; and,
(4) determine if their leaf structural characteristics demonstrate consistent relationships with

FWU.

Materials and methods
Study Material

We utilized six epiphytic orchid species (Vanilla phaeantha Rchb.f., Dendrobium
fimbriatum Hooker, Cattleya forbesii Lindl., Cattleya guttata Lindl., Oncidium flexuosum
Sims, Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron & V.P.Castro), four terrestrial species
(Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl., Epistephium sclerophyllum Lindl., Eulophia alta (L.)

Fawc. & Rendle, Habenaria glazioviana Kraenzl. ex Cogn.), and six rupicolous species
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(Epidendrum secundum Jacq., Gomesa warmingii (Rchb.f.) M.W.Chase & N.H.Williams,
Bulbophyllum weddellii (Lindl.) Rchb.f., Prosthechea vespa (Vell.) W.E.Higgins, Bifrenaria
harrisoniae (Hook.) Rchb.f., Maxillaria acicularis Herb. ex Lindl.) in our experiments (Table
1).

Vanilla phaeantha a secondary hemiepiphyte with wide geographic distribution, present
in North, Central, and South America, and in the Antilles (Karremans et al., 2020), it was
included within the “epiphyte” group here and was found within a gallery forest in a Permanent
Environmental Preservation Area (PEPA) within the Fazenda Quilombo Farm in the
municipality of Araguari, Minas Gerais State, at 763 m.a.s.l. (18°43'58.5"S x 48°02'58.9"W).
Dendrobium fimbriatum, Cattleya forbesii, Cattleya guttata, Oncidium flexuosum, and
Oeceoclades maculata were being cultivated behind Block 2D at the Umuarama campus of the
Federal University at Uberlandia. Epistephium sclerophyllum, Eulophia alta, and Habenaria
glazioviana were collected in the Panga Ecological Reserve (total area 409 hectares), also in
Uberlandia (19°10°S x 48°23” O). All of those sites are characterized by the Koppen
classification system as having a tropical climate with a dry austral summer (April through
September), and a rainy season between October and March (Alvares et al., 2013). The mean
annual temperature at the REPA is 22 °C, with a yearly mean rainfall total of 1650 mm
(Embrapa, 1982); the mean annual temperature and rainfall rate in the Araguari region are 21.4
°C and 126.7 mm respectively.

Prosthechea pachysepala, Epidendrum secundum, Gomesa warmingii, Bulbophyllum
weddellii, Prosthechea vespa, Bifrenaria harrisoniae, and Maxillaria acicularis were collected
in the Cachoeira das Andorinhas Environmental Protection Area in the municipality of Ouro
Preto, Minas Gerais State (20°21°30"S x 43°30°11"W). The vegetation in that area grows on
thin soils covering rocky outcrops (banded-quartz hematite and hematite schist) or on lateritic

hardpans at mean altitudes of 1492 m.a.s.l. (Valim ef al., 2013). The climate there is temperate-
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humid, with dry winters and warm and humid summers, with mean annual temperatures
between 14 and 22 °C and mean annual rainfall rates between 1400 and 1800 mm, with frequent

fog events (Fundagdo Jodo Pinheiro, 1975; Pedralli et al., 2001).

Table 1. Habitat and photosynthetic metabolism (C3 or CAM) of the 16 orchid species
analyzed. The type of photosynthetic metabolism of each species was determined through
comparisons of their 613C values, with C3 metabolism being characterized by 613C values

between -20 and -35%0 and CAM metabolism by values between -10 and -22%o (Deines, 1980).

Habitat Species 83C (%0)  Photosynthetic metabolism
Vanilla phaeantha -16.42 CAM
Dendrobium fimbriatum -29.81 C3
Oncidium flexuosum -23.91 C3/CAM
Epiphytes
Cattleya forbesii -14.95 CAM
Cattleya guttata -16.49 CAM
Prosthechea pachysepala -28.96 C3
Oeceoclades maculata -17.66 CAM
. Eulophia alta -33.22 C3
Terrestrial
Epistephium scherophyllum -32.57 C3
Habenaria glazioviana -32.52 C3
Maxillaria aciculares -29.00 C3
Bifrenaria harresonie -26.50 C3
) Prosthechea vespa -25.27 C3
Rupicolous
Bulbophyllum weddellii -22.71 C3/CAM
Gomesa warmingii -27.34 C3
Epidendrum secundum -17.06 CAM

Measuring foliar water uptake (FWU)

To evaluate FWU, a mature intact leaf was removed from each of five individuals of
each species (n = 5) between 05:00 and 07:30 (when the relative humidity of the air was greatest
and CAM plants still show low water potentials in their leaves). The leaves sheaths were
immediately sealed with Vaseline and paraffin and removed to the laboratory, where they were

weighed (fresh weight in mg) using an analytical balance (Shimadzu AUY 220, Japan). The
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leaves were then immersed in distilled water and weighed again every 15 minutes for 2 h, then
weighed every 30 minutes for 2 h (and then again after one more additional hour) to obtain a
maximum water absorption curve (final weight in mg). Before each weighing, the leaves were
touch-dried using microfiber absorbent towels to remove any surface water (Liang et al., 2009).
Leaf areas were measured using ImageJ software (AxionVision 2.1.0). Water capture by the leaves
was calculated using a differential equation that provides data concerning the maximum foliar water
uptake (Cmax) and the velocity of water absorption (k) by leaf area (g H2O cm™ leaf area)
(Liang et al., 2009; Schreel et al., 2019; Pan et al., 2021). Leaf water uptake (1) and the rate of

water capture by the leaves (2) based on leaf area (g cm™), were calculated using the equations:

reshwei ght —turgi d wei ght
FIWJ = f g g g

leafarea (1)
AC=(Cmax — C)x(1— e ™)+ Ci (2)
where AC = C —C(i is the difference between the current leaf water content and the initial leaf

water content or the increment of leaf water absorption, k is the absorption exponential

coefficient of the leaf (or the curve number of the absorption function), # is the absorption time.

Determination of photosynthetic metabolism

The type of photosynthetic metabolism (C3 or CAM) of each orchid species was
determined based on the isotopic ratio of carbon R('3C/!2C). The processing of the leaf material
followed Ehleringer & Osmond (1989). Leaf fragments from two individuals of each species
were dried at 50 °C and subsequently macerated. The R('3C/'?C) of the samples were
determined using a Continuous Flow Isotope Ratio Mass Spectrometry (CF-IRMS) at the Stable
Isotopes Center, UNESP (Botucatu, Brazil). The CF-IRMS equipment is composed of an
elemental analyzer - EA (Flash 2000 — Thermo Scientific, Germany) coupled to an isotope-
ratio mass spectrometry (IRMS) (Delta V Advantage — Thermo Scientific, Germany) through

a gas interface (ConFlo IV — Thermo Scientific, Germany). Samples weighing 0.10 to 0.12 mg
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each and held in tin capsules were inserted into the EA and converted into CO> by combustion.
The R('3C/'*C) ratio of the CO, was determined in the IRMS, and the results converted to §'°C
(%o), representing the relative differences of the isotopic ratios, based on the international

VPDB standard reference according to the equation below (3).

613C — R(13C/12C)Sarrple
R(13C/12C)

-1 Q)

standard

The CF-IRMS uncertainty was estimated at +£0.15%o for 8'3C. The results were
normalized by two-point anchorage (Paul et al., 2007) using the USGS90 and USGS91
standards.

The photosynthetic metabolism of the plant was determined by comparing the §'°C
values encountered with the values proposed by Deines (1980), in which C3 metabolism is
characterized by §'°C values between -20 and -35%o and CAM by values between -10 and -

22%o.

Determination of saturation water content, relative water content, and specific leaf mass

The analyses of saturation water content (SWC) and relative water content (RWC) were
performed during the morning hours utilizing leaves from each of five individuals of each
species (n = 5). The SWC was used as the indicator of succulence and was determined by the
formula SWC = (TM — DM)/DM, where TM is the turgid mass after hydration for 24 hours and
DM corresponds to the dry mass of the material after drying at 60 °C to a constant weight
(Ogburn & Edwards, 2012). The relative water content (RWC) of the leaves at the moment of
the collection was calculated using the equation RWC = [(FM-DM)/(TM-DM)] *100, where FM
is the leaf fresh mass (Witkowski & Lamont, 1991). Tissue density was evaluated considering
the specific leaf mass (SLM) obtained by the formula SLM = DM/A, where A is the leaf surface

area (Witkowski & Lamont, 1991).
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Data analyses

The data were submitted to the Shapiro-Wilk normality test at a 5% level of significance.
To determine if there were differences in the structural parameters among plant habitats
(epiphytic, rupicolous, and terrestrial) and the types of metabolism (C3 or CAM), the data were
evaluated using the ANOVA test. Nonparametric data were analyzed using the Kruskal-Wallis
test (saturation water content and relative water content). Differences between the parameters
were considered significant at a 5% level of probability. We have included C3/CAM species in
the CAM species data.

Generalized linear models (GLMs) with Quasipoisson errors were constructed to verify
if the maximum absorption of water by the leaves (Cmax) and the absorption velocity (k)
(dependent variables) differed among the habitats and the types of photosynthetic metabolism
(independent variables). The GLM and linear regression were used to evaluate the influences
of leaf area, specific leaf mass, saturation water content, and relative water content on the
maximum foliar water uptake (Cmax) as well as the coefficient of absorption, which we
characterized as the velocity of water absorption (k) (dependent variables). The influence of
leaf area, SLM, RWC, and SWC on the FWU in relation to the different habitats was determined
using the data from 14 orchid species (Table 2), as D. fimbriatum (epiphyte) and E.
sclerophyllum (terrestrial) did not demonstrate FWU. To compare FWU between the two types
of photosynthetic metabolism (C3 and CAM) and the effects of the leaf structural parameters
(leaf area, SLM, RWC, and SWC) on FWU, the values of the species G. warmingii (C3) and
B. weddellii (CAM) that appeared as outliers were not used (Table 3). All of the analyses were

performed using R software (1386 4.1.3).
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Results
Foliar water uptake and structural variations in relation to habitat

Most of the orchids analyzed demonstrated FWU, except D. fimbriatum (epiphyte) and
E. sclerophyllum (terrestrial). The Cmax was greatest in rupicolous orchids as compared to
epiphytes (Fig. 1a). The (k) was found to be inversely proportional to Cmax. The velocity of

water absorption (k) of terrestrials were greater than those of rupicolous species (Fig. 1b).
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Figure 1. Foliar water uptake (FWU) parameters of 14 orchid species [epiphytes (5 species),
rupicolous (6 species), and terrestrials (3 species)]. Dendrobium fimbriatum (epiphyte) and E.
sclerophyllum (terrestrial) did not demonstrate FWU and were therefore not represented in these
graphs. Each boxplot represents the variations in the maximum water absorption (a) and
velocity of water absorption (b) of each species evaluated (n =5 for each species). The letters

represent differences among the habitats using generalized linear models (GLM) (P < 0.05).

The SLM was different among the different habitats (Fig. 2), being greater in rupicolous
species and lower among terrestrials (Fig. 2a). Epiphyte species evidenced RWC greater than
rupicolous or terrestrial species (Fig. 2b). The SWC of epiphytes and terrestrials were greater

than those of rupicolous species (Fig. 2c).
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Figure 2. Variations in leaf structures and the foliar water balances of 16 orchid species in
relation to epiphytic, rupicolous, and terrestrial habitats (n =5). (a) Specific leaf mass (SLM),
(b) relative water content (RWC), and (c) saturation water content (SWC). Different letters
indicate significant differences between the habitats by ANOVA, with posterior comparisons
of the means using the Tukey test (P < 0.05 was considered for both).

Foliar water uptake and structural characteristics in relation to photosynthetic metabolism
The species having C3 metabolism evidenced foliar water uptake rates greater than

CAM species (Fig. 3a), although their water velocity of water absorption was similar (Fig. 3b).
38
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Figure 3. Foliar water uptake (FWU) parameters of 12 orchid species having C3 (6 species)
and CAM (6 species) metabolism. The C3 species Dendrobium fimbriatum and E.
sclerophyllum did not demonstrate any FWU, and were therefore not represented in these
graphs. Each boxplot represents variations in the maximum foliar water absorption rate - Cmax
(a) and the velocity of water absorption - k (b) of each of the evaluated species (n =5 for each
species). Dendrobium fimbriatum (epiphyte) and E. sclerophyllum (terrestrial) did not
demonstrate FWU; G. warmingii and B. weddellii were considered outliers; thus, they were not
represented in these graphs. The letters represent significant differences between the habitats

using generalized linear models (GLM) (P < 0.05).

Species having CAM metabolism demonstrated greater SLM values than C3 species

(Fig. 4a), while the RWC and the SWC of CAM species were greater than those of C3 species

(Fig. 4b.c).
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Figure 4. Variations in the structures and foliar water balances of 16 Orchidaceae species in
relation to their photosynthetic metabolism, C3 or CAM (n =5). (a) Specific leaf mass (SLM),
(b) relative water content (RWC), and (c) saturation water content (SWC). Different letters
indicate significant differences between the habitats by ANOVA, with posterior comparisons

of the means using the Tukey test (P < 0.05 was considered for both).
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293 Foliar water uptake and structural characteristics
294 In terms of the orchids studied here, Cmax demonstrated a positive relationship with
295  leaf area and with SLM, but was negatively correlated with RWC; the (k) was not influenced
296 by the structural parameters of the leaves (Table 2).
297  Table 2. Effects or influences of the structural parameters of the leaves on the maximum rates
298  of water absorption (Cmax) and the water absorption velocities (k) of 14 orchid species in
299  relation to their habitats. LA, Leaf area; SLM, specific leaf mass; RWC, relative water content;
300 SWC, saturation water content. Dendrobium fimbriatum (epiphyte) and E. sclerophyllum
301  (terrestrial) did not demonstrate FWU, and were therefore not represented in these graphs. The
302 data were analyzed using generalized linear models (GLM), considering a 5% level of
303  probability.
Dependent variables  Independent variables Estimate (B) Std. Error t value P value
LA 0.006664 0.002786 2.392 <0.01
SLM 0.077589 0.010356 7.492 <0.0001
Cmax
RWC -0.126127 0.036261 -3.478 <0.0001
SWC -0.079128 0.052884 -1.496 >0.05
LA 0.004996 0.003344 1.494 >0.05
SLM -0.020962 0.027669 -0.758 > 0.05
k
RWC 0.100903 0.065817 1.533 >0.05
SWC 0.031931 0.043027 0.742 >(0.05
304
305 Analyses of the plant habitats separately showed the epiphytic orchids as having a
306  negative relationship between RWC and Cmax (Fig. 5a), and neither of those parameters had
307  apparent effects on the velocity of water absorption (k). Among rupicolous species, the Cmax
308  was negatively related to RWC and positively related to SLM (Fig. 5b,c); their (k) was
309  positively related to RWC (Fig. 5d). The Cmax of terrestrial orchids were not related to any
310  structural leaf parameters, although their (k) were found to be positively related to SWC (Fig.
311  5e). The other leaf parameters did not demonstrate any relationships to Cmax or (k).
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Figure 5. Relationships between the relative water content (RWC), saturation water content
(SWCQC), and specific leaf mass (SLM) with the maximum foliar water absorption rate (Cmax)
and the velocity of water absorption velocity (k) of 14 epiphyte, terrestrial, and rupicolous
orchid species. Dendrobium fimbriatum (epiphyte) and E. sclerophyllum (terrestrial) did not
demonstrate FWU, and were therefore not represented in these graphs. Negative relationships
can be observed between the RWC and the Cmax of the epiphyte (a) and rupicolous orchids

(b). Positive relationships can be observed in rupicolous orchids between SLM and Cmax with
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319  (c), and between RWC and k (d). Positive relationships in terrestrial orchids can be observed
320  between SWC and k (e). The data correspond to linear regression analyses considering P <0.05.
321
322 In terms of photosynthetic metabolism, the Cmax in all of the species were related to
323  both the SLM and their RWC; (k) was not found to have any influence on leaf structural
324  characteristics (Table 3).
325
326  Table 3. Effects of the leaf structural parameters on the maximum rates of water absorption
327 (Cmax) and the water absorption velocities (k) of 12 orchid species in relation to their
328  photosynthetic metabolism. LA, Leaf area; SLM, specific leaf mass; RWC, relative water
329  content; SWC, saturation water content. Dendrobium fimbriatum (epiphyte) and E.
330  sclerophyllum (terrestrial) did not demonstrate FWU; G. warmingii and B. weddellii were
331 considered outliers; thus, they were not represented in these graphs. The data were analyzed
332 using generalized linear models (GLM), considering a 5% level of probability.
Dependent variables Independent variables Estimate (p) Std. Error t value P valeu
LA 0.0058 0.0026 2.169 <0.01
SLM 0.0234 0.0276 0.848 >0.05
Cmax
RWC -0.1111 0.0432 -2.567 <0.01
SWC -0.0598 0.0422 1415 >0.05
LA 0.0046 0.0038 1.214 >0.05
) SLM -0.0175 0.0369 -0.474 >0.05
RWC 0.0897 0.0830 1.081 >0.05
SWC 0.0270 0.0467 0.580 >0.05
333
334 In analyzing the relationships between FWU and structural characteristics of the leaves
335  within CAM and C3 metabolism, structural characteristics evidenced influence only on the
336 Cmax. Among species having C3 metabolism and considering all of the structural
337  characteristics, only the RWC had a negative influence on the quantities of water absorbed by
338  the leaves (Fig. 6a); the Cmax of the species having CAM was only positively influenced by
339  the SLM (Fig. 6b).
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Figure 6. Relationships between foliar relative water content (RWC) and specific leaf mass
(SLM) with the maximum foliar water uptake rate (Cmax) in 12 orchid species having C3 and
CAM photosynthetic metabolism. Negative relationships can be observed between RWC and
the Cmax of C3 orchids (a). Positive relationships can be observed between SLM and Cmax of
CAM orchids (b). Dendrobium fimbriatum (epiphyte) and E. sclerophyllum (terrestrial) did not
demonstrate FWU; G. warmingii and B. weddellii were considered outliers; thus, they were not

represented in these graphs. The data correspond to linear regression analyses, considering P

<0.05.

Discussion

Both FWU and leaf structures were found to differ in relation to the different habitats
(terrestrial, rupicolous and epiphytic) and different photosynthetic pathways (C3 or CAM).
Rupicolous orchids absorb larger quantities of water through their leaves (FWU) than epiphyte
species. Foliar water uptake is related to habitat conditions and the morphological traits of the
leaves associated with water use. As such, water stress/low water availability is reflected in
strategies that can maximize water uptake and promote its efficient use, such as FWU. The
presence of mist in campo rupestre (typical vegetation on rocky outcrops above 800 m a.s.l.)
areas appears to facilitate the entrance of water by that alternative pathway. We were also able
to demonstrate that species having C3 metabolism evidence greater rates of FWU as compared

to CAM species. FWU was found to be related to leaf structural characteristics related to water
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storage in leaf tissues, such as SLM, SWC, and the leaf water status (RWC). The relationship
between FWU and the SWC of the leaves evidenced the balance that exists between FWU in

orchid species and their capacity to store water.

Foliar water uptake in relation to habitat and the structural characteristics of the leaves

Foliar water uptake has been reported in species present in diverse ecosystems,
principally in localities where fog, mist, and dew are frequent (Burgess & Dawson, 2004;
Breshears et al., 2008; Wang et al., 2016; Steppe et al., 2018; Cavallaro et al., 2020). We
observed here that almost all of the orchids studied here, independent of their habitat (epiphytic,
rupicolous, or terrestrial), are capable of FWU. Rupicolous species present in areas where mist
is common, such as in campos rupestres (Scatena & Nunes, 1996), demonstrated greater rates
of foliar water absorption (Cmax), while their (k) was inversely proportional to Cmax, as has
been reported by other researchers (Boanares ef al., 2018). In contrast to terrestrial orchids that
grow fixed in the soil, rupicolous and epiphytic orchids are exposed to more stressful
conditions, with low availabilities of both water and nutrients. In the case of rupicolous species,
there is also the factors of high light intensities, strong winds, variable temperatures, and thin
soils (Burke, 2002; Silveira et al., 2016). Due to those conditions, it would be expected that
epiphytic plants, and principally rupicolous species, would develop specializations related to
the acquisition and conservation of their water resources (Negreiros ef al., 2014), with FWU
being a strategy already recorded in orchids, and observed among epiphytes such as the genus
Dendrobium (Pan et al., 2021).

The amount of water absorbed through plant leaves is related to the relative humidity of
the air (Li et al., 2014; Kerhoulas et al., 2020; Liu et al., 2021), so that the rupicolous species
analyzed can benefit from mist events and absorb water by FWU in quantities greater than

epiphyte species. Mist or fog events associated with the wetting of leaves will improve their
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functioning, as those events can maximize water use efficiency during water deficit conditions
(Eller et al., 2013; Oliveira et al., 2014a, b; Fu et al., 2016; Bittencourt et al., 2019; Hayes et
al., 2020), and can be considered important sources of water (through FWU) for vascular
epiphytes (Gotsch et al., 2015; Wu et al., 2018). FWU occurs in response to a water potential
gradient between the atmosphere and the intercellular spaces of the leaf mesophyll (which are
more negative) (Burgess & Dawson, 2004). We observed the low relative water content values
(RWC) among rupicolous orchid leaves maximize absorption by FWU. FWU presents various
advantages to the physiology of the plant, as it improves leaf water content (and therefore the
leaf water potential), and foliar photosynthetic outputs by improving carbon gains and reducing
stomatal conductance (Limm et al., 2009; Simonin et al., 2009; Yan et al., 2015; Eller et al.,
2016; Guzméan-Delgado ef al., 2018; Holanda et al., 2019; Wang et al., 2019).

The morphological characteristics of the leaves of the rupicolous and epiphyte species
analyzed here were similar to those reported in the literature (Watkins & Cardelus, 2012; Zhang
et al., 2015; Yang et al., 2016), that is, high SLM values can be related to environmental
conditions and strongly influence the leaf water balance (Zotz & Bader, 2009). Additionally,
leaf mass provides information concerning the manners in which resources are used by the
plants (Vendramini et al., 2002; Poorter & Bongers, 2006; Poorter et al., 2009). The greater
densities of the leaves of rupicolous and epiphyte species can be related to water storage by
their tissues and their drought resistance, as seen with epiphytic species of Cymbidium, which
have high SLM and succulence as compared to terrestrial species (Negreiros et al., 2014; Zhang
et al., 2015). Specific leaf mass, one of the aspects considered as an index of sclerophylly, is
an indicator of the structural strategies developed in response to a scarcity of water in the
environment, where greater SLM (denser leaves) would be expected (Grime, 2001; Wright et
al., 2001; Westoby et al., 2002; Silveira et al., 2015). Similarly, in our study, we observed

greater SLM values in rupicolous species, that grew in an environment considered xeric (campo
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rupestre). On the other hand, the low leaf densities (low SLM values) encountered in terrestrial
orchids may be related to their efficiency in capturing water resources (Wright et al., 2004;
Poorter et al., 2009).

In relation to leaf succulence (as evaluated by SWC) and water status (RWC), the leaves
of epiphyte and terrestrial orchids examined in this work were more succulent, and the
epiphytes evidenced greater quantities of water in their tissues. Succulence is an adaptive
strategy to compensate for scarce water resources, as it allows for water storage in the leaves
that will improve the plant’s water balance (Eggli & Nyffeler, 2009), and can be considered a
strategy for avoiding water stress at the cellular level (Zotz & Bader, 2009; Ogburn & Edwards,
2012). Epiphytic orchids generally demonstrate morphological characteristics distinct from
terrestrial species, as the leaves of the epiphytes are more succulent, and their leaf water
contents are greater and linked to greater efficiency in water retention and storage (Zhang et
al., 2015). That high investment in water storage among epiphytic orchids studied here, reflect
their lesser efficiency of FWU, as represented by their low values of Cmax (as has been reported

for other epiphytes) (Gotsch et al., 2015; Pan et al., 2021).

Foliar water uptake in relation to the types of photosynthetic metabolism

Both the C3 and CAM metabolism species demonstrated FWU. However, different
from our hypothesis, the C3 species evidenced greater foliar water uptake rates (Cmax).
Additionally, C3 plants had lower values of leaf structural characteristics related to water
storage (SWU and SLM). As such, the C3 species analyzed indicated a greater FWU capacity
while their investments in structures related to leaf water storage were relatively low. Gotsch et
al., (2015) and Pan et al., (2021) reported that species evidencing low succulence and low SLM

values had higher FWU levels.
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CAM species, on the other hand, evidenced low foliar water absorption rates, but
demonstrated greater leaf densities (high SLM values), high relative water contents, and greater
leaf succulence. CAM metabolism is an adaptive strategy to occupy dry environments that
improves water use efficiency (Kluge & Ting, 1978). Leaf succulence is a typical characteristic
of plants with CAM (Gibson, 1982; Smith ef al., 1996; Winter & Smith, 1996; Nelson et al.,
2005, 2008; Luttge, 2019), as the vacuoles of the leaf cells are used to store water and
accumulate organic acids (Griffiths et al., 1986; Cushman, 2001; Moreira et al., 2009;
Niechayev et al., 2019). Tillandsia utriculata L. (Bromeliaceae), for example, is an epiphytic
CAM species of Cerrado vegetation (neotropical savannas, typical of central Brazil) that
evidences various characteristics linked to water conservation, including leaf succulence
(Rosado-Calderon et al., 2018). The accumulations of water in those plant tissues aid in
reducing water stress (Liittge, 1986; Martin et al., 2009) and can be considered a strategy of
drought avoidance at cellular and tissue levels (Orburn & Edwards, 2012). Our analyses,
therefore, indicated that species that demonstrate CAM metabolism invest more in structures
linked to water storage capacities to alleviate water stress (Zotz & Bader, 2009; Ogburn &
Edwards, 2013; Pivovaroff et al., 2014) than in FWU. Among the species studied here, the
observed reductions of their water potentials during the night does not seem to be linked to

other leaf structural characteristics that would favor water absorption.

Leaf structural characteristics and FWU

The morphological and physiological characteristics of plant leaves influence the
quantities of water they can absorb (Wang et al., 2016; Bittencourt et al., 2019). We observed
here that some morphological traits, such as SLM, SWC and RWC, demonstrate relationships
to FWU. Among rupicolous orchids and plant species having CAM metabolism, the quantities

of water absorbed by their leaves increases proportionally to leaf density (greater SLM). SLM
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is a factor associated with strategies linked to increasing productivity and resource
conservation, such as longer leaf longevity (Grime, 2001; Westoby et al., 2002; de la Riva et
al., 2016). Therefore, high SLM values, as encountered in rupicolous plants and those having
CAM metabolism, can also exercise relevant roles in FWU strategies, as the numbers of leaf
cells proportionally increase leaf density, and provide more spaces for water storage.

As FWU re-hydrates leaf tissues, it increases their water contents and their water
potential levels (Munné-bosch, 2010; Yan et al., 2015; Guzman-Delgado et al., 2018; Wang et
al., 2019; Liu et al., 2021). However, it has been demonstrated with some vascular epiphytes
common in the tree canopies of cloud forests, such as bromeliads and ferns (Kohler ez al., 2007),
that as their water contents increase, their rates of water absorption from mist decrease (Tobon
et al., 2011). That observation indicates that the RWC has a negative relationship with the
quantities of water absorbed by the leaves (Cmax), in a manner similar to the epiphyte and
rupicolous species and those evidencing C3 metabolism in the present study. The difference in
water potential between the atmosphere and the leaf corresponds to the driving force for FWU,
with an antagonistic relationship to Cmax (Rundel, 1982; Boanares ef al., 2019). As such, the
relationship between high RWC values and a high leaf water potential will limit foliar water
uptake (Cmax) in epiphyte and rupicolous plants and in those species studied here with C3
metabolism. In addition, leaf structures in epiphyte species, such as a thick cuticle, are generally
related to resistance to water losses to the environment, but can also reduce FWU (Yang ef al.,
2016; Wu et al., 2018; Pan et al., 2021), as seen in the epiphytic orchid species studied here.

In relation to the velocity of water absorption (k), the absorption velocity in rupicolous
species increases as the RWC of the leaf also increases, while in terrestrial species, the foliar
water absorption rate is proportional to the SWC. That relationship between k and RWC may
be linked to the rapid hydration of the leaf tissues, as the velocity of water absorption (k) is

intimately related to the water balance of the plant (Boanares et al., 2019). The terrestrial

49



485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

species studied here evidenced greater succulence and a consequently greater capacity for
storing water, as proposed by other authors (Kluge & Ting, 1978; Mantovani, 1999). As the
foliar water absorption rate was relatively low among terrestrial species, and k is inversely
proportional to Cmax (Boanares et al., 2018), the velocity of water absorption can increase as
water storage space increases. Some vascular epiphytes, for example, evidence a strategy of
compensation between their FWU and water storage, in which species with very succulent
leaves demonstrate limited FWU (Gotsch et al., 2015; Pan et al., 2021). Therefore, the
terrestrial species studied here investing in structures related to water storage.

We observed that almost all of the orchid species studied here are capable of absorbing
water through their leaves. However, the FWU and leaf structures differed among terrestrial,
rupicolous and epiphytic species and between species having C3 or CAM metabolism. Among
the different habitats, the rupicolous species evidenced greater foliar water absorption rates,
favoring water conservation in the unfavorable conditions of their natural environment. In
relation to photosynthetic metabolism, the C3 species evidenced greater leaf water absorbance
rates than the CAM species. The C3 species also demonstrated low investments in leaf water
storage structures as compared to CAM species, where leaf succulence appears to generate a
water balance unfavorable to FWU. The structural characteristics of leaves linked to water
storage (SLM and SWC) and to leaf water status (RWC) are related to FWU. The greater leaf
densities observed in rupicolous orchids and those having CAM metabolism are positively
related to FWU, as the spaces available for water storage increase with increasing leaf density
(with the numbers of cells). Among the epiphyte and rupicolous orchids, and those studied here
having C3 metabolism, the quantities of water stored in their leaves can limit the foliar water

absorption rate (Cmax) by generating a high leaf water potential.
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Capitulo 2: Habito aéreo e terrestre das raizes adventicias da hemiepifita Vanilla
phaeantha (Orchidaceae) afeta a composicao de epitopos da parede celular ao

longo da maturacio celular

Jéssica Ferreira de Lima, Vinicius Coelho Kuster, Denis Coelho de Oliveira e

Ana Silvia Franco Pinheiro Moreira

Resumo

Em resposta as restricdes impostas pelo habito epifitico, as orquideas desenvolveram
adaptacdes que permitem uma maior eficiéncia no uso da dgua, por exemplo, um sistema
radicular complexo constituido por raizes adventicias. A estrutura e composicao da
parede celular influenciam na permeabilidade, absor¢ao e no armazenamento de 4gua em
raizes. Este trabalho, teve como objetivo avaliar a composi¢ao da parede celular em niveis
de proteinas, hemicelulose e pectinas em raizes adventicias que crescem aderidas ao
forofito, fixadas no solo ou livre de Vanilla phaeantha, bem como ao estagio de
maturacdo delas. Andlises imunocitoquimica foram utilizadas para verificar a composi¢ao
das paredes celulares das raizes aéreas e terrestres nos estagios jovem e maduro. Os
diferentes tipos de proteinas, hemiceluloses e pectinas foram detectados de forma distinta
entre os tipos de raizes e estagios de maturagdo celular. As raizes aéreas apresentaram
uma maior complexidade e presen¢a de pectinas, o que pode favorecer o influxo de agua
e nutrientes. A baixa marcagdo de epitopos de pectinas nas raizes terrestres, pode estar
relacionada com o transporte apoplastico de ions. Em relacdo a maturacdo das raizes, o
habitat aéreo e terrestre, pode modificar os padrdes de deposicdo de compostos como
homogalacturonanos. A deposicdo de xiloglucanos e das proteinas extensinas e
arabinogalactanas nas raizes aderidas ao forofito da suporte mecanico para a epiderme
livre. A marcacao de hemiceluloses e pectinas nas raizes aéreas, aumentam a rigidez e
sustentabilidade celular, corroborando nossa hipotese. Em sintese, o habito das raizes

pode interferir na estrutura das suas paredes celulares.

Palavras-chave: desenvolvimento, hemiepifitas, pectinas, proteinas, hemicelulose,

Cerrado, Brazil
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Abstract

In response to the restrictions imposed by the epiphytic habit, orchids have developed
adaptations that allow greater efficiency in the use of water, for example, a complex root
system consisting of adventitious roots. The structure and composition of the cell wall
influence the permeability, absorption, and storage of water in roots. This work aimed to
evaluate the cell wall composition in protein, hemicellulose, and pectin levels in
adventitious roots that grow attached to the phorophyte, fixed in the soil or free from
Vanilla phaeantha, as well as their maturation stage. Immunocytochemical analyzes were
used to verify the composition of the cell walls of aerial and terrestrial roots in the young
and mature stages. Different types of proteins, hemicelluloses, and pectins were detected
differently among root types and cell maturation stages. Aerial roots showed greater
complexity and presence of pectins, which may favor the influx of water and nutrients.
The low labeling of pectin epitopes in terrestrial roots may be related to the apoplastic
transport of ions. Regarding root maturation, aerial and terrestrial habitats can modify
deposition patterns of compounds such as homogalacturonans. The deposition of
xyloglucans and extensin and arabinogalactan proteins in the roots attached to the
phorophyte provides mechanical support to the free epidermis. The labeling of
hemicelluloses and pectins in aerial roots increases cellular rigidity and sustainability,
corroborating our hypothesis. In summary, the habit of roots can interfere with the

structure of their cell walls.

Keywords: development, hemiepiphytes, pectins, proteins, hemicellulose, Cerrado,

Brazil

67



Introducio

Plantas epifitas crescem em condi¢des ambientais desfavoraveis, como flutuagao
na disponibilidade de 4gua e de nutrientes. Tais condigdes sao geralmente atenuadas por
tragos morfologicos, anatdomicos e fisioldgicos especificos (Benzing 1990; Proenca e Sajo
2008; Macedo 2013; Sailo et al. 2014; Zhang et al. 2015; Yang et al. 2016; Hoeber e Zotz
2021; Pan et al. 2021). Dentre as plantas epifitas, as orquideas destacam-se com 75% de
frequéncia nesse habito (Zotz et al. 2021). Exibem um sistema radicular especializado e
complexo composto por raizes adventicias que permitiram crescer sobre outras plantas
(Benzing 1990; Zotz e Winkler, 2013). Essas raizes sdo aéreas e possuem a funcdo de
fixagdo e absorcao de 4gua e minerais dada a presenca de tecidos especializados, além de
realizarem fotossintese (Benzing 1990; Moreira et al. 2013; Joca et al. 2017).

Dentre estes tecidos, destaca-se a presenca do velame, uma epiderme
especializada simples ou multipla e constituida por células mortas na maturidade
(Benzing 1990; Zotz e Winkler 2013). O velame proporciona uma rapida absor¢do de
dgua, minimiza a perda de 4gua das raizes, fornece prote¢do contra os raios UV-B,
protecdo mecanica e absorc¢ao e retengdo de nutrientes (Zotz e Winkler, 2013; Chomicki
et al. 2015; Joca et al. 2017; 2020). Além do velame, que pode variar em niimero de
camadas e espessura, com uma forte relacdo na absor¢do de dgua e nutrientes, as raizes
aéreas das orquideas foram reportadas com outras caracteristicas relacionadas as
condi¢des de estresse hidrico, tais como cortex com células grandes e diferentes
espessamentos parietais (facilitam o transporte apoplastico), endoderme e exoderme com
evidente espessamento de parede, e arcos do xilema maiores que nas suas raizes terrestres
(Moreira e Isaias 2008, Thangavelu e Ayyasamy 2017; Joca et al. 2017).

Modificagdes na composicdo e na estrutura da parede celular vegetal ja foram

reportadas frente a diferentes fatores abidticos e hébitos de vida, interferindo na
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diferenciagdo e na estrutura celular final (Houston et al. 2016; Lorenzo et al. 2019; Lana
et al. 2020). A parede celular ¢ constituida por microfibrilas de celulose, hemiceluloses,
pectinas e proteinas (Macedo 2013; Albersheim et al. 2011). A celulose ¢ um
polissacarideo constituido por unidades de (1 — 4) -B-D-glucopiranose que conferem a
parede celular resisténcia a tracdo, com aumento da porosidade, da adesdo e da
flexibilidade das células quando associadas as pectinas (Jarvis 1984; Newman 2004;
Albersheim et al. 2010). As hemiceluloses sao bem frequentes na parede celular e sao
formadas por esqueletos compostos principalmente de hexoses ou pentoses, que podem
formar xiloglucanos, heteromananos, heteroxilanos e glucanos de ligagdo (Pauly et al.
2013). Os xiloglucanos (XG) sdo as hemiceluloses mais encontradas na parede celular e
proporcionam o seu afrouxamento e expansao, contribuindo assim na arquitetura e
propriedades mecanicas da parede celular (Pauly ef al. 2013; Kaku ef al. 2004).

As pectinas sdo polissacarideos estruturais relacionados a adesdo, rigidez,
porosidade e manutengdo da hidratacdo da parede celular. Além disso, podem estar
envolvidas com o seu afrouxamento e remodelagem (Albersheim et al. 2011; Hamant e
Haswell 2017). As pectinas s3o divididas em trés grupos principais, o0s
homogalacturonanos (HGs), rhamnogalacturonanos-I (RGI) e rhamnogalacturonanos
(RG) (Ridley et al. 2001; Willats et al. 2001; Albersheim et al. 2011). As proteinas atuam
também na estruturagdo das paredes celulares vegetais, com destaque para as
arabinogalactanas (AGPs) e as extensinas (EXTs) por estarem relacionadas com a
morfogénese das células vegetais durante o seu crescimento e a sua diferenciacdo (Gao e
Showalter 2000; Albersheim et al. 2011). Nas raizes, por exemplo, ja foi demonstrado
que as AGPs podem auxiliar no alongamento e na expansao das células ao longo do seu

desenvolvimento (Willats e Knox, 1996). As EXTs refor¢am a parede celular e sdo
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frequentemente encontradas em tecidos maduros apos o fim do crescimento primario
(Cassab 1998; Sabba e Lulai 2005; Lamport ef al. 2011).

Alteragdes na disposi¢ao da celulose e composi¢ao dos elementos nao celulosicos
da parede celular influenciam na permeabilidade, absor¢ao e no armazenamento de agua
em raizes (Albersheim et al. 1996, 2011; Joca et al. 2017, 2020). Em geral, a presenca de
uma parede celular rigida com arranjo dinamico e complexo contribui para o crescimento,
desenvolvimento e para a especializagdo funcional dos tecidos e 6rgaos, através de
eventos de sinalizacdo (Knox 2014; Lorenzo ef al. 2019). Para 4 espécies de Catlleya
(Orchidaceae), o inicio da forma¢do da parede primaria foi marcado pela deposicao de
pectinas HGs de alta metilesterificacdo, seguida pela demetilesterificacdo durante o seu
amadurecimento, bem como deposicao de lignina e lipidios no velame, mancado assim a
transi¢do para a deposicao da parede secundaria (Lana et al. 2020). Essas e outras
caracteristicas estruturais interferem no fluxo de agua e nutrientes nas raizes (Joca et al.
2017), porém os estudos com esta tematica ainda sdo incipientes diante da diversidade de
plantas e tipos de raizes. Desta forma, estudos com foco na estrutura e composi¢ao da
parede celular podem auxiliar na compreensdo das formas e fun¢des desempenhadas
pelas raizes, nos permitindo compreender o papel da parede celular estrutura nos
diferentes tipos de raizes.

No género Vanilla (Orchidaceae) ocorrem espécies com raizes aéreas e terrestres
que possuem diferencas estruturais que afetam os seus tragos fisioldgicos, como o maior
calibre do metaxilema nas raizes terrestres, que interfere nas taxas de absor¢do de agua
(Stern e Judd 1999). Nas raizes aéreas, ainda sao reportados dois subtipos, as que ocorrem
fixadas no forofito e as que se encontram livres, como em Vanilla phaeantha (Alconcero
1968; Ferreira et al. 2017; Karremans et al. 2020). Em trabalho anterior (Lima e Moreira

2022), mostramos que estas raizes possuem diferencas estruturais, como 0s
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espessamentos periclinais externos da exoderme junto a epiderme e a presenca de pelos
radiculares. As raizes aéreas e livres apresentam um maior espessamento de parede da
exoderme, enquanto as raizes aderidas apresentam pelos radiculares na regido em contato
com o forofito, e as terrestres em toda a sua circunferéncia (Lima e Moreira 2022).
Diante disso, o objetivo do presente trabalho ¢ avaliar a composicao de epitopos
de proteinas, hemiceluloses e pectinas da parede celular em raizes aéreas (tanto nas
fixadas ao for6fito quanto nas que crescem livres) e terrestres de Vanilla phaeantha, bem
como em diferentes estigios de maturacdo. Aqui, hipotetizamos que epitopos
relacionados a sustentagao da parede celular, como EXTs e XG, serdo marcados
principalmente nas raizes aéreas, permitindo maior rigidez dos tecidos e consequente
fortalecimento do 6rgdo. Além disso, acreditamos que haverd marcacdo das HGs de alta
metilesterificagdo e RGI com galactanos nas raizes jovens, permitindo o crescimento,
alongamento e flexibilidade celular. Ao mesmo tempo, raizes maduras devem apresentar
HGs de baixa metilesterificagdo ¢ RG com arabinanos, proporcionando aumento na

porosidade da parede celular e reducdo na capacidade de expansdo celular.

Material e métodos
Area de estudo e espécie vegetal

O estudo foi realizado no Cerrado em uma mata de galeria (18°43'58.5"S
48°02'58.9"W) localizada no municipio de Araguari, Minas Gerais, Brasil, a 763 m de
altitude. O clima local segundo a classificagdo de Kdppen ¢ tropical com inverno seco
(abril a setembro) e estacdo chuvosa entre os meses de outubro e margo. A temperatura e
precipitagdo médias anuais sdo de 21,4 °C e 126,7 mm, respectivamente (Alvares et al.

2013).
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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). Vanilla phaeantha Rchb.f. pode ser encontrada na
América do Norte, Central ¢ América do Sul e Antilhas (Karremans et al. 2020). E
considerada uma hemiepifita secundéria por germinar no solo e estabelecer contato inicial
com o forofito, tornando-se epifita pela presenga de raizes aderentes, e se reconectando
com o solo por meio de suas raizes aéreas (Alconcero 1968; Ferreira et al. 2017) (Fig. 1).
Nestas plantas, ¢ comum observarmos a presenca de trés diferentes tipos de raizes
adventicias; aquelas que crescem aderidas ao forofito, as que crescem livres nos ramos
mais altos em dire¢do ao solo e aquelas que crescem no solo (Lima 2019). As raizes aéreas
e livres nao apresentam pelos radiculares e possuem um maior espessamento de parede
da exoderme. J4 as raizes aderidas, apresentam a regido livre semelhante as raizes aéreas
e a regido aderida com caracteristicas semelhantes as raizes terrestres (pelos radiculares).
O ntmero de polos de xilema nas raizes livres e aderidas ao forofito foi maior que nas
fixadas no solo. As raizes que se desenvolvem no hdbito terrestre (fixadas ao solo)

apresentam didmetro maior, pelos radiculares e alta infestagdo de micorrizas (Lima 2019).
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Figura 1: Vanilla phaeantha encontrada em mata de galeria na regido de Araguari. Visao
geral mostrando o crescimento da hemiepifita sobre o forofito (A). Detalhe das raizes
aéreas que crescem livres (B), fixadas ao fordfito (C) ou diretamente no solo (raizes

terrestres) (D) (setas). (Fotos: Jéssica Ferreira)

Andlises imunocitoquimicas

Para as andlises imunocitoquimicas foram coletados no campo fragmentos das
raizes de Vanilla phaeantha nas porgdes que crescem livres, aderidas ao forofito e fixadas
no solo, nos estagios jovem (1 mm do dpice da raiz) e maduro (3 cm do apice da raiz) (n

= 3). Os fragmentos foram fixados em FAAso (formalina, acido acético, alcool etilico
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50% na propor¢ado de 1:1:18 v/v) por 48 horas e armazenados em etanol 70% (Johansen
1940). As amostras foram desidratas em série etandlica e incluidas em 2-hidroxietil
metacrilato Historesin® (Historesin® Leica, Alemanha). Posteriormente, foram
seccionadas nos planos transversal e longitudinal em micrétomo rotativo (YD315,
ANCAP, Brasil) com 8 um de espessura, utilizando-se navalhas de ago inox de alto perfil.
Os cortes foram colocados em laminas histologicas e sujeitos as andlises de
imunocitoquimica.

Para as analises imunocitoquimicas, anticorpos monoclonais que marcam
epitopos de proteinas, hemiceluloses e pectinas foram selecionados (Tabela 1).
Previamente a incubagdo com anticorpos monoclonais para detec¢ao de hemiceluloses,
as amostras foram pré-tratadas por 2h com 10 pg ml-1 de pectatoliase (Sigma-Aldrich)
em 2 mM do tampdo CaCl2, 50 mM do 4&cido 3-(ciclohexilamino)-1-propanossulfonico
(CAPS) (Sigma-Aldrich, USA), pH 10. Em seguida, deu-se continuidade com um
protocolo Unico a todas as amostras, sendo os cortes imersos durante 30 min em uma
solugdo bloqueadora de leite em p6 Molico®/ tampao fosfato-salino (PBS). Em seguida,
os cortes foram incubados em anticorpos primarios monoclonais JIMS, JIM7, LM1, LM2,
LMS5, LM6, LM11, LM15 e LM21 (Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK)
(Tabela 1), diluidos 1:10 em leite / PBS, por 2 h. Ao término da incubagdo, os cortes
foram lavados em PBS e novamente incubados no anticorpo secundério FITC (1:100 em
3% leite/PBS), por 2 horas no escuro. O controle foi estabelecido por meio da supressao
da incubacdo com os anticorpos primarios.

As laminas foram montadas em glicerina 50% e observadas no microscopio de
fluorescéncia (DM4000 LED, Leica, Alemanha) acoplado com camera monocromatica
HD (DFC3000 G). Foram utilizados os comprimentos de onda de excitacdo de 450—490

nm e filtro de emissdo de 515 nm com filtro DAPI para marcacdo da autofluorescéncia
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(Chomick et al. 2014; Vilela et al. 2021), em uma fungao de sobreposi¢do do software do
microscopio para mostrar melhor os resultados de anticorpos monoclonais. Os resultados

positivos (+) foram marcados com a coloragdo verde, enquanto os negativos (-) de azul.

Tabela 1: Anticorpos monoclonais primarios e epitopos utilizados durante as analises de

imunocitoquimica das raizes adventicias de Vanilla phaeantha (Orchidaceae).

Monoclonal antibodies Epitopes References

Pectins
Homogalacturonan

JIM5 Partially (40%) Methylesterified / no

Clausen et al. (2003)

ester
JIM7 Partially (15-80%) Methylesterified Clausen et al. (2003)
Rhamnogalacturonan
. Willats et al. (1998),

LM6 (1=3)-a-L-arabinan Verhertbruggen et al. (2009)
Rhamnogalacturonan-1/

Galactan +

Jones et al. (1997), Andersen et
LMS (1—4)-B-D-galactan al. (2016)
Hemicelluloses

Heteroxylan

LM11 (1—4)-p-D-xylan / arabinoxylan McCartney et al. (2005)
Xyloglucan

. Marcus et al. (2008), Ruprecht et

LM15 XXXG motif of xyloglucan al. (2017)

LM21 Heteromannan Marcus et al. (2010)

Proteins
Arabinogalactan-protein
(AGP) glycan
) L Yates et al. (1996), Smallwood et

LM2 1-linked-GicA in AGP glycan al. (1996)

Extensin

LM1 Extensin Smallwood et al. (1995)
Resultados

A estrutura radicular de V. phaeantha € similar entre as por¢des que crescem
aderidas ao forofito, fixadas no solo e livres, sendo constituida por uma epiderme simples,
um cortex parenquimatico com lacunas e endoderme e exoderme evidentes (Fig. 2). O
cilindro vascular € constituido por xilema poliarco, floema e medula. Nas raizes fixas ao

substrato ocorre um abaulamento na regido de contato com o foréfito, contendo porgdes
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da epiderme livres e aderidas (Fig. 2C e D). As porcdes aderidas apresentam pelos
radiculares, que também aparecem amplamente distribuidos na superficie das raizes
terrestres maduras. Em relagdo aos estagios de maturacdo, as raizes jovens, livres e
aderidas ao forofito, ainda nao desenvolveram as lacunas. Nos trés tipos de raizes o
xilema primario ¢ pouco desenvolvido mesmo nas raizes jovens, enquanto nas maduras o
metaxilema ja aparece mais evidente.

Os diferentes tipos de proteinas, hemiceluloses e pectinas foram detectados de
forma distinta pelos anticorpos monoclonais entre as raizes aéreas, ou seja, aquelas que
crescem de forma livre ou aderidas ao fordfito, e as raizes terrestres, assim como nos

estagios de maturacdo das raizes (Tabela 2).
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Figura 2: Secgoes transversais das raizes de Vanilla phaeantha (Orchidaceae) no estagio
jovem (A, C e E) e maduro (B, D e F) mostrando a epiderme (seta), exoderme (seta),
parénquima cortical, lacunas do aerénquima (*), o cilindro vascular e os pelos radiculares. A
e B: Raiz livre, (A) no estagio jovem (A) e maduro (B). C e D) Raiz aderida ao foré6fito no
estagio jovem (C) e maduro (D). E e F: Raiz fixada no solo no estagio jovem (E) e maduro
(F). Abreviagoes: Ep, epiderme; Epair, epiderme livre; Epatt, epiderme aderida ao
forofito; Ex, exoderme; Co, parénquima cortical; VC, cilindro vascular; Rh, pelo

radicular.
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Tabela 2: Resultados dos anticorpos primarios monoclonais nas raizes livres, aderidas ao
forofito e terrestres de Vanilla phaeantha (Orchidaceae) nos estagios jovem e maduro.

Resultado positivo (+) e negativo (-).

Anticorpos

Raiz Estagio de maturagdo  Tecido —prore™ v T TM2 LM5 LM6 LM11 LM15 LM21

Ep + - - - - - - - -

Ex - - - -
Co Pc - + - -
Jovem En - - - -

- - + -

Fl - +
CV Xi - + - -
Me - +

+ 4+ |+ + 4

Livre
Ep + - - - - -

Ex - - - -
Co Pc + + - -
Madura En - - - -

Fl + +
CV Xi + + - -
Me +

+ o+ [+ + o+

Li - - - - - - - + +

E
P7ad + - - - - - - - -

Ex - + - - - - - - +
Co Pc + +
En - - - - - - - - -

Jovem

Fl
CV Xi
Me

+
1
1
+
+
1
+
1

Aderidas ao forofito L
i

E
P Ad - - - - - - -

Ex - - - - - - + -
Co Pc + + - - + - - + -

Mad
adura En - i i i i i i i i

F1 + +
CV Xi + + - -
Me + +

Ep - - - - - - - - -

Ex - - - -
Co Pc - - - -

FlI - - - -
CV Xi - - - -

+
+
Jovem En - - - - + - - - -
+
+
Me - - - - +

Fixadas no solo
Ep - - - - - - - - -

Ex - - - - - - - - -
Co Pc + - - - + - - + +
Madura En - - - - - - - - -

Fl - - - - - - - + -
CV Xi - - - - - - - - -
Me - - - - - - - - -
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Abreviagoes: Co, Cortex; CV, Cilindro vascular; Ep, Epiderme; Li, Livre; Ad, Aderida;
Ex, Exoderme; Pc, Parénquima cortical; En, Endoderme; Fl, Floema; Xi, Xilema e Me,

Medula.

Mobilizagdo dos compostos da parede celular durante a matura¢do

Raizes aderidas ao forofito- Nas raizes jovens, os epitopos de HG de baixa
metilesterificacdo, reconhecidos por JIMS5, foram marcados na epiderme na regiao
aderida ao forofito, parénquima cortical e cilindro vascular (Fig. 3A e B). Ja os epitopos
reconhecidos pelo JIM7, detectaram a presenca de epitopos de HG de alto teor de
metilesterificacdo na exoderme, parénquima cortical, floema e medula (Fig. 3C). Os
epitopos de XG, identificados pelo LM15 e pelo LM21, foram marcados na epiderme da
regido livre, no floema e na exoderme (Fig. 3D). O LM6 reconheceu epitopos de (1—5)-
a-L-arabinanos somente no floema das raizes jovens. Epitopos de (1 —4)-p-D-galactanos,
reconhecido por LMS5, foram marcados no parénquima cortical, floema e medula (Fig.
3E). Nas raizes maduras aderidas ao forofito, os epitopos de HG de baixa
metilesterificacdo, reconhecidos pelo JIMS, foram detectados na epiderme na regido livre,
parénquima cortical e cilindro vascular (Fig. 4A e B). O JIM7 reconheceu HGs de alta
metilesterificagdo na epiderme da regido livre, parénquima cortical e cilindro vascular
(Fig. 4C e D). Os epitopos de XG, reconhecidos pelo LM15 e pelo LM21, foram marcados
na epiderme, tanto na regido livre quanto aderida ao forofito, exoderme, parénquima
cortical e floema (Fig. 4E-H). O LM6 foi detectado na epiderme da regido livre e no
floema, enquanto que o LMS5 foi marcado na epiderme da regido livre, parénquima
cortical, floema e xilema. Os epitopos de EXTs e AGPs, reconhecidos por LM1 e LM2,
foram marcados somente na epiderme livre (Fig. 4K e L) e os epitopos de HX,
identificados pelo LM11, foram marcados na epiderme da regido livre € no floema das

raizes maduras (Fig. 4M).
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Raizes livres- Os epitopos de RGI, XG e HGs foram identificados em ambos os
estagios de maturagao (Fig. 5). Nas raizes jovens, os epitopos de (1—4)-B-D-galactanos,
reconhecidos por LMS5, foram identificados na exoderme, parénquima cortical e cilindro
vascular (Fig. SA e B). Os epitopos de HG com baixa metilesterificagao, reconhecidos
pelo anticorpo JIMS, foram marcados sé na epiderme, enquanto os epitopos de HG de
alta metilesterificacao, reconhecidos pelo JIM7, foram marcados no parénquima cortical,
floema, xilema e medula da raiz jovem (Fig. 5C). Os epitopos de xiloglucanos,
reconhecidos por LM15, foram encontrados no parénquima cortical e floema (Fig. 5D).
Na raiz madura, o LMS5 reconheceu epitopos de (1—4)-B-D-galactanos no cortex e no
cilindro vascular, enquanto as HGs com baixa metil-esterificagdo foram amplamente
reconhecidos, ocorrendo na epiderme, parénquima cortical, floema, xilema primario e
medula (Fig. 5E e F). Os epitopos marcados pelo JIM7, correspondente aos HG com alta
metilesterificados, foram reconhecidos no parénquima cortical, floema e xilema (Fig.
5G). Os epitopos de xiloglucanos, marcados pelo LM 15, foram identificados na epiderme
e exoderme (Fig. SH). Os epitopos de RG, HX e XG foram marcados somente nos tecidos
das raizes maduras. Os epitopos de (1—5)-a-L-arabinanos, detectados por LM6, foram
marcados na epiderme e no floema. Os epitopos heteroxilanos foram marcados na
epiderme e na exoderme. Os epitopos de heteromananos, identificados por LM21, foram
detectados na epiderme, exoderme e parénquima cortical da raiz (Fig. 5I). Os epitopos de
EXTs e AGPs, identificados por LM1 e LM2 respectivamente, ndo foram detectados.

As raizes fixadas no solo / terrestres— Ambos os estagios de maturacdo foram
marcados pelos epitopos de rhamnogalacturonanos I (RGI). No estigio jovem, os
epitopos de (1—4)-B-D-galactanos, reconhecidos por LMS5, foram amplamente
detectados em todo o cortex e cilindro vascular (Fig. 6A), enquanto que os epitopos de

(1—5)-a-L-arabinanos, reconhecidos por LM6, foram marcados no floema. No estagio
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maduro, o epitopos de (1—4)-B-D-galactanos e epitopos de homogalacturano, detectados
por LMS5 e JIMS respectivamente, foram marcados no parénquima cortical (Fig. 6B e C).
Os epitopos de xiloglucanos, identificados por LM 15, foram marcados no parénquima
cortical e floema (Fig. 6D), enquanto o LM21 s6 mostrou heteromananos no parénquima
cortical (Fig. 6E). Os epitopos de HG com alta metilesterificagdo, EXTs, AGPs e

heteroxilanos nao foram marcados em nenhum dos estagios de maturagao.

Composigdo da parede celular em relagdo ao habito aéreo e terrestre

Considerando a relacdo entre as raizes maduras aéreas livres, aderidas e terrestres.
As raizes aderidas ao forofito foram marcadas com todos os anticorpos analisados, ou
seja, com epitopos de EXTs, AGPs, heteroxilanos (HX), HGs, RGs e XG. Nas raizes
livres somente os epitopos de EXTs, marcados pelo LM1, e AGPs, identificados pelo
LM2, ndo foram detectados. Nas raizes que crescem fixadas no solo, os epitopos de HG
de baixa metilesterificacdo, XG, RG foram marcados. De modo que, os compostos que
auxiliam no suporte estrutural da parede celular, ou seja, EXTs e XG, foram detectados
em diferentes tipos de raizes. Ambos epitopos foram detectados nas raizes aderidas ao
forofito, enquanto somente os epitopos de EXTs e de XG foram detectados nas raizes

livres e nas fixadas no solo, respectivamente (Fig. 7).
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Raizes aderidas ao forofito

Jovens

Figura Imunocitoquimica para epitopos pécticos e hemiceluldsicos em raizes jovens
aderidas ao forofito de Vanilla phaeantha (Orchidaceae). A e B: HG de baixa
metilesterificacdo, reconhecido pelo JIMS5, no parénquima cortical e cilindro vascular. C:
HG de alta metilesterificagdo, reconhecidos pelo JIM7, na exoderme e parénquima
cortical. D: Heteromananos, marcados pelo LM21, na epiderme da regido livre. D:
Epitopos de (1—4)-B-D-galactanos, reconhecido por LMS5, no floema e na medula.
Marcagdes em verde indicam resultados positivos, enquanto as azuis 0s negativos.
Abreviagoes: Ep, epiderme; Epair, epiderme livre; Epatt, epiderme aderida ao forofito;

Ex, exoderme; Co, parénquima cortical; Ph, floema; Xy, xilema.
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Raizes aderidas ao foréfito

Maduras

Figura 4: Imunocitoquimica para epitopos pécticos, proteicos e hemiceluldsicos em
raizes maduras aderidas ao forofito de Vanilla phaeantha (Orchidaceae). A e B: HG de
baixa metilesterificacao, reconhecido pelo JIMS, na epiderme na regido livre, parénquima
cortical e cilindro vascular. C e D: HG de alta metilesterificacdo, reconhecidos pelo JIM7,
na epiderme da regido livre e parénquima cortical. E ao H: Xiloglucanos, marcados pelo
LMI15 e LM21, na epiderme, tanto na regido livre quanto aderida ao foréfito, exoderme,
parénquima cortical e floema. I: Epitopos de (1—5)-a-L-arabinanos, reconhecidos pelo
LM6, na epiderme da regido livre. J: Epitopos de (1—4)-p-D-galactanos, reconhecido por
LMS, na epiderme da regido livre, parénquima cortical, floema e xilema. K e L:
Extensinas e AGPs, marcados por LM1 e LM2, presentes somente na epiderme livre. M:
Heteroxilanos, identificados pelo LM11, na epiderme da regido livre. Marcacdes em
verde indicam resultados positivos, enquanto as azuis os negativos. Abreviagoes: Ep,
epiderme; Epair, epiderme livre; Epatt, epiderme aderida ao foréfito; Ex, exoderme; Co,

parénquima cortical; Ph, floema; Xy, xilema.
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Raizes livres

Jovens

25 pm

Maduras

Figura S5: Imunocitoquimica para epitopos pécticos € hemiceluldsicos de raizes livres
(aéreas) no estagio jovem (A-D) e maduro (E-I) de Vanilla phaeantha (Orchidaceae). A
- B: Epitopos de (1—4)-B-D-galactanos, reconhecido por LM5, na exoderme, parénquima
cortical e cilindro vascular. C: HG de alta metilesterificacdo, reconhecidos pelo JIM7, no
parénquima cortical, floema, xilema e medula. D: Xiloglucanos, reconhecidos pelo
LM15, no parénquima cortical e floema. E e F: HG com baixa metilesterificacao,
reconhecido pelo JIMS, amplamente presentes na epiderme, parénquima cortical, floema,
xilema primério e medula. G: HG de alta metilesterificagdo, reconhecidos pelo JIM7, no
parénquima cortical. H e I: Xiloglucanos, marcados pelo LM15, na epiderme e exoderme.
J: Heteromananos, marcados pelo LM21, detectados na epiderme. Marcagdes em verde
indicam resultados positivos, enquanto as azuis os negativos. Abreviagoes: Ep, epiderme;

Ex, exoderme; Co, parénquima cortical; Ph, floema; Xy, xilema.
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Raizes fixadas no solo

Jovens

100 um

Maduras

25 um

Figura 6: Imunocitoquimica para epitopos pécticos e hemiceluldsicos em raizes fixadas
no solo (terrestres) jovens (A) e maduras (B-E) de Vanilla phaeantha (Orchidaceae). A:
Epitopos de (1—4)-B-D-galactanos, reconhecido por LM5, marcados em todo o cortex.
B e C: Epitopos de (1—4)-B-D-galactanos, reconhecido por LM5, e HG com baixa
metilesterificacdo, reconhecido pelo JIMS, detectados no parénquima cortical. D e E:
Xiloglucanos, marcados pelo LM 15 e LM21, no floema e parénquima cortical. Marcagdes
em verde indicam resultados positivos, enquanto as azuis os negativos. Abreviagoes: Ep,

epiderme; Ex, exoderme; Co, parénquima cortical; Ph, floema; Xy, xilema.
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Figura 7: Distribuicdo de epitopos pécticos, proteicos e hemiceluldsicos em raizes aéreas livres (A e D), aderidas ao forofito (B e E) e fixadas no
solo (terrestres — C e F) jovens (A-C) e maduras (D-F) de Vanilla phaeantha (Orchidaceae). JIMS, HG de baixa metilesterificacao; JIM7, HG de
alta metilesterificagdo; LM1, extensinas; LM2, AGPs; LMS5, epitopos de RG com galactanos; LM6, epitopos de RG com arabinanos; LM11,

heteroxilanos; LM15, xiloglucanos; e LM21, heteromananos.
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Discussao

As raizes adventicias de V. phaeantha apresentam uma similaridade estrutural
entre os habitos aéreo e terrestre, porém hé uma elevada dissimilaridade na composicao
de elementos ndo celuldsicos das paredes celulares das suas células, afetando a
funcionalidade exercida por elas. Nas raizes aéreas, hd um elevado investimento em
compostos pécticos, principalmente homogalacturonanos e rhamnogalacturonanos-I, que
podem favorecer o influxo de nutrientes e agua (Joca et al. 2020). Ao mesmo tempo, a
parede celular das células das raizes aéreas contém epitopos que promovem maior
sustentacdo estrutural, favorecendo o habito aéreo. O processo de demetilesterificacao
dos HGs durante a maturagao das raizes seguiu trés caminhos distintos, mostrando o papel

do ambiente na selecdo de caracteristicas especificas das paredes celulares em raizes.

Composi¢do da parede celular em rela¢do ao habito aéreo e terrestre

As raizes areas e terrestres de Vanmilla geralmente apresentam diferencas
anatomicas marcantes (Stern e Judd 1999), porém para Vanilla phaeantha a estrutura de
suas raizes € bem similar. As caracteristicas mais plasticas em relagdo as trés condicoes,
livres, aderidas ao fordfito e terrestres, foram o didmetro da raiz, espessamentos
periclinais externos da exoderme junto a epiderme e o maior nimero de lacunas de ar
(Lima 2019). Variacdes ambientais contribuem para alteragdes estruturais nos 6rgaos
vegetativos, a estrutura da raiz ¢ uma caracteristica adaptativa importante em resposta ao
seu ambiente (Pabst e Dungs 1975; Moreira ef al. 2013; Kong et al. 2014). O maior
didmetro das raizes poderia estar relacionado com o maior uso de nutrientes e carbono
por unidade de area para sua construgdo € um menor investimento em area superficial
(Zotz 1999; Kong et al. 2014). Variagdes na disponibilidade hidrica no ambiente que as

raizes crescem influéncia na maturagdo da exoderme, e consequentemente, no
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desenvolvimento de paredes secundarias na exoderme (Enstone et al. 2003). A rapida
maturacao da exoderme esta associada a interrup¢ao do movimento apoplastico de ions e
a menores taxas de absorcao de agua (Enstone et al. 2003). O desenvolvimento das
lacunas nas raizes pode estar relacionado ao armazenamento de oxigénio (Stern 1997),
visto que, solos mais imidos geralmente aumenta a quantidade de aerénquimas nas raizes
(Thangavelu e Ayyasamy 2017). A auséncia de pelos radiculares nas raizes livres,
corroborando com observagdes anteriores (Stern e Carlsward 2009; Moreira et al. 2013),
enquanto a presenca de pelos radiculares observados por toda a circunferéncia das raizes
fixadas no solo, evidenciando seu papel na absor¢do de dgua e nutrientes.

De forma singular, essa similaridade estrutural foi construida através de paredes
celulares com compostos ndo celuldsicos distintos entre raizes aéreas e terrestres,
principalmente em relacdo aos compostos pécticos € hemiceluldsicos. Desta forma, os
nossos dados suportam a ideia que a composi¢ao da parede celular dos tecidos de V.
phaeantha nado interferiu drasticamente no formato e estrutura de suas células entre os
tipos de raizes, mas sim na funcionalidade exercidas por elas. De forma geral, as raizes
aéreas possuiram maior marcacdo de epitopos pécticos, hemiceluldsicos e proteicos que
trazem fortalecimento as paredes de suas células, corroborando a nossa hipdtese. As
pectinas e as hemiceluloses sdo polissacarideos sintetizadas no complexo de Golgi das
células vegetais e transportados até a parede celular por vesiculas (Cosgrove 2005). As
pectinas controlam fatores com a adesdo celular, for¢a, porosidade, o nivel de hidrata¢ao
e o pH, que reflete na regulacdo da atividade de proteinas responsaveis por modular a
parede celular (Ridley et al. 2001; Willats et al. 2001).

Para V. phaeantha, as raizes aéreas apresentaram ampla marcacdo de epitopos
pécticos, como os homogalacturonanos de alta e baixa metilesterificagdo e

rhamnogalacturonanos I, em diferentes tecidos, algo pouco observado para as raizes
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subterraneas. As modificagdes na estrutura dos compostos pécticos, como no grau de
metilesterificacdo e interagdo com cations podem determinar caracteristicas fisicas e
fungdes biologicas da parede celular (Willats ef al. 2001; Albersheim et al. 2011; Oliveira
et al. 2014; Martini et al. 2019). Para orquideas, as pectinas atuam na estabilidade e
sustentagdo celular, principalmente no velame, além de auxiliar na absor¢ao de nutrientes
(Joca et al. 2020). As pectinas também sao responsaveis pela formacao de um gel que
aumenta a retencao de agua (Albersheim et al. 2010; Liu et al. 2013;). Nesse sentido, a
presenca de compostos pécticos nas paredes celulares das raizes aéreas de V. phaeantha,
pouco presentes no sistema radicular subterrdneo, aparenta promover uma maior
eficiéncia na captagdo de dgua e nutrientes geralmente menos disponiveis nesse ambiente.
Além disso, a marcacdo de homogalacturonanos de baixa metilesterificacdo nas raizes
aéreas, identificados por JIMS5, demonstram que ocorre demetilesterificacdo na parede
das células desse orgdo, com presenga Ca,’, e possivel enrijecimento celular (Liu ef al.
2013; Albersheim et al. 2010), promovendo suporte mecanico essencial para raizes
aéreas. Assim, a auséncia de velame nas raizes aéreas de V. phaeantha parece ser suprida
pelos tecidos epidérmico, cortical e vascular com potencial para absorcdo de agua e
nutrientes. Investimento em pectinas em raizes aéreas também foi reportado para outras
espécies de orquideas epifitas, podendo maximizar a absor¢do de dgua pelo velame de
suas raizes (Lana et al. 2020) ou dar suporte mecanico ao enrijecer as paredes celulares,
demonstrado para Dendrobium fimbriatum e Gongora unicolor (Joca et al. 2020).

Nas raizes das orquideas, o transporte de agua da epiderme até o cilindro vascular
ocorre via apopléstica através dos espagos intercelulares e parede celular (Willats et al.
2001). O grau de metilesterificacdo das pectinas na parede celular das podem estar
relacionados na absor¢do, retengdo e transporte de agua (Willats et al. 2001; Joca et al.

2017, 2020). As pectinas s3o ricas em acido galactur6nico que contém grupos
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carboxilicos de carga negativa (COO—) e que funcionam como agentes de troca catidnica
(Ridley et al. 2001; Willats et al. 2001). A presenga de pectinas na parede celular promove
o acumulo e transporte de cations no apoplasto, enquanto os anions sdo repelidos
(Barberon e Geldner 2014). Em associacdo, a superficie dos coloides solidos do solo
normalmente possui carga negativa (Uehara e Gillman 1981). A matriz péptica no velame
das raizes aéreas de algumas orquideas epifitas, possui uma correlagdo com a absor¢ao
de nutrientes, sugerindo que a passagem de nutrientes no velame nao ocorre inteiramente
como fluxo livre, mas também via simplasto (Joca ef al. 2017). Assim, uma alta presenca
de pectinas principalmente em tecidos externos em contato com o solo em raizes subterraneas
poderia dificultar o transporte apoplastico de ions, o que pode explicar parcialmente a baixa
marcagao de epitopos pécticos nas raizes subterraneas de V. phaeantha.

Os compostos hemiceluldsicos, encontrados nas raizes aéreas e terrestres de V.
phaeantha, ficam inseridos na matriz péctica e conferem estabilidade a parede celular
(Scheller e Ulvskov 2010). As hemiceluloses mais abundantes na parede celular sdo os
xiloglucanos, e estdo conectados fortemente as cadeias de celulose através de ligacdes de
hidrogénio (Hayashi 1989). Em V. phaeantha, os xiloglucanos, marcados por LM15 e
LM21, foram reportados principalmente para as raizes aéreas, possibilitando suporte
mecanico as suas células. A quebra desta ligacdo de hidrogénio resulta no relaxamento
da parede celular e proporciona o crescimento das células (Cosgrove 2005). Em Nicotiana
tabacum, a quantidade de hemiceluloses na parede celular aumentou apos o estresse
hidrico, levando a diminuicdo da expansdo celular (Iraki et al. 1989), uma vez que os
xiloglucanos podem evitar o deslizamento das microfibrilas e, assim, limitar a expansao
celular (Cassab 1998). O suporte mecanico promovido na parede das células das raizes
aéreas parece ter sido reforcado principalmente na epiderme livre das raizes aderidas ao

forofito de V. phaeantha, que além de possuirem marcacao para xiloglucanos nos estagios
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jovem e maduro, também apresentaram marcagdes para proteinas, como as extensinas e
as arabinogalactanas.

As arabinogalactanas sao fundamentais para o desenvolvimento das raizes e estao
presentes na membrana plasmatica, espagos intercelulares e na parede celular (Fincher et
al. 1983; Komalavilas et al. 1991; Hromadova et al. 2021). As arabinogalactanas,
marcadas por LM2, tem relagdo com a diferenciagdo e prevencao da ruptura das células
da parede celular (Lamport et al. 2006; Mastroberti ¢ Mariath 2008; Hromadova et al.
2021). No milho, por exemplo, as arabinogalactanas participam do desenvolvimento das
raizes e foram reconhecidos na superficie das raizes e nos pelos radiculares (Samaj ef al.
1999; Hromadové et al. 2021). J4 as extensinas, marcadas por LMI1, servem para
mensurar o enrijecimento da parede celular uma vez que esta possui a funcao de reforgo
da mesma (Sabba e Lulai 2005; Lamport et al. 2011). Esses dois componentes proteicos
ocorreram exclusivamente na epiderme livre das raizes aderidas ao forofito de V.
phaeantha, demonstrando ter um papel efetivo na diferenciagdo, prevencao da ruptura e

enrijecimento da parede celular da epiderme dessas raizes.

Composigdo da parede celular em relagdo a maturagdo

A estrutura dos polissacarideos pécticos varia em resposta a tensdes durante o
crescimento do orgao vegetal (Ridley et al. 2001; Willats ef al. 2001; Burton et al. 2010;
Albersheim et al. 2011). Dentre as pectinas de parede, destacamos aqui os
homogalacturonanos (HGs) que s@o moléculas constituidas por acido (1-4) —a-ligado-D-
galacturonico sintetizados no complexo de Golgi em um estado de alta metilesterificagao
(Albersheim et al. 2011). Os HGs podem estar relacionados com a prote¢do mecanica das
células e a absorcdo de agua, uma vez que a presenca de ions célcio pode enrijecer a

parede celular e levar a formagdo de géis capazes de maximizar a retencdo de agua
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(Albersheim et al. 1996; Willats ef al. 2001; Liu et al. 2013; Albersheim ef al. 2011). Os
HGs sao geralmente depositados na parede celular em desenvolvimento na forma
metilesterificada, auxiliando no desenvolvimento vegetal, como observado em galhas
jovens de Matayba guianensis (Wolf e Greiner 2012; de Melo Silva et al. 2021).

Naturalmente, as HGs passam por um processo de demetilesterificagao mediado
pelas enzimas metilesterases (PME) ou poligalacturonases (PG), resultando em novas
fungdes para a parede celular, como o endurecimento (Willats ez al. 2001; Hongo et al.
2012; Jolie et al. 2010). Trés padrdes de deposicdo e dindmica de mobilizacdo dos HGs
foram encontrados paras as raizes de V. phaeantha. Para as raizes terrestres a marcagao
dos HGs ocorreu de forma rara e isolada. As paredes das células das raizes aéreas livres
passaram pelo processo demetilesterificacio dos HGs entre os estagios de
desenvolvimento, permitindo a expansdo celular no estagio jovem e um enrijecimento
celular final no estagio maduro. Em contrapartida, as raizes aéreas aderidas ao forofito de
V. phaeantha j4 apresentaram HGs demetilesterificadas no estagio jovem, o que pode
indicar um amadurecimento celular precoce. Isso demonstra que as raizes aéreas de V.
phaeantha possuem padrdes de amadurecimento e dindmica de demetilesterificagdo dos
HGs distintas e de acordo com a aderéncia ou nao ao foroéfito, trazendo a tona a
importancia do ambiente na estruturagdo da parede celular desta espécie.

As raizes aéreas e terrestres de V. phaeantha apresentaram elevada marcagdo de
ramnogalacturonanos I com cadeias de (1 — 4)-p-D-galactanos, identificadas pelos LMS,
e baixa para cadeias de (1 — 5) a-L-arabinanos, reconhecidas pelo LM6, demonstrando
predominancia de epitopos associados com a expansdo e alongamento celular, como
exemplificado em raizes de Arabidopsis thaliana (McCartney et al. 2003). Para as raizes
livres de V. phaeantha, a marcacdo foi constante entre os estidgios jovem e maduro,

mostrando que as células maduras permanecem funcionalmente abertas para a expansao
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de suas células. Nas raizes terrestres, a mobilizagdo desse epitopo ¢ intensa, sendo
amplamente marcado no estdgio jovem e quase inexistente no maduro. Desta forma,
raizes terrestres perdem quase todos os epitopos pécticos na fase adulta, utilizando apenas
os ramnogalacturonanos I com cadeias de (1 — 4)-B-D-galactanos para expansao e
alongamento inicial do 6rgao.

As hemiceluloses nas raizes de V. phaeantha foram pouco presentes no estagio
jovem, surgindo principalmente apds a maturacdo dos tecidos. Os heteroxilanos e
xiloglucanos, como os heteromananos, sdo polissacarideos que se reticulam com
microfibrilas de celulose e proporcionam paredes celulares mais rigidas (Chen et al.
2019), tanto na parede primaria quanto na secundaria. Para as paredes celulares das raizes
de V. phaeantha, os diferentes tipos de hemiceluloses testados foram indicadores da
maturacao celular, porém de forma mais efetiva nas raizes aéreas. Nas raizes aéreas, a
marcacao ainda se concentrou na epiderme e no cortex, principalmente na exoderme. A
exoderme ¢ uma camada externa do cortex que atua como barreira apoplastica, que
impende a entrada de determinadas substancias no cilindro vascular, bem como dificulta
o retorno da agua do cortex para o solo ou a atmosfera (Ma e Peterson 2003). O
espessamento da exoderme, em U ou O, geralmente ¢ associado com a deposi¢do de
celulose, lignina e suberina (Ma e Peterson 2003), entretanto os dados obtidos para as
raizes de V. phaeantha também podem indicar um importante papel das hemiceluloses no

espessamento da exoderme e na funcionalidade exercida por ela.

Conclusao
Neste estudo, encontramos diferencas substanciais na composi¢do de
componentes ndo celuldsicos da parede celular entre as raizes aéreas e as terrestres da

orquidea hemiepifita Vanilla phaeantha, bem como durante o processo de maturagdo
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celular. Ramnogalacturonanos I com cadeias de (1 — 4)-B-D-galactanos foram bem
presentes nas raizes de V. phaeantha, auxiliando no processo de expansao celular.
Entretanto, a marcagdo desse epitopo caiu drasticamente nas raizes terrestres durante a
maturacao celular, se associando a baixa marcagdo dos demais compostos pécticos
testados. Desta forma, as raizes aéreas foram as apresentaram uma maior complexidade
e presencga de pectinas, o que pode favorecer o influxo de agua e nutrientes. Além disso,
hemiceluloses e pectinas que acentuam a rigidez e sustentabilidade celular apresentaram
marcacao principalmente nas raizes aéreas, corroborando nossa hipotese. A maturagao
celular nas raizes de V. phaeantha foi marcada por diferentes padrdes de deposigao e
dindmica de mobilizacdo dos HGs, indicando que o hébito das raizes pode interferir na

estrutura das suas paredes celulares.
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Consideracoes finais

No decorrer desta dissertagao, foi possivel avaliar as estratégias desenvolvidas nas
folhas e raizes das orquideas para lidar com as condi¢des abioticas presentes no ambiente
em que crescem. Dentre essas estratégias, podemos citar a absorcao foliar de agua
presente nas orquideas rupicolas, epifitas e terrestres. As espécies rupicolas vivem em um
ambiente com eventos de neblina frequentes e tiveram uma taxa de absor¢ao foliar de
agua maior que as orquideas epifitas, indicando a conservacao deste recurso. Nossos
dados indicam que a FWU est4 relacionada com as caracteristicas estruturais das folhas,
como a densidade foliar, cujos espacos para o armazenamento de 4gua aumentam com a
densidade foliar. Por outro lado, contetido de 4gua na folha pode limitar a taxa de absor¢ao
foliar de 4gua ao favorecer um alto potencial hidrico foliar. A absor¢do de dgua pelas
folhas auxilia essas espécies a lidar com as condigdes de estresse hidrico presentes no
ambiente ao promover a hidratagao foliar. Além disso, diferentemente do que propusemos
no inicio deste trabalho, a FWU ndo foi favorecida pelo metabolismo CAM.

Também foi possivel concluir que, a composi¢do da parede celular nas raizes
adventicias de V. phaeantha se alteram durante o processo de maturagdo celular e varia
entre os habitos aéreo e terrestre. A maior complexidade observada nas raizes aéreas e a
forte marcacdo de compostos péticos (homogalacturonanos e rhamnogalacturonanos-I)
podem favorecer a absor¢do de dgua e de nutrientes. A baixa marcacdo de epitopos pécticos
nas raizes terrestres de V. phaeantha pode estar relacionada com o transporte apoplastico de
ions. Em relacdo a maturacdo das raizes, o tipo de habitat, aéreo ou terrestre, pode
interferir na estrutura da parede celular, modificando os padrdes de deposicdo de
compostos como homogalacturonanos. Nos estdgios jovem e maduro, a deposicao de
xiloglucanos e das proteinas extensinas e arabinogalactanas d4 suporte mecanico para a

epiderme livre na regido posterior das raizes aderidas ao forofito. As variacdes na
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demetilesterificagdo dos HGs nas raizes aéreas de V. phaeantha possuem padrdes de
amadurecimento distintos de acordo com a aderéncia ou ndo ao foroéfito, trazendo a tona
a importancia do ambiente na estruturacdo da parede celular desta espécie. Ja as
hemiceluloses foram pouco presentes nas raizes durante seu desenvolvimento, indicando
sua relagao com a maturagao dos tecidos, de forma mais efetiva nas raizes aéreas.
Diante da absor¢do foliar de 4gua como uma estratégia desenvolvida pelas
orquideas para lidar com a baixa disponibilidade de agua do ambiente, esse trabalho traz
novas perspectivas para estudos mais aprofundados sobre este processo. Apesar da
evidéncia de que o metabolismo CAM nao aumenta as taxas de FWU, pouco se sabe sobre
como estes dois processos se relacionam. Mais especificamente, sera que o acaimulo dos
acidos orgénicos e a dindmica de carboidratos associados ao metabolismo CAM podem
reduzir o potencial hidrico foliar no periodo da madrugada e levar a uma maior taxa de
absor¢do de agua neste momento. E, considerando a sazonalidade hidrica do Cerrado,
sera que a taxa de FWU seria maior nos periodos de seca quando a expressdo deste

metabolismo pode ser favorecida?
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