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Resumo

As raizes aéreas presentes em Orchidaceae possuem caracteristicas anatomicas eficientes
em otimizar a obtengdo e o uso de 4gua e nutrientes. Dentre elas, destaca-se a formagao
do velame, uma epiderme simples ou multipla, constituida por células mortas na
maturidade, que permite que as orquideas sobrevivam em ambientes com escassez ou
flutuagdo hidrica. Algumas espécies apresentam a formacdo dos pneumatddios no
velame. As unidades de aeracdo correspondem a um conjunto de células que incluem a
regido do velame acima das células de aeracdo (o pneumatodio), as células de aeragdo
propriamente ditas e as células especializadas do cortex, cujo funcionamento das unidades
de aeracdo ¢ baseado em duas hipoteses nao excludentes, que envolvem mecanismos
passivos de funcionamento. Neste sentido esta tese fundamenta-se na hipotese central de
que variacdes estruturais, quimicas e fisiologicas influenciam diretamente o desempenho
funcional das unidades de aeracdo, modulando sua eficiéncia e resposta as condi¢des
ambientais. A mesma esta estruturada em 3 capitulos. No primeiro capitulo propomos
que a funcionalidade das unidades de aeracdo estd ancorada na composi¢do quimica das
paredes de seus diferentes tipos celulares e do restante do velame, o que depende
diretamente da composi¢do de suas paredes celulares e das camadas adjacentes,
permitindo ajustes dindmicos na abertura e fechamento dos canais de aeracdo em resposta
a variagdes ambientais. No segundo, nos propomos a analisar a tolerdncia do hibrido
epifito Vanda submetido a alagamento, determinando se a saturagdo hidrica do velame
leva ao estresse oxidativo radicular com efeito sistémico no metabolismo da planta,
discutindo o papel dos pneumatodios na aeracdo radicular. No terceiro trazemos um
resumo de resultados obtidos na forma de divulgacao cientifica por meio de um folheto,
além de um relato de experiéncia académica da autora, ressaltando a importancia de cursar

um doutorado e valoriza¢ao do percurso formativo.

Palavras-chave: Epifitas; parede celular; aeracdo; sistema radicular; saturagdo; velame;
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Abstract

The aerial roots present in Orchidaceae have anatomical characteristics that are efficient
in optimizing the acquisition and use of water and nutrients. Among them, the formation
of the velamen stands out, a simple or multiple epidermis, consisting of cells that die at
maturity, which allows orchids to survive in environments with water scarcity or
fluctuation. Some species have pneumatodes in the velamen. The aeration units
correspond to a set of cells that include the region of the velamen above the aeration cells
(the pneumatode), the aeration cells themselves, and the specialized cells of the cortex.
The functioning of the aeration units is based on two non-exclusive hypotheses involving
passive mechanisms. In this sense, this thesis is based on the central hypothesis that
structural, chemical, and physiological variations directly influence the functional
performance of the aeration units, modulating their efficiency and response to
environmental conditions. It is structured in three chapters. In the first chapter, we
propose that the functionality of the aeration units is anchored in the chemical
composition of the walls of their different cell types and the rest of the canopy, which
depends directly on the composition of their cell walls and adjacent layers, allowing
dynamic adjustments in the opening and closing of the aeration channels in response to
environmental variations. In the second chapter, we analyze the tolerance of the epiphytic
hybrid Vanda subjected to flooding, determining whether the water saturation of the
canopy leads to root oxidative stress with a systemic effect on plant metabolism,
discussing the role of pneumatodes in root aeration. In the third, we present a summary
of the results obtained in the form of scientific dissemination through a brochure, as well
as an account of the author's academic experience, emphasizing the importance of

pursuing a doctorate and valuing the educational path.

Keywords: Epiphytes; cell wall; aeration; root system; saturation; velamen;
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Introducio geral

Plantas epifitas representam uma parcela significativa da diversidade vegetal,
sendo responsaveis por até 10% de toda flora vascular e podendo alcancar até 25% das
espécies vasculares em paises tropicais (Nieder et al. 2001; Zotz & Hieltz, 2001). Vérias
familias compdem a flora epifitica, com énfase nas Orchidaceae, Bromeliaceae, Araceae,
Gesneriaceae e Polypodiaceae, que contribuem para a elevada riqueza e complexidade
estrutural das comunidades nas copas arboreas (Gentry & Dodson, 1987; Nieder et al.
2001; Zotz, 2013). Dentre os grupos mais diversos, as Orchidaceae destacam-se pelo
elevado ntimero de espécies, amplitude de formas de vida e estreitas interacoes ecologicas
(Pérez-Escobar et al., 2024), capazes de colonizar desde ambientes umidos e sombreados
até micro-habitats expostos nas copas (Zhang et al., 2018). Essa diversidade reflete
caracteristicas morfofisiologicas que fazem das orquideas um modelo privilegiado de
estudo para compreender estratégias que favorecem a sobrevivéncia em ambientes com

baixa disponibilidade de recursos (Zotz & Hieltz, 2001; Rapp & Silman, 2014).

O ambiente epifitico ¢ marcado por elevada heterogeneidade espacial e temporal
na disponibilidade de 4gua. Recursos hidricos sdo obtidos principalmente por chuva,
neblina e orvalho, ocorrendo em pulsos intermitentes que alternam com periodos de seca
diaria e sazonal (Zotz & Hieltz, 2001; Rapp & Silman, 2014). Essa condicao coloca as
epifitas em constante estresse hidrico, j4 que sua sobrevivéncia depende de répida
absor¢do ¢ armazenamento de agua em tecidos especializados (Benzing, 1990). Além
disso, mudangas climdticas globais, como a redugdo da nebulosidade e o aumento da
frequéncia de secas prolongadas, tém sido apontadas como fatores de risco para a
manuten¢do da diversidade epifitica (Kromer et al., 2025). Modelos climaticos sugerem
que a vulnerabilidade dessas plantas pode resultar em declinios significativos de riqueza
¢ abundancia em fragmentos de floresta montana e em regides tropicais aquecidas (Rapp

& Silman, 2014).

Diante dessas pressdes ambientais, epifitas desenvolveram uma variedade de
adaptacdes morfologicas. Estruturas como folhas suculentas, tricomas absorventes,
pseudobulbos e sistemas radiculares especializados sdo fundamentais para a regulagao
hidrica (Benzing, 1990). Considerando-se o sistema radicular, destaca-se inclusive nas
Orchidaceae, o velame; tecido morto geralmente multiestratificado que reveste as raizes

aéreas e atua como esponja, permitindo a absor¢do rapida de agua e reduzindo a perda

14
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por transpiragdao (Dycus & Knudson, 1957; Porembski & Barthlott, 1988). Além disso,
esse tecido exerce papel protetor contra radia¢do ultravioleta, contribuindo para a
sobrevivéncia em micro-habitats mais expostos (Chomicki et al. 2015). A variagdo na
espessura € na composicao do velame entre espécies reflete a diversidade ecoldgica do

grupo e sua plasticidade adaptativa.

O desenvolvimento do velame inicia-se com divisdes periclinais na protoderme
que dao origem a células que se expandem e depositam celulose, hemiceluloses, pectinas
e glicoproteinas, constituindo a matriz primaria (Joca et al., 2020; Lana et al., 2020;
Manokari et al., 2022). O avango na maturagao celular ¢ entdo marcado pela formagao de
espessamentos secundarios, que se manifestam em padrdes helicoidais variados e
apresentam porosidade diferenciada. Estudos histoquimicos indicam que esses
espessamentos iniciam-se com impregnagao lipidica, seguida de deposi¢do de lignina,
conferindo maior resisténcia mecanica e capacidade de transporte apoplastico de agua
(Joca et al., 2020; Manokari et al., 2022). A composi¢ao quimica das paredes, em especial
os diferentes padrdes de metilesterificacdo das pectinas, influencia diretamente a
porosidade e a capacidade de hidratacdo do tecido, caracteristicas essenciais para a
absorc¢do e retengdo de agua em orquideas epifitas (Zotz & Winkler, 2013; Joca et al.,
2017; Joca et al., 2020). A parede nao € uma estrutura estatica, mas uma matriz dinamica,
capaz de remodelagem e expansdo ao longo do crescimento e da diferenciagdo celular
(Anderson & Kieber, 2020). Em sua maturidade, o velame ¢ composto por diferentes
tipos celulares que constituem o epivelame, tilosomos e unidades de aeracdo, também
conhecidas como pneumatodios. O epivelame refere-se a camada mais externa do velame
Porembski & Barthlott, 1988), enquanto as unidades de aeracdo sdo formadas por
diferentes tipos celulares que interligam a atmosfera ao cortex radicular (Roth-Nebelsick

et al., 2017; 2021).

Diante da complexidade estrutural e quimica do velame, torna-se evidente que
seus diferentes tipos celulares, incluindo epivelame e células das unidades de aeracdo
(pneumatddios), desempenham papéis complementares na manutengdo do balanco
hidrico e da aeracdo do cortex radicular, garantindo sua integridade metabolica em
ambientes variaveis. Em particular, as unidades de aeragdo, ao interligarem a atmosfera
ao cortex radicular, podem ser determinantes para a preserva¢do das atividades
metabolicas em condigdes de alagamento, promovendo oxigenagdo interna e mitigando

os efeitos do déficit ou excesso hidrico. Considerando-se o exposto, a presente tese propde
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avaliar variagdes na composicao da parede celular das células do velame e das unidades
de aeragdo, investigando como essas diferencgas contribuem para a resiliéncia funcional

das raizes de orquideas epifitas, especialmente frente a condi¢des de saturagdo hidrica.

Dessa forma, a mesma est4 estruturada em 3 capitulos. No primeiro capitulo ¢
proposto que a funcionalidade das unidades de aerag@o estd ancorada na composi¢ao
quimica das paredes de seus diferentes tipos celulares e do restante do velame, o que
depende diretamente da composicao de suas paredes celulares e das camadas adjacentes,
permitindo ajustes dindmicos na abertura e fechamento dos canais de aeracdo em resposta
a variacdes ambientais. O segundo traz uma analise a tolerancia do hibrido epifito Vanda
submetido a alagamento, determinando se a saturacao hidrica do velame leva ao estresse
oxidativo radicular com efeito sistémico no metabolismo da planta, discutindo o papel
dos pneumatoddios na aerag@o radicular. Por sim, o terceiro apresenta um resumo de
resultados obtidos na forma de divulgacao cientifica por meio de um folheto, bem como
um relato da experiéncia académica da autora, enfatizando a importancia de cursar um

doutorado e valorizar a trajetoria educacional.
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Capitulo 1: Estrutura e composicao da parede celular das unidades de aeracio no

velame de Vanda hibrida (orchidaceae)
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Resumo

Orquideas epifitas apresentam adaptacdes morfologicas e fisiologicas que otimizam a
absorc¢do de adgua e nutrientes, dentre elas, o velame. Quando saturado, esse tecido pode
limitar a respiragdo ¢ a fotossintese. Nas raizes aéreas as unidades de aeragdo podem
compensar esta condi¢do, ¢ sua funcionalidade depende da estrutura e composi¢ao
quimica das paredes celulares. Diante disso, o presente estudo propde caracterizar a
composicao quimica da parede das células do velame e das unidades de aeragdo em raizes
de um hibrido de Vanda, importante género ornamental. Fragmentos radiculares
foram submetidos a analises histologicas e histoquimicas para detec¢ao de lipidios,
ligninas e pectinas. Foram realizadas andlises imunocitoquimicas para detectar os
diferentes tipos de proteinas, hemiceluloses e pectinas por anticorpos monoclonais nas
raizes, bem como observagdo das estruturas em microscopia eletronica de varredura.
Lipidios foram detectados em toda a raiz, principalmente no velame e nas unidades de
aeracdo. No fluxo apoplastico, o velame saturou-se em lh, mantendo os
pneumatddios parcialmente preenchidos, preservando a aeragdo. Observou-se
impregnacao lipidica em todo o velame e nas unidades de aera¢do, incluindo terpenos
associados a oleorresinas e 6leos essenciais, além de lipidios acidos, sugerindo fungdes
de impermeabilizagdo, protecdo mecanica e manutencdo de bolsdes de ar. O epivelame
apresentou lipidios, mas nao reagiu para terpenos ou lipidios acidos, sugerindo presenca
de suberina. A lignina foi mais intensa no cilindro vascular € na endoderme, e de forma
mais discreta no velame, com maior evidéncia proxima as unidades de aeracdo. As
analises imunocitoquimicas evidenciaram distribui¢do diferencial de pectinas,
hemiceluloses e proteinas de parede, com homogalacturonanas, arabinanas, galactanas e
arabinogalactanos presentes no velame e cortex, mas ausentes ou pouco expressivos no
epivelame. Hemiceluloses (arabinoxilanos e heteromananos) também foram identificadas
no velame e nas unidades de aeracdo. Dessa forma, a heterogeneidade na deposicao de
lipidios, lignina, pectinas e hemiceluloses no velame em raizes de Vanda hibrida
corroboram a hipotese de que a funcionalidade das unidades de aeragao depende
diretamente da composicdo de suas paredes celulares e das camadas adjacentes,
contribuindo para a manutencdao da aeragdo nas raizes em resposta a variagdes

ambientais.

Palavras-chave: Epifitas, parede celular, pneumatodios, velame.
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Introducio

Orquideas epifitas apresentam estratégias morfologicas e fisioldgicas que
aumentam a eficiéncia no uso da dgua em ambientes com baixa umidade ou altas
flutuacdes hidricas. Nas raizes aéreas, por exemplo, o velame maximiza a absorg¢do e
retencao de agua e nutrientes (Zotz & Winkler et al., 2013; Joca et al., 2017). Atribui-se
a este tecido também fung¢des como reducdo na perda de agua, protegdo mecanica,
reducdo da carga térmica em raizes que crescem expostas (Pridgeon, 1987; Benzing,
1996; Zotz et al., 2017) e protecdo UV (Chomiki et al., 2015). A multiplicidade de
funcdes ¢ essencial a sobrevivéncia das espécies epifitas, de forma que este tecido
funciona tanto como uma barreira protetora quanto garante uma interface dindmica entre

araiz e o ambiente.

A versatilidade do velame, entretanto, sugere um paradoxo fisioldgico: ao mesmo
tempo em que favorece a captacdo e a retencao hidrica (Benzing et al., 1982), sua
saturacdo pode comprometer a difusdo de gases, limitando a respiragdo e a fotossintese
radicular (Santos et al., 2025). Para contornar este desafio, algumas raizes aéreas
velamentosas apresentam unidades de aeragdo. Estas unidades sdo formadas por um
conjunto de células que interligam a atmosfera ao cortex radicular, perpassando pela
exoderme (Benzing et al., 1983). Tais estruturas asseguram as trocas gasosas quando as
raizes entram em contato com a agua e saturam-se rapidamente. S3o facilmente
visualizadas como manchas esbranquicadas impermeaveis ap6s hidratagcdo da raiz — as
manchas permanecem brancas quando o restante do velame torna-se translucido e permite

visualizarmos o cortex fotossintetizante (verde) (Santos et al., 2025).

Descritas no século XIX e inicialmente denominadas pneumatddios (Pridgeon,
1987), as unidades de aeracdo correspondem a um conjunto de células que incluem a
regido do velame acima das células de aeracdo (o pneumatddio), as células de aeracdo
propriamente ditas e as células especializadas do cortex (Roth-Nebelsick et al., 2021;
Santos et al., 2025). O funcionamento das unidades de aeragdo ¢ baseado em duas
hipéteses nao excludentes, que envolvem mecanismos passivos de funcionamento. A
“hipdtese do fechamento passivo lateral” pressupde que a conexao formada pelas células
de aeragdo e as células especializadas do cortex se abre quando ocorre a hidratagdo do
cortex como um todo, fechando novamente quando o cortex se desidrata (Benzing et al.,
1983). Posteriormente, foi proposto de forma complementar que o diametro das células

de aeracdo ¢ reduzido pela compressao pelas células de paredes espessadas que compdem
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a exoderme, também quando ocorre a desidratagdao do cortex (Roth-Nebelsick et al.,
2021). Em ambas as hipoteses, pressupomos que o principio funcional das unidades de
aeracdo depende da composicdo quimica das paredes celulares de cada um de seus
componentes, fornecendo flexibilidade de distensao, rigidez e coesdo das células quando

necessarios, ¢ garantindo a dinamica de abertura e fechamento dos canais de aeracao.

Dessa forma, pode-se dizer que a versatilidade do velame esta diretamente
relacionada a sua arquitetura celular e composicdo quimica das paredes celulares, que
criam condigdes particulares para dindmica de absor¢do de dgua e de trocas gasosas. O
velame inicia seu desenvolvimento por meio de divisdes periclinais da protoderme, cujas
novas células se expandem e desenvolvem paredes com espessamentos secundarios. Apos
amadurecimento, as células sofrem morte celular programada e perdem seu protoplasto,
maximizando o transporte apoplastico (Pridgeon, 1987; Joca et al., 2020; Lana et al.,
2020; Canto-Pastor et al., 2025). As paredes primdrias do velame sdao compostas
principalmente de celulose, hemiceluloses, pectinas e glicoproteinas (Joca et al., 2020;
Lana et al., 2020; Cant6-Pastor et al., 2025). Andlises ontogenéticas mostram que a
deposicao diferencial centripeta de lipideos e ligninas ocorre ja no seu desenvolvimento
inicial (Lana et al., 2020). As paredes celulares tém base celulosica e a impregnagao
destes componentes (lipideos e lignina) confere suporte mecanico e atua como facilitador
do fluxo apoplastico de agua (Joca et al., 2020). Os espessamentos secundarios
apresentam diferentes padrdes, muitas vezes helicoidais e com uma variedade de poros,
inicialmente constituidos pelos lipidios e posteriormente por lignina, além de
componentes como pectina (Joca et al., 2020; Lana et al., 2020; Manokari et al., 2022).
Além disso, os diferentes padroes de metilesterifcagdo das pectinas contribuem para
regular a rigidez e a capacidade de retencdo hidrica dos tecidos (Joca et al., 2020). Em
algumas raizes aéreas fotossintetizantes, também foi descrita a presenga de flavonoides

(Chomiki et al., 2015).

Entretanto, estes padrdoes podem variar conforme o estimulo ambiental. Em estudo
comparando raizes aéreas e terrestres de Vanilla phaeantha, uma espécie de orquidea
hemiepifita, as raizes aéreas mostraram uma composicao de parede celular mais complexa
que as raizes terrestres, com presenca de homogalacturonanos e ramnogalacturonanos-I,
pectinas que possivelmente favorecem o influxo de 4gua e nutrientes. Além disso, foram
encontradas hemiceluloses e proteinas, como extensinas e xiloglucanas, que aumentam a

rigidez e a sustentabilidade da célula (Lima et al., 2024). A relagdo entre variacdes na
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estrutura quimica do velame e sua funcionalidade em diferentes condigdes ambientais em
que as raizes crescem reforca a ideia de que a composi¢ao quimica da parede celular do
velame pode ndo ser a mesma em todas as células. Assim, propomos que a funcionalidade
das unidades de aeragdo estd ancorada na composi¢do quimica das paredes de seus
diferentes tipos celulares e do restante do velame. Cada parte do complexo velame-
exoderme-unidades de aeragdo deve apresentar caracteristicas celulares proprias, com
variagdes na composi¢ao de pectinas, lipideos e lignina. Diante disso, o presente estudo
propde caracterizar a composi¢ao quimica da parede das células do velame e das unidades
de aeracdo. Sera utilizado como modelo de estudo um hibrido de Vanda, um importante
género de orquideas ornamentais (Manokari et al., 2022) que apresenta caracteristicas

estruturais que atendem aos objetivos pretendidos.

Metodologia
Material vegetal utilizado no estudo

Foram utilizados fragmentos de raizes de cinco individuos de Vanda hibrida
cultivados na casa de vegetacdo da Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais,
Brasil. A casa de vegetagao ¢ mantida sob condigdes naturais de temperatura e umidade,
sendo o clima local do tipo Cwa, segundo a classificacdo de Koppen (Alvares et al., 2013)
e caracterizado por inverno seco (maio a agosto) e verdo quente ¢ chuvoso (outubro a
marco). As coletas foram realizadas em setembro de 2023, quando a temperatura média
anual anterior foi de 21,4 °C. A densidade do fluxo de fotons foi monitorada a cada hora
entre 6h e 18h por 3 dias (utilizando o sensor quantico LI-250A, LI-COR, EUA) e

apresentou média diaria de 1,5 mol m2 dia™.

O hibrido Vanda Robert’s Delight e derivado do cruzamento entre Vanda Kasem's
Delight x Vanda Mekong Blue, sendo amplamente cultivado no Brasil e considerado uma
planta de grande porte, com folhas lineares, espessas e alternadas. Os individuos de Vanda
foram mantidos suspensos, com as raizes livres. A circunferéncia das raizes foi medida a
pelo menos 3 cm do apice radicular com o auxilio de um paquimetro digital, sendo os
pneumatddios (manchas brancas) distribuidos em fragmentos de 10 cm da por¢do média
das raizes, contabilizados com um contador manual e medidas com auxilio do paquimetro

digital.
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Saturacdo do velame

Para observar a saturagdo do velame por dgua e a conservagdo das unidades de
aeracdo preenchidas por ar, a solugdo aquosa 1% de Lucifer Yellow (LY sal dilithium
CH, Sigma) foi aplicada na superficie de fragmentos de raizes de pelo menos 2 cm
localizados hé pelo menos 3 cm do apice radicular. Apds a aplicagdo do LY, as raizes
foram colocadas em caixas Gerbox forradas com papel filtro umedecido com agua
destilada e mantidas no escuro (Widholzer, 2005; Eller et al., 2016) por 15, 60s, e 1 h.
Posteriormente, foram realizados cortes transversais & mao livre das por¢des medianas
dos fragmentos. Foram montadas 1aminas histologicas utilizando glicerina e as se¢des
foram observadas em microscopio com sistema de fluorescéncia (4000 LED, Leica,
Alemanha) acoplado a cdmera HD monocromatica (DFC3000 G, Leica, Alemanha). Foi
utilizado o software de analise LAS X 1.1.0.12420, Leica, comprimentos de onda de
excitacdo de 450—490 nm e filtro de barreira Fitc de 515 nm (Oparka & Read, 1994,

modificado).

Analises estruturais

Para observagdo em microscopia Optica, fragmentos de 1 cm de raizes foram
fixados em FAA7 (formaldeido 37%, acido acético e etanol 70%) por 48 horas e
posteriormente armazenados em etanol 70% (Johansen, 1940). Cortes transversais foram
obtidos com o auxilio de lamina de barbear e posteriormente clarificados em solugdo
comercial de hipoclorito de sddio 50%. As sec¢des foram lavadas em agua corrente e
coradas com solugdo de safranina 1% e azul de astra 0,05% (1:9, v/v), utilizando-se
gelatina glicerinada de Kaiser para montagem das laminas (Kraus & Arduin, 1997). As
laminas foram observadas em microscopio Optico (DM10000, Leica, Alemanha)
acoplado a camera fotografica (HD5000, Leica, Alemanha). Parte das amostras fixadas
em FAA7y foi desidratada em série etilica e infiltrada em historresina Leica® (Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha). Os blocos foram cortados em secgdes transversais
a 7 um de espessura usando um microétomo rotativo (YD305, ANCAP, China). As se¢des
foram coradas com azul de toluidina 0,05%, pH 4,7 (O'Brien & McCully, 1987) para

analise em microscopia Optica.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para observa¢do dos
espessamentos parietais. Fragmentos das raizes foram retirados a 3 cm dos apices
priorizando as manchas brancas. O material foi fixado em Karnovsky (paraformaldeido
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4%, glutaraldeido 0,01 M, e tampao fosfato 0,2 M, pH 7.2) (5:3:2, v/v) (Karnovsky, 1965,
modificado por Kraus & Arduin, 1997), gradualmente desidratado em série etilica,
submetido a secagem em ponto critico de CO, (EMCPD 300, Leica, Alemanha) e
metalizado em ouro (20 a 30 nm de espessura) utilizando o SCD 050 Sputter Coater
(BalTec, USA). As amostras foram levadas ao MEV (Veja 3, TESCAN, Republica
Checa) operando em uma voltagem de 10 kV no Laboratorio de multiusuarios do Instituto

de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.

Analises histoquimicas e imunocitoquimicas

Para determinacdo da natureza quimica dos componentes da parede celular, foram
realizados testes histoquimicos em cortes @ mao livre obtidos a partir do material fixado
em FAA 70 (Kraus & Arduin, 1997). As se¢des foram imersas em Sudan I1I para deteccao
de compostos lipidicos totais (Johansen, 1940), em solucao alcoolica de florogucina 10%
seguida da imersdo em solucdo de 4dcido cloridrico 25% por 5 minutos para detec¢do de
ligninas (Johansen, 1940), em solug¢do de sulfato azul do Nilo 1% em acido sulfurico 1%
(1:0,05, v/v) para evidenciar a presenca de lipidios neutros, solugdo aquosa de tetroxido
de 6smio 1% para detec¢do de lipidios insaturados e reagente de NADI para deteccdo de
triterpenos (0leos essenciais e resinas) (Ventrella et al., 2013). Para todos os testes,
controles foram realizados conforme recomendacao dos protocolos. Ladminas temporarias
foram montadas em agua destilada e imediatamente registradas em microscopio

(DM1000, Leica, Alemanha).

Para confirmagao da presenca de ligninas nas paredes celulares, as sec¢des a mao
livre foram montadas em 4agua destilada e analisadas no microscopio com sistema de

fluorescéncia Leica® DMS500 acoplado a camera HD5000. Foi utilizado filtro DAPI no
espectro de excitacao entre 385 ¢ 400 nm) (Chomicki et al., 2014).

Para deteccdo de pectinas especificas, hemicelulose e proteinas de parede via
imunocitoquimica, foram utilizadas secdes das amostras das raizes infiltradas em
historresina. Para marcagdo de hemicelulose, as laminas foram pré-tratadas com imersao
em tampdo CaCl, 2 mM contendo 10 pg ml! de pectatoliase (CAS 1135-4-6, Sigma-
Aldrich) e 50 mM de acido 3-(ciclohexilamino)-1-pro-panosulfénico (CAPS) (Sigma-
Aldrich, EUA), pH 10, por 2 h (Marcus et al., 2008). Em seguida, todas as seg¢des para
marcagdo de hemicelulose, pectinas e epitopos proteicos foram imersas em solugdo de
bloqueio (solucdo de leite em pd a 3%, Molico® em tampao fosfato salino/PBS) por 30
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min. As se¢des foram incubadas com anticorpos monoclonais priméarios diluidos em
solucao de bloqueio (1:5; v/v) por 1 h no escuro. As amostras foram lavadas com PBS
trés vezes (5 min, cada) e incubadas com o anticorpo primario anti-IgG (Sigma-Aldrich®)
diluido em solugdo de bloqueio (1:100; v/v) por 2 h no escuro. Amostras incubadas em
uma solugdo com anticorpos secundarios foram usadas como controles. Por fim, todas as
amostras foram lavadas em PBS, montadas em glicerina/agua destilada (1:1 v/v) e
analisadas em um microscopio de fluorescéncia (Leica® DM500) acoplado a uma camera
digital (Leica® HD5000). Filtro DAPI (espectro de excitagdo 385—400 nm) foi utilizado
para localizar autofluorescéncia (Chomicki et al., 2014; Joca et al., 2020) em
sobreposi¢do pelo software do microscopio, evidenciando as marcagdes com anticorpos
monoclonais; Nas imagens obtidas, a cor azul indica autofluorescéncia, enquanto a cor
verde indica marcacdo de anticorpos. Para detec¢do de pectinas, hemiceluloses e
proteinas, foi verificada a auséncia e presenca da reagdo de fluorescéncia na parede
celular de fragmentos da raiz de Vanda, apds incubagdo com anticorpos monoclonais.
Resultados

As plantas de Vanda hibrida estudadas atingiram altura entre 80cm e 1,20m,
apresentam sistema radicular composto por raizes adventicias alongadas e cilindricas,
podendo chegar a 80 cm de comprimento e 4,5 + 6,2 mm de diametro (Fig. 1A).

Quando secas, as raizes exibem coloragdo branca a acinzentada e, quando
hidratadas exibem coloracao verde, com presenca de manchas brancas (pneumatddios)
com cerca de 0,7 mm £+ 3 mm em comprimento. O nimero de pneumatddios variou entre
as raizes, podendo ser encontradas de 28 a 92 manchas distribuidas ao longo de 10 cm
lineares.

Em secdo transversal, as raizes sao circundadas por um velame formado por 4 a 5
camadas de células mortas na maturidade (Fig. 1A). A camada mais externa, o epivelame,
diferencia-se das demais quanto a forma e estrutura da parede celular (Fig. 1B). O
epivelame, em geral apresenta células pentagonais em vista transversal, com paredes
celulares de espessamentos helicoidais em anastomose, com pequenos poros entremeados
(Fig. 1C). As demais células do velame também apresentam espessamentos arranjados de

forma helicoidal, porém menos entrelagados e poros de maior didmetro (Fig. 1D).

As unidades de aeragdo (Fig. 2A) sdo formadas por células do velame (que
agrupadas formam as manchas brancas e s3o denominadas pneumatddios), pela célula de

aeracdo localizada na exoderme e por duas a quatro células adjacentes inseridas no
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parénquima cortical (Fig 2A-B). Nas plantas estudadas, o velame se enche de agua

quando as raizes sdo hidratadas, porém os pneumatodios frequentemente permanecem

com bolhas de ar, facilmente observaveis em microscopia optica (Fig. 2A).

Fig. 1. Raizes de Vanda hlbrlda A)Etrutura geral do s1stema radlclar aéreo. BD)
Microscopia eletronica de varredura. B) Vista geral de uma raiz exibindo o velame,
exoderme e células do cortex parenquimatico. C) Detalhe das camadas mais externas do
velame, com espessamentos helicoidais em anastomose no epivelame. D) Detalhe das
células mais internas do velame com células também de parede espessa, porém com maior

numero de poros.

Lipidios foram detectados em todas as regides das raizes de Vanda. No velame,
destaca-se a impregnagao por lipidios nas paredes celulares, incluindo o epivelame e toda
a unidade de aeracdo (Fig. 2A-B). Terpenos foram identificados no cilindro vascular,
endoderme, células espessadas do parénquima cortical, exoderme e velame (Fig. 2C-F).
No cilindro vascular, os terpenos estavam associados a 6leorresinas (Fig. 2C), assim
como nas células dos pneumatddios em dire¢do as unidades de aeragdo (Fig. 2E). Nas
células espessadas do parénquima cortical e da exoderme, os terpenos apresentaram
associacdo com Oleos essenciais (Fig. 2D, F). Ainda nas células espessadas do
parénquima cortical, do velame como um todo e na exoderme, foi observada a presenca

de lipidios acidos (Fig. 2G e H). Destaca-se que as células do epivelame apresentaram

28



462  impregnagao lipidica na parede, porém nao reagiram ao NADI (indicador de terpenos)
463  nem ao Azul do Nilo (lipidios neutros e lipidios 4cidos).
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466  Fig. 2. Testes para diferentes classes de lipideos em cortes transversais de raizes de Vanda

467  hibrida. A) Lipideos totais (reagdo com Sudan III) evidenciando a unidade de aeracao
468  (delimitada em preto). A coloragdo mais escura na regido do pneumatddio decorre das
469  bolhas de ar que se prendem. B. Detalhe das unidades de aera¢do, mostrando os

470  pneumatddios no velame, a célula da exoderme e marcagdo lipidica também nas células
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da unidade de aeragao presentes no cortex. C - F) Terpenos evidenciados pela reagdo com
NADI. C) Cilindro vascular com coloragdo vermelha indica a presenga de terpenos
associados a oleorresinas, enquanto algumas células do coértex parenquimatico
apresentam parede secundaria com impregnagdo por terpenos aromaticos em oOleos
essenciais (coloracao azul). D) Detalhe de célula do parénquima cortical com parede
secundaria impregnada por terpenos associados a oleos essenciais. E) Unidades de
aeracdo com coloragdo avermelhada indicando a presenca de terpenos associados a
oleorresinas nas células do pneumatddios. F) Detalhe da exoderme impregnada por
terpenos associados a 6leos essenciais nas paredes periclinais externas. G) Vista geral de
seccoes submetidas a reacdo com Azul do Nilo, indicando a presenca de lipidios acidos
no velame e em algumas células do cortex parenquimatico. H) Detalhe das células do

velame impregnadas com lipidios acidos.

A presenca de ligninas na parede celular foi evidenciada tanto pela reacdo com
floroglucinol 4cido (Fig. 3A e B), quanto pela fluorescéncia sob filtro DAPI (Fig. 3C-E).

A coloracdo purpura indicativa de lignina foi intensa nas células do cilindro
vascular e endoderme (Fig. 3A). Nas células espessadas do parénquima cortical,
exoderme e velame, a reagdo ao floroglucinol foi mais baixa (Fig. 3B). No velame, a
impregnacgao por lignina foi mais evidente com o filtro DAPI na parede das células
proximas a exoderme das unidades de aeracdo (Fig. 3C-D). As células da exoderme,
inclusive as cé€lulas de aeracdo que se conectam ao parénquima cortical, também

apresentaram marcacao sob fluorescéncia com filtro DAPI.
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493  Fig. 3. Cortes transversais mostrando impregnacdo por lignina nas raizes de Vanda

494  hibrida. A e B) A presenca de lignina foi identificada pela coloragdo utilizando
495  floroglucinol acidificado. A) Cor purpura aponta para forte impregnacao por lignina nas
496  células do cilindro vascular e endoderme. B) Baixa reacao com floroglucinol nas células
497  do velame. C-E) Impregnacdo por lignina evidenciada de forma mais conspicua pela

498  fluorescéncia com o filtro DAPI na parede das células proximas a exoderme das unidades
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de aeracdo. As células da exoderme, inclusive as células de aeragdo que se conectam ao
parénquima cortical também foram marcadas quando submetidas a fluorescéncia com

filtro DAPI.

Imunocitoquimica

Epitopos de pectinas, hemiceluloses e proteinas foram detectados por anticorpos
monoclonais em fragmentos das raizes de Vanda estudadas (Fig. 4; tabela 1). Os epitopos
de pectinas homogalacturonanas de baixa e alta metil-esterificagdo, reconhecidos pelos
anticorpos LM19 e LM20, e (1,5) -a-L-arabinanos, reconhecidos por LM6, foram
detectados na regido do velame, com excecdo do epivelame. No cortex, observou-se
marcagdo nas células da exoderme, predominantemente na parede primaria, estando
também presente nas c€lulas que compdem a unidade de aeracdo. Entretanto, ndo houve
marcacao expressiva no plano anticlinal das paredes das cé¢lulas adjacentes (Fig. 4. A-E).

Epitopos de proteina arabinogalactanos, reconhecidos por LM2, foram detectados
em todos os tecidos, com excecdo do epivelame, apresentando fraca marcac¢ao na regido
anticlinal das células adjacentes (Fig 4. F-G.)

Ja os epitopos de pectinas (1,4) -B-D-galactanos reconhecidos por LMS5 foram
detectados na regido do velame, exceto no epivelame. A marca¢do mais intensa foi
observada nas cé€lulas do velame que nao estdo em contato com a exoderme. As células
do velame em contato com a exoderme, as células da exoderme (incluindo as células de
aeracdo) e as células especializadas do cortex exibiram marcagdo discreta. No cortex,
houve marcagao na parede primaria das células da endoderme, nas células que compdem
a unidade de aeracao, com marcacao evidente no plano anticlinal das paredes das células

adjacentes (Fig. 4.H).
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Fig. 4. Cortes transversais mostrando marcacgoes dos epitopos de pectinas e proteinas nas

raizes de Vanda hibrida, observados em microscopia de fluorescéncia. A-B) Evidente
marcacao de pectinas homogalacturonanas de baixa metil-esterificagdo (LM19), inclusive
na regido das duas células de aera¢do da exoderme (*). No epivelame (seta em vermelho)
foi observada uma fraca marcagdo. C) Epitopos de homogalacturonanas de alta metil-
esterificacdo (LM20) com fraca marcacgdo nas paredes das células adjacentes as células
de aeracdo (*). D e E) (1,5)-a-L-arabinanos reconhecidos por LM6, com fraca na regido
do epivelame (seta vermelha) e mais evidente na regido da célula de aeracao (*). F-G.

Arabinogalactanos reconhecidos por LM2 com evidente marcagao nas células do velame,
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pneumatodios e células de aeracdo (*). Nas cé€lulas especializadas do cortex estavam
presentes apenas nas regides proximas a exoderme. (H) 1,4 -B-D-galactanos reconhecidos
pelo LMS5. A marcagdo mais intensa foi observada nas células do velame que ndo estdo
em contato com a exoderme. As células do velame em contato com a exoderme, as células
da exoderme (incluindo as células de aeracao - *) e as células especializadas do cortex

apresentaram leve marcagao.

Para analise de hemiceluloses, os anticorpos LM11 (Arabinoxilanos) e LM21
(Heteromananos) revelaram marcagao na regido do velame, com exce¢do do epivelame.
No cortex, ambos apresentaram marcagao nas células da exoderme e nas células que
compdem a unidade de aeragdo de ambos. Em LMI11 ndo houve evidéncia no plano
anticlinal das células adjacentes (Fig. 5.B-C), ao passo que epitopos de heteromananos

reconhecidos por LM21 apresentaram marcacao nessa regiao (Fig. 5. A).

Fig 5. Cortes transversais mostrando marcacdes dos epitopos de hemicelulose nas raizes

de Vanda hibrida, observados em microscopia de fluorescéncia. A) Os heteromananos
(LM21) estiverem presentes nas paredes celulares do velame, células de aeragao e células
adjacentes no cortex. B-C) Os arabinoxilanos (LM11) estiverem presentes nas células do

velame, células de aeracdo e ausentes nas células adjacentes no cortex.
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Tabela 1 - Auséncia e presenca da reagdo de fluorescéncia na parede celular de
fragmentos da raiz de Vanda, apds incubaciao com anticorpos monoclonais para deteccao

de pectinas, hemiceluloses e proteinas.

Velame Unidades de aeragéo
Componentes
Anticorpos Células
da parede X Epi- Demais Exoderme Células
monoclonais Pneumatoédios de
celular velame células especializadas
aeraciio
+ (Préximo as
LM19 - + + + + células de
aeracao)
+ (Proximo as
LM 20 - + + + + células de
aeragdo)
Pectinas + (exceto + (exceto na
na camada camada
LM5 - _ - _ - -
proxima a proxima a
exoderme) exoderme)
+ (Proximo as
LM6 - + + + + células de
aeragao)
LM11 - + + + + +
Hemiceluloses
LM21 - + + + + +
+ (Préximo as
Proteinas LM2 - + + + + células de

aeragdo)

Fluxo apoplastico de dgua

A presenca de dgua no velame foi detectada pelo ensaio com solucdo de Lucifer
Yellow em todos os tempos do estudo apos aplicacdo da solugao (15s, 60s e 1h). Os
pneumatodios permaneceram sem agua nos primeiros 60 segundos (Fig. 6A-C). Com 1
hora de experimento, o velame j& estava saturado e com pneumatddios parcialmente
preenchidos por dgua (Fig. 6C). No cortex parenquimatico, a agua apoplastica foi
marcada principalmente nas células de espessamento parietal (Fig. 6D), entrando pelas

células de passagem da endoderme e atingindo as células condutoras do xilema (Fig. 6E).
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Fig. 6. Cortes transversais mostrando fluxo apoplastico de agua nas raizes de Vanda
hibrida. A presenca de 4gua no apoplasto foi evidenciada pela coloragdo verde resultado
da reagdo com Lucifer Yellow observada em microscopia de fluorescéncia. A-C) Agua
presente nas células do velame apds aplicagdo do reagente por 15s (A), 60s (B) e 1h (C).
Nos tempos de 12s (A) e 60s (B), a passagem de ar pelos pneumatodios € preservada.
Com 1h de experimento (C), as unidades de aeragdo ja se encontram parcialmente
preenchidas por d4gua. D) Agua presente nas paredes do velame, exoderme e células com
espessamentos parietais do parénquima cortical. E) A agua flui do parénquima cortical,

pelas células de passagem da endoderme e atinge os vasos condutores do xilema.
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Discussio
Aspectos da estrutura e fun¢do do velame

O velame nas raizes de orquideas ¢ composto por células mortas, poligonais,
elipticas ou retangulares, e cujo nimero de camadas pode variar tanto entre espécies de
um mesmo género quanto dentro da propria raiz, a depender do contato com o substrato
(Lima et al., 2023). Em nosso estudo, as raizes de Vanda apresentaram velame com 4 a 5
camadas celulares ao longo de toda sua circunferéncia, conforme encontrado por
Porembski e Barthlott (1988).

A formagdo da parede primaria do velame representa o primeiro estagio
ontogenético essencial para a funcionalidade deste tecido. Durante seu desenvolvimento,
divisdes periclinais na protoderme originam células que se expandem e depositam
principalmente celulose, hemiceluloses, pectinas e glicoproteinas, compondo a matriz
primaria (Joca et al., 2020; Lana et al., 2020; Manokari et al., 2022). De fato, paredes
primarias ndo sdo consideradas estruturas estaticas, mas sim matrizes dindmicas capazes
de expansdo e remodelagem durante o crescimento e a diferenciagdo celular (Anderson
& Kieber, 2020). Essa parede primdria apresenta elevada plasticidade, permitindo
posterior deposicdo de camadas adicionais. No velame, a composicdo quimica das
paredes tem sido associada a capacidade de hidratacdo e reten¢ao de agua do velame, que
constitui uma das principais fungdes deste tecido em orquideas epifitas (Zotz & Winkler,
2013; Joca et al., 2017). Além disso, as variagdes nos padrdes de metilesterificacdo das
pectinas contribuem para modular a porosidade da parede, influenciando diretamente a
regulacdo hidrica (Joca et al., 2020).

O avanco no processo de maturagdo celular do velame ¢ marcado pela deposigao
de espessamentos secundarios, evidenciada por diferentes padroes helicoidais e a
presenca de poros. Estudos histoquimicos demonstraram que tais espessamentos
envolvem inicialmente impregnacao por lipidios e, posteriormente, deposi¢ao de lignina,
0 que confere maior resisténcia mecanica e capacidade de transporte apoplastico de agua
(Joca et al., 2020; Manokari et al., 2022). A associagdo entre deposicdo de celulose e
microtibulos durante esse processo reforca que a orientacdo dos espessamentos
secundarios segue padrdes citosqueléticos conservados (Idris et al., 2021). Esses achados
corroboram as observacdes no hibrido de Vanda, em que a presenca de espessamentos
helicoidais com anastomoses e porosidade variavel foi evidente, indicando uma

especializagdo funcional das diferentes camadas celulares do velame.
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O epivelame ¢ a primeira camada celular em contato direto com o ar ou com a
agua, funcionando como a primeira barreira de absorcdo e protecdo. Nesta camada de
células foi observada uma diferenciacdo estrutural clara em relacdo as demais camadas
do velame. As células pentagonais exibem espessamentos helicoidais mais entrelacados,
com poros menores, contrastando com as células internas que apresentam poros mais
amplos. Essa diferencia¢do estrutural foi relatada em estudos anatdmicos de diversas
espécies de Orchidaceae (Porembski & Barthlott, 1988; Oliveira & Sajo, 2011) e sugere
que o epivelame atua como interface de absor¢do e barreira protetora contra estresses
ambientais (Idris et al., 2021). Além disso, analises imunocitoquimicas recentes
evidenciaram auséncia de marcagdo significativa de pectinas e proteinas na parede do
epivelame, ao contrario do restante do velame e do cértex (Lima et al., 2024). Essa
caracteristica também foi observada em nosso estudo, o que aponta para uma composi¢ao
quimica especializada, possivelmente adaptada a equilibrar absor¢do rapida de agua e
resisténcia estrutural. A impregnacao por lipideos totais foi evidente, apesar da auséncia
de terpenos associados a oleorresinas ou lipideos acidos, o que sugere a presenca de

suberina, como comumente descrito para células do velame (Manokari et al., 2022).

Aspectos da estrutura das unidades de aeragdo

O significado funcional de diferengas estruturais no velame, como a presenga de
caracteristicas adicionais, como tilossomos ou pneumatddios, sdo pouco exploradas (Zotz
et al., 2017). A estrutura das unidades de aeragdo envolve complexos celulares
constituidos pelas células do velame, da exoderme e do cortex, formando canais
especializados para trocas gasosas (Benzing et al., 1983; Roth-Nebelsick et al., 2021). O
conjunto de células das unidades de aerag¢do no velame ¢ denominado pneumatddio, sendo
seguido pela célula de aeragdao na exoderme e por 2 a 4 células adjacentes inseridas no
parénquima cortical. Esse padrao foi percebido também em outro estudo com raiz aérea,
no qual as unidades de aeragdo sdo compostas por uma (ou raramente duas) célula
exodérmica com uma fina parede tangencial interna e geralmente duas células corticais
diferencialmente espessadas abaixo (Carlswarl, 2006). Quando as raizes entram em
contato com a dgua e o velame ¢ hidratado, bolhas de ar sao retidas nos pneumatédios,
contribuindo para aerag¢do do cortex mesmo em condi¢des de saturagdo hidrica (Santos et
al., 2025). Duas hipdteses explicam a abertura e o fechamento das unidades de aeragdo:
a compressao lateral induzida pela hidratacdo do cértex e a redugdo do diametro das

células de aeragdo sob pressdao mecanica da exoderme (Benzing et al., 1983; Roth-
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Nebelsick et al., 2021). Ambas ressaltam o papel da composi¢dao da parede celular na
dinamica de abertura e fechamento, fornecendo um elo entre estrutura quimica e
funcionalidade fisioldgica.

A analise lipidica revelou diferencas marcantes entre as células das unidades de
aeracao e as demais células do velame. Enquanto o velame e as unidades de aeracao
apresentaram forte impregnacdo para lidideos totais, as unidades de aera¢do exibiram
ainda acamulo de lipidios especificos, incluindo terpenos associados a Oleorresinas e
6leos essenciais, além de lipidios acidos. A impregnagao lipidica por oleorresinas exerce
papel de impermeabilizagcdo e protegdo mecanica, complementando ligninas e suberinas
jé descritas para o velame, o que contribui para preservar aeracao nos pneumatodios em
condi¢cdes de saturacdo hidrica (Roth-Nebelsick et al., 2021). Muitos terpenos também
apresentam propriedades antioxidantes e fotoprotetoras, neutralizando espécies reativas
de oxigénio produzidas pela alta incidéncia luminosa, o que se relaciona com o papel do
velame na protecdo contra radiagdo UV-B (Chomicki et al., 2015). Por sua vez, os
lipideos acidos participam da formagao de polimeros hidrofébicos como cutina e suberina
(Philippe et al., 2020). Essa heterogeneidade sugere que a composi¢ao lipidica confere
propriedades hidrofobicas localizadas, que preservam bolsdes de ar e contribuem para o
fluxo de 4gua dentro das unidades de aeragdo. Estudos recentes destacam que tais
modificagdes lipidicas em paredes celulares sdo cruciais para estabelecer barreiras
seletivas em tecidos vegetais especializados, aproximando o velame das orquideas a
outros modelos de paredes impregnadas por suberina e cutina (Philippe et al., 2020).

As analises imunocitoquimicas indicaram diferencgas relevantes na composi¢ao de
pectinas e proteinas de parede entre as células das unidades de aeracdo e o restante do
velame. Enquanto homogalacturonanas de baixa e alta metilesterifica¢do, arabinanas e
galactanas foram amplamente detectadas no velame interno e no cortex, sua presenga foi
reduzida ou ausente no epivelame. Tais resultados ja foram observados anteriormente por
Lana et al. (2020) e Lima et al. (2024). Do mesmo modo, epitopos de proteinas como
arabinogalactanos foram identificados em células do velame e das unidades de aeragao,
mas nao no epivelame. Essa distribuicao diferencial sugere que a plasticidade mecénica
¢ a capacidade de distensdo controlada das paredes celulares nas unidades de aeragdo
dependem de uma composicao especifica de pectinas e proteinas estruturais (Guedes et
al., 2025). Dessa forma, as unidades de aeracdo representam uma especializagdo
anatomica e bioquimica que garante a integracao entre absorc¢ao hidrica, retengdo de ar e

trocas gasosas, assegurando a sobrevivéncia de raizes expostas a ambientes variaveis.
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Conclusao

A analise das caracteristicas estruturais e quimicas do velame em raizes de Vanda
hibrida evidencia uma relagdo entre fun¢ao e composi¢do quimica das paredes celulares,
que ndo ¢ homogénea ao longo do tecido. Foi observado que diferentes camadas do
velame e as unidades de aeragdo apresentam caracteristicas celulares especificas,
incluindo variagdes na presenga de pectinas, lipidios e lignina. O epivelame, com células
pentagonais, espessamentos helicoidais mais complexos e poros menores, parece atuar
como interface de prote¢do e absor¢do, enquanto as células internas e as unidades de
aeracdo demonstram especializagdo bioquimica, incluindo acumulagdo de terpenos,
oleorresinas e lipidios acidos, que contribuem para impermeabilizacdo e retencdo de ar.
Essa heterogeneidade estrutural e quimica suporta a hipétese de que a funcionalidade das
unidades de aeragdo depende diretamente da composi¢ao de suas paredes celulares e das
camadas adjacentes, contribuindo para a manutencao da aeragao nas raizes em resposta a

variagOes ambientais.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Edited by Hermann Heilmeier Anatomical and physiological characteristics in orchids efficiently optimize the acquisition and use of water, such

as the velamen in the roots, and the expression of crassulacean acid metabolism (CAM). However, the water
Keywords:
Cam

saturation of the velamen may generate hypoxic conditions, which the presence of pneumathodes may reduce.
The present study aimed to analyze the tolerance of the epiphyte Vanda hybrid subjected to water saturation,
determining whether the velamen water saturation leads to root oxidative stress with a systemic effect on plant
metabolism, and discussing the role of pneumathodes in root aeration. Five individuals were used as controls,
and five were subjected to root system submersion for 120 h (time intervals: 0, 24, 72, and 120 h after sub-

Chlorophyll a flucrescence
Hypoxia
Orchid

Oxidative stress
mersion). Fragments of leaves and roots were used to obtain the specific mass and the relative water content, and

Photosynthetic pigments
to quantify the diurnal organic acid changes, the contents of chloroplast pigments, and chlorophyll a fluores-
cence. Histochemical analyses were performed to detect oxidative stress in the roots. The nitial submersion of
the roots led to plant hydration and increased CAM expression and photochemical quantum yield by leaves.
Prneumathodes remained white throughout the experiment, but the submerged roots exhibited higher oxidative
stress than those of control plants after 120 h of submersion. In addition to the connection between the root
cortex and the external environment, the air pockets formed by pneumathode cells and the O, product of
photosynthetic metabolism can reduce or at least delay the effects generated by water saturation conditions at

the root.

1. Introduction

Morphological, physiological, and biochemical adaptations can be
associated with a plant’s ability to tolerate waterlogged soils (Pan et al,,
2021). In general, waterlogging refers to environments in which the
presence of water varies from a fully saturated soil to complete sub-
mersion (flooding) of the root system (Striker, 2012). Under flooding
stress, ethylene levels increase, and oxygen levels in intercellular spaces
rapidly decrease (Loreti et al., 2016). A decrease in oxygen availability
can limit mitochondrial respiration, leading to a condition known as
hypoxia (Striker, 2012). Under anaerobic conditions, thereis an increase
in the concentration of protons in the cell eytoplasm, causing acidifi-
cation. Changes in the cellular pH lead to the blockade of aquaporins,
causing a reduction in water uptake by the plant that can lead to a
systemic effect (Tournaire-Roux et al., 2003).

In contrast to flooding conditions, Orchidaceae have many epiphytic
species or species that grow in xeric environments. Strategies that favor
development in environments with low water availability, including

* Corresponding author.
E-mail address: anasilviamoreira@ufu.br (A.S.F.P. Moreira).

https://dol.ore/10.1016/).flora.2025.152846

aerial roots with velamen, emerged as alternatives for adaptation to this
environment (Benzing et al., 1983; Zhang et al., 2018). The velamen isa
tissue composed of epidermal cells that are dead at maturity and
specialized in water absorption (Joca et al., 2020; Idris et al., 2021). It
can have one to many cell layers, whose thickened walls with high lipid
and lignin impregnation facilitate apoplastic transport (Silva and Sca-
tena, 2011; Zotz and Winkler, 2013; Joca et al., 2020). However, under
water saturation conditions, some species may show limited gas diffu-
sion through the velamen, potentially leading to hypoxia, similar to the
effects of waterlogging conditions. In this context, photosynthesis in the
root cortex plays a role in the production of O, (Moreira et al., 2013;
Roth-Nebelsick et al, 202]1), while the presence of pneumathodes,
structures that form impermeable patches, helps to maintain a connec-
tion between the root swrface and the cortical cells. These spots allow gas
exchange in these roots even when the velamen is filled with water
(Roth-Nebelsick et al., 2021).

Pneumathodes are especially important in species without leaves
(Benzing et al., 1983), but are also found in other orchids. The
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whitish-greyish coloration characterizes the surface of the velamen
before it becomes wet. After wetting, the velamen cells, except for the
pneumathode region, become translucent because they are filled with
water instead of air. Pneumathodes compose the outer face of an aera-
tion unit that leads to an interface between the cortex and the velamen
(Benzing et al., 1953). These aeration units are formed by pneumathodes
that are directed to aeration cells in the exodermis, which usually show
thinner walls than adjacent cells with U-shaped thickenings. Intemnally
to the exodermis, the aeration cells are followed by specialized cells that
form a duct that connects the cortex to the pneumathode cells (Benzing
etal., 1983; Roth-Nebelsick et al., 2021). Initially, Benzing et al. (1983)
proposed that the aeration units operate through a passive mechanism,
suggesting that the specialized cells in the cortex are pressed when the
entire cortex becomes dehydrated, a process known as the “lateral
passive closure hypothesis™. Thus, according to this hypothesis the pores
between specialized cortical cells would passively open or close in
response to the cortex’'s hydration status. Subsequently, Roth-Nebelsiclk
et al. (2021) proposed a second hypothesis complementary to the first
one, in which the diameter of the aeration cell is reduced by compres-
sion when the cortex becomes dehydrated. The aeration cells of the
exodermis have thin walls and are often compressed between the
thick-walled exodermal cells, anchored to the specialized cells of the
cortex. During hydration, the cell turgor increases and leads to cell
expansion at the cortex. As a result, the circumference of the cortical
exodermis also increases, further opening the aeration cells.

In addition to the structural strategies related to the xeric environ-
ment, Crassulacean Acid Metabolism (CAM) is usually associated with
the water use efficiency by plants. In some species, the CAM expression
is obligatory (constitutive CAM), whereas it may be facultative for
others. The facultative CAM expression allows CAM expression in stress
conditions, reverting to the C; phenotype when the environmental stress
is removed (Winter and Holtum, 2014). Most studies on facultative CAM
plants in response to water stress address drought conditions rather than
flooding, including in Orchidaceae (Cushman and Borland, 2002;
Liittge, 2004). In contrast, changes in CAM expression have also been
observed in species subjected to flooding, highlighting that this meta-
bolic shift is not exclusive to drought conditions. Species of Isoétes are
submerged plants where CO, fixation by phosphoenolpyruvate carbox-
ylase (PEPcase) is facilitated by its high affinity for HCO3 (Keeley,
1952). When the flooding condition is temporary and the water levels
decrease, their microphylls (leaf-like structures typical of this group)
emerge and encounter the atmosphere, with deactivation of CAM
expression and plants remaining in the C; mode for carbon acquisition
(Keeley, 1983; Winter and Holtum, 201 4).

Indeed, plants encounter a variable number of environmental signals
throughout their life. Although environmental agents can act individu-
ally, it is more common to act together, especially considering the
availability of CO,, nutrients, water and light, or conditions of temper-
ature and salinity (Littge, 2004, 2010). The stress conditions most
associated with the CAM expression involve low water availability and
salinity (Cushman, 2001; Cushman and Borland, 2002; Freschi and
Mercier, 2012). It is known that the biochemical processes that involve
stress signaling for CAM expression under these conditions (changes in
cytosolic Ca®*, Ca?"-dependent kinases, abscisic acid and other hor-
mones, nitric oxide, and hydrogen peroxide) (Freschi and Mercier,
2012) are similar to multiple stress events, including flooding conditions
(Ahmad et al., 2012; Sharma et al., 2012; Zhu, 2016; Sasidharan et al.,
2018).

Orchids stand out among the most commercialized flowers; in 2018,
they accounted for a significant portion of the global flower trade, with
annual sales of more than US$ 4 billion (Zhang et al., 2018). Due to their
exuberance, they have added value, which means that more studies are
needed to optimize their cultivation (Vendrame et al., 2014; Faria et al,
2018). However, yield losses due to poor irrigation can result in several
damages to plant structures, including the development of pathogens
and root system decay caused by waterlogging (Cardoso, 2005). Despite
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the aeration units in several Orchidaceae species (Benzing et al., 1933),
velamen water saturation can obstruct pneumathodes, impairing gas
exchange and thus imposing a condition of water saturation that can
lead to hypoxia, similar to the effects caused by flooding. The genus
Vanda Jones ex RB comprises monopodial Orchidaceae species whose
habit is mainly epiphytic, reaching up to 2 m in height (Gardiner et al.,
2013). Vanda species may exhibit a weak CAM or CAM-intermediate in
their leaves, but no nocturnal acid aceumulation is observed in their
roots (Sma-Air and Ritchie, 2020). The presence of pneumathodes was
previously described by Benzing et al. (1983) for the genus, and for that
reason, it was chosen for this study. Therefore, the present study aimed
to determine the tolerance of Vanda hybrid (Orchidaceae) to water
saturation conditions of the roots. Specifically, we aimed to (1) deter-
mine oxidative stress by root submersion, causing systemic stress and
changing the photosynthetic yield, and (2) discuss the role of pneu-
mathodes in the case of water saturation of the velamen.

2. Materials and methods

For the experiments, we used the hybrid Vanda Robert’s Delight,
derived from crosses between Vanda Kasem's Delight x Vanda Mekong
Blue. It is one of the most popular and widely cultivated hybrids in
Brazil, considered a large-sized plant, with linear, thick, and alternate
leaves. The roots are thick and elongated and were cultivated free
(Fig. 1). Ten Vanda hybrid plants were used in the experiments, with five
individuals maintained as controls and five subjected to flooding con-
ditions (submersion). The control plants were irrigated in a greenhouse
twice a week, while the plants under flooding conditions had the entire
root systems completely submerged for 120 b, changing the water every
24 h of experiment. The individuals of Vanda were kept suspended, in a
greenhouse located the Institute of Biology of the Federal University of
Uberlandia (UFU), municipality of Uberlandia, Minas Gerais State. The
greenhouse is maintained under natural temperature and humidity
conditions; the local climate is of the Cwa type according to the Koppen
classification (Alvares et al., 2013), characterized by dry winter (May to
August) and a rainy and hot summer (October to March). The annual
average temperature was 21.4 °C. The samples were collected in
September 2023; with the maximum temperature recorded during the
experiment of 34 °C and the minimum of 21 “C. The photon flux density
was monitored every hour between 6 am and 6 pm during the experi-
ment (using the quantum sensor LI-2504, LI-COR, USA) and recorded an
average daily of 1.5 mol m™ day™.

2.1. Analyses of specific mass and relative water content

For the analyses of the specific mass (SM) and relative water content
(RWQ), leaf and root fragments (5 cm) from the root apex of each control
individual (n = 5) and under submersion (n = 5) were excised every 24 h
until 120 h of the experiment. For the leaves, 6.4 mm? discs were
removed from the median region, avoiding the central midrib. For the
roots, 1 em long fragments whose diameters were measured with a
digital caliper were used. The leaf and root fragments were immediately
weighed to obtain the fresh mass (FM), immersed for 24 h to obtain the
turgid mass (TM), and then oven-dried to a constant weight to obtain the
dry mass (DM). SM was calculated considering SM = DM/A, where A is
the area of the fragment, as proposed by Witlkowski and Lamont (1991),
whereas RWC was calculated using the formula RWC =
(FM-DM)/(TM-DM) x 100, according to Turner (1951).

2.2. Evaluation of CAM metabolism expression

The diurnal variation of the titratable acidity (AH ")was evaluated to
verify the expression of CAM over time (0 h, 24 h, 72 h, and 120 h). The
acidity accumulated overnight was obtained in fresh leaves and roots
(200 mg for each sample) collected at 6 am and 6 pm, and the difference
in the titratable acidity at these two time points was represented by
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Fig. 1. Vanda hybrid roots. (A) Dehydrated velamen, white/gray in color. (B) The hydrated velamen is translucent and allows visualization of the cortical paren-
chyma containing chloroplasts (green color). The white spots refer to air-filled pneumathodes (arrows). (C) General appearance of the root system of control plants,
with dehydrated velamen. (D) General appearance of the root system of plants submerged for 120 h. In these roots, the pneumathodes had already been filled with
water, making them no longer visible as white spots. (E) Cross-section of fresh roots of the control plants. The aeration unit (delimited in blue) is formed by the
preumathode cells in the velamen, by the aeration cell through the exodermis, and by the specialized cells in the cortical parenchyma. The dark color is due to the air
bubbles that form in the aeration unit. (F) Detail of the aeration unit showing the specialized cells (arrows), the aeration cell through the exodermis (asterisks), and
the velamen cells. Co: cortex, Ex: exodermis, Pn: pneumathode, SCC: specialized cells in the cortex, Ve: velamen.

AH". The samples were boiled in distilled water for 5 min, and the ex-
tracts were titrated with 0.01 N NaOH, according to the procedure
deseribed by Hartsock and Nobel (1976).

2.3. Content of chloroplast pigments and chlorophyll a fluorescence

Two leaf (1 cn12, at the middle portion, avoiding the leaf midrib) and
root (1 em in length) fragments of each plant were used to quantify the
content of chloroplast pigments. The samples were immersed in 80 %
acetone (v/v) for 48 h, macerated, and centrifuged at 1000 rpm for 5
min. The absorbances of the supernatant were determined at 470, 646,
and 663 nm using a spectrophotometer (Biospectro, SP-220). The
chlorophyll a, b, and carotenoid contents were determined according to
Lichtenthaler and Wellburn (1983).

To monitor the stress caused by root submersion in plants over time
(0h, 24 h, 72 h, and 120 h), the chlorophyll a fluorescence in photo-
system II (PSII) was evaluated in the roots and leaves (Lichtenthaler and
Miehe, 1997). An imaging fluorimeter (Handy FluorCam - PSI — Photon
Systems Instruments) coupled to the FluorCam 7.0 software (quenching
protocol) was used, considering the following parameters: the maximum
quantum yield of PSII after dark adaptation (Fy/Fp,) (Oxborough, 2004),

the quantum yield of light-adapted PSII (QYmax) (Genty et al., 1959),
and the fluorescence decay ratio (Rgg) as an empirical parameter to
assess plant vitality (Lichtenthaler and Miehe, 1997).

2.4. Histochemical analyses for the detection of oxidative stress

Histochemical tests were performed to detect the presence of
hydrogen peroxide (H202) and superoxide anion (03). Cross-sections of
fresh and recently collected fragments of the leaves and roots of the
control plants, and after 120 h of submersion, were used. For hydrogen
peroxide detection, the sections were placed in 0.5 % 3,3-dia-
minobenzidine (DAB-CAS 91-95-2) (Rossetti and Bonnatti, 2001). The
sections were observed under a light microscope with an attached
camera (Leica DM 1000), and positive results were obtained by brown
staining. For superoxide anion detection, leaf and root fragments were
incubated overnight in 0.2 % nitroblue tetrazolium (NBT- CAS
298-83-9) in 50 mM sodium phosphate buffer solution (pH 7.5) (Kaur
et al., 2016). The samples were immersed in ethanol and glyeerol (9:1)
in a water bath at 100 °C to remove chlorophyll. Subsequently, the
samples were sectioned with a razor blade, and the slides were mounted
using glycerin. The sections were observed under a light microscope,
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and the superoxide anions were indicated by blue pigmentation.
2.5. Data analysis

To determine differences in the SM, RWC, and chloroplast pigment
content (root — Chl b, total chlorophyll, carotenoids, and Chl a/b) be-
tween the control and treatment groups (0 h, 24 h, 72h and 120 h - time
of root submersion) of Vanda hybrid, a repeated measures ANOVA
(Bakeman, 2005) was performed using the “ezANOVA™ function from
the ez pacliage. For the analysis of nonparametric data, which did not
meet the assumptions of the absence of outliers and normality of the
data (Shapiro-Wilk test), we used the Friedman test (leaves - RWC, SM,
Chl a and Chl b, total chlorophyll, and carotenoids contents, Chl a/b,
chlorophyll/carotencids and acidity; roots — Chl a, chlorophyll/ear-
otenoids and acidity). To verify variations in the chlorophyll a fluores-
cence parameters (QYmax, Fy/Fy, and Rg) of the leaves and roots
between the control and treatment group, linear mixed models (LMM)
were eonstructed, with individuals as random effects. The analyses were
performed using R software (i386 4.4.0; R Development Core Team,
2024), and the significance level was set at 5 %.

3. Results

When the velamen is dry, the roots of Vanda hybrid seem whitish/
greyish (Fig. 1A and C), and, when in contact with water, the velamen is
quickly saturated. In this case, it is translucent and allows visualization
of the cortical parenchyma containing chloroplasts (the roots exhibit
green coloration) (Fig. 1B and D). When the pneumathodes remain filled
with air, they retain the whitish color and are easily visualized (Fig. 1B).
After 120 h of immersion, when saturated, the pneumathodes also
become translucent and reflect green (Fig. 1D). The roots of Vanda
hybrid studied here showed a velamen with 4 to 5 cell layers (Fig. 1E),
with cells slightly elongated along the anticlinal axis and an epivelamen
(outermost cell layer) clearly distinguishable by its change in shape at
the surface interface (Fig. 1E). The pneumathodes connect the atmo-
sphere to specialized cortical cells through the velamen and the aeration
cells that traverse the exodermis, forming the aeration unit (Fig. 1F).

The SM of both roots (;r_'z = 6.6; Df = 4; P > 0.05) and leaves (F =
2.73; Df = 4, 12; P > 0.05) did not change over the submergence times
(Fig. 2A). Compared with the control plants, the leaves showed higher
values of RWC after 120 h of submersion (y* = 13; Df = 4; P < 0.05;
Fig. 2B). Root hydration was observed during the first 24 h of the
experiment (RWC values, F = 63.04; Df = 4, 12; P < 0.0001). However,
after 72 h of submersion, a significant reduction in root RWC was
detected.

The diumal variation in organic acid content showed an increase in
acidity in the leaves during the night after 72 h of submersion (3*=
14.75; Df = 4; P < 0.01), whereas in the roots, it had an increase only at
24h (y* = 11.74; Df = 4; P < 0.05) (Fig. 3).

The content of chloroplast pigments in the leaves decreased in terms
of chlorophyll @ b, total chlorophyll, and carotenoids at 72 h of sub-
mersion (Table 1). There was no difference in the ratio of chlorophyll a/
b or the ratio of total chlorophyll/carotenoids in the leaves between the
submersion times analyzed. The chlorophyll a content was lower in the
roots after 72 h of submersion. No differences in the other parameters
related to the pigment content at the different root immersion times
were detected.

The QYmax and Fy/Fy, values in the leaves showed an increase after
24 h of submersion (Q¥max: y* = 50.66; Df = 4; P < 0.0001, and F,,/Fy:
%% = 30.66; Df = 4; P < 0.0001) (Fig. 4A and B). In the roots, no dif-
ferences were observed for QYmax (y° = 7.66; Df = 4; P > 0.05)
(Fig. 4A), but F,/Fy also showed an increase in the first 24 h after
submersion (f =19.76; Df = 4; P < 0.0001) (Fig. 4B). The Rgg values of
the leaves increased after 24 h of submersion (y® = 32.07; Df = 4, P <
0.0001), whereas the Ry values of the roots did not significantly differ
(f = 8.14; Df = 4; P > 0.05) due to large variation at 24 and 72 h
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Fig. 2. Variations in the specific mass (SM, A) and relative water content
(RWC, B) of leaves (purple) and roots (orange) of Vanda hybrid in an experi-
ment simulating flooding of the root systems. The data refer to the control
plants at time 0 (C-0) and plants with submerged roots for 120 h (0, 24, 72, and
120 h). Boxplots represent the median, dispersion of the data (quartiles and
interquartile range), and the whiskers indicating variability outside the upper
and lower quartiles. Different letters indicate differences between the control
and the submersion times of the leaves and roots according to the repeated
measures ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc test (P < 0.05).
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Fig. 3. Differences in titratable acidity (AH"* between 6 am and 6 pm) of Vanda
hybrid roots (orange) and leaves (purple) in an experiment simulating flooding
of the root system. The data refer to the control plants at time 0 (C-0) and plants
with submerged roots for 120 h (0, 24, 72, and 120 h). Means + standard error
(n = 5). Different letters indicate differences between the control and root
submersion times according to the Friedman test followed by Bonferroni's post-
hoc test (P < 0.05).

(Fig. 4C).

An increase in oxidative stress was visually detected using histo-
chemical tests. In the control roots, the highest hydrogen peroxide la-
beling was observed in the cortical parenchyma, with low labeling in the
vascular eylinder (more evident in the passage cells of the endodermis
and the perieycle cells) (Fig. 5A-C). In the submerged roots, a strong
reaction to hydrogen peroxide was observed throughout the cortical
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Table 1
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Content of chloroplast pigments (mg ¢! FW) in leaves and roots of Vanda hybrid in an experiment simulating flooding of the root system. The data refer to the control
plants at time 0 (C-0), and plants with submerged roots for 120 h (0, 24, 72, and 120 h).

Submersion time (hours)

Plant organ Control Treatment i Df P
(0-120 h) 0Oh 24 h 72h 120 h

Leaf

Chlorophyll a 041 £ 0.04a 0.47 £ 0.07a 0.29 = 0.03ab 0.20 £ 0.02b 0.27 + 0.03ab. 14.6 4 < 0.01
Chlorophyll b 0.17 £ 0.02ab 0.20 + 0.03a 0.13 = 0.4ab 0.08 £ 0.02b 0.13 £+ 0.01ab 15.4 4 < 0.01
Total Chl (a + b) 0.58 = 0.05a 0.67 =+ 0.10a 0.42 = 0.04ab 0.28 £ 0.02b 0.43 + 0.04ab 14.8 4 < 0.01
Carotenoids 0.11 +0.01a 0.12 + 0.03a 0.08 = 0.01ab 0.06 = 0.02b 0.08 =+ 0.11ab 14.6 4 < 0.01
Chlorophyll a/b 236+0.13 234003 2.20+013 2.09 =020 218 £ 011 9 4 = 0.05
Chl (a + b)/carot 540 = 0.22 5.57 £ 0.55 5.02 £0.15 571 =055 521 = 0.39 7.6 4 =0.05
Root

Chlorophyll a 0.14 £ 0.05a 0.10 = 0.03ab 0.06 =+ 0.02ab 0.06 = 0.01b 0.07 = 0.02ab 13 4 < 0.05
Chlorophyll b 0.07 £0.02 0.05 = 0.02 0.04 £0.01 0.04 £ 002 0.03 = 0,01 3.22% 4,12 = 0.05
Total Chl (a + b) 021 £0.07 0.16 £ 0.04 0.12 = 0.02 0.10 £ 004 0.10 £ 0.03 6.54* 4,12 = 0.05
Carotenoids 0.04 =001 0.03 + 0.004 0.02 £ 0.003 0.03 £ 001 0.02 £ 0.003 2,47+ 4,12 = 0.05
Chlorophyll a/b 223+0.05 201 +£0.18 1.82 £ 0.11 1.55 = 0.56 1,96 £ 0.12 3.12+ 4,12 = 0.05
Chl (a + b)/carot 5.50+0.27 486 +1.27 373096 4.36 + 094 6.31 +1.32 ] 4 = 0.05

Different letters indicate differences between the root’s control and submersion times according to repeated measures ANOVA (* - F value) or the Friedman test (both at

5 % significance).

parenchyma, near the vascular eylinder (and here we can include the
medulla of the own vascular cylinder) (Fig. 5D-F) and near the velamen
(compare control roots — Fig. 5G,H and treated roots — Fig. 51J). On the
other hand, the analysis for detecting superoxide anions revealed no
differences between the control roots or those that remained submerged
for 120 h. The superoxide anion was detected more evidently in the
passage cells of the exodermis and endodermis, pericycle, and phloem
(Fig. 6).

4. Discussion

Before any discussion involving the effects of submersion on the
roots and leaves of Vanda hybrid, it is necessary to consider that the
epiphytic environment imposes a water restriction on the plants that
grow there (Kumagai et al., 2001; Zotz and Hietz, 2001; Ferrari et al.,
2024), often leading to a convergence of structural and physiological
strategies that maximize the efficient use of water (Zotz and Hietz, 2001;
Ferrari et al., 2024). Although the studied plants were irrigated daily
before the experiment and were healthy, with no signs of dehydration,
the submersion of the roots led to their complete saturation within 24 h
of the experiment (evidenced by the increase in the RWC of the roots)
and to a gradual increase in the leaf RWC up to 120 h of the experiment.
At 24 h of the experiment, an activation of the photochemical meta-
bolism of the leaves was observed, which preserved high rates of
maximum PSII quantum yield (Fy/Fm) and of the quantum efficiency of
light-adapted PSII (QYmax) until the end of the experiment.

4.1. Effects of water saturation on roots

There are >25,000 species of orchids, of which a large majority
develop velamen (Porembsli and Barthlott, 1988; Zotz, 2013; Zotz et al,,
2017). This tissue is widely distributed in the family, is present in the
five subfamilies that make up the group and can be found in both
epiphytic and terrestrial plants, but its absence has been reported in
some specific terrestrial species (Porembski and Barthlott, 1988; Zotz
et al., 2017). The velamen is highly specialized in water absorption and
increases the efficiency of epiphytic species in acquiring this resource.
When in contact with water, the velamen is quickly filled and becomes
saturated (approximately 15 s), reaching its maximum hydration in
approximately one minute (Zotz and Winller, 201 3). After entering the
velamen, water passes through the passage cells and reaches the cortical
parenchyma. In our experiment, 24 h after submersion, the Vanda
hybrid roots had slightly more than twice the RWC, a condition that was
maintained throughout the 120 h of the experiment.

When the velamen was saturated, the root reflected a greenish color,
and, in the Vanda hybrid plants studied here, pneumathodes remained
white. The white spots (pneumathodes) were distributed in bands or
randomly but are considered large (reaching up to 1 mm in length) when
compared with other orchid species (Benzing et al., 1983). After being
submerged for a long time (120 h), the pneumathodes became trans-
lucent and reflected a green color. This suggests that, in some cases,
pheumathode cells might be filled with water instead of air. Therefore,
the oxidative stress at the end of the experiment indicated that even in
the presence of pneumathodes, the water film formed on the external
part of the root could reduce gas exchange and impose stress conditions
on the roots.

One of the first responses to environmental stress is the accumulation
of reactive oxygen species (ROS), which leads to oxidative stress
(Sharma et al., 2012). The natural production of these molecules is
increased under unfavorable environmental conditions, leading to an
imbalance between their production and the active antioxidant system
in plants (antioxidant metabolites, enzymes, and other small molecules
capable of dissipating ROS) (Lal et al., 2019). The superoxide anion (03)
is the main ROS formed during stress conditions through O, reduction.
Compared to HyOy, O3 is a reactive molecule with a short lifetime and a
half-life of approximately 1 ps. Because it is a charged molecule that
cannot cross biological membranes, Oz is compartmentalized and is
quickly removed from its site of production by an efficient antioxidant
mechanism (Lal et al., 2019), which could help explain why we did not
find these molecules scattered in large amounts throughout the photo-
synthetic cortical parenchyma. On the other hand, its presence was
restricted to the passage cells of the exodermis and endodermis, as well
as the pericycle cells adjacent to them in the endodermis. These cells
may not be natural sites of high production and thus do not present an
efficient antioxidant system.

05 molecules can react with one electron and two protons to produce
H203, in a reaction that may or may not be catalyzed by superoxide
dismutase (SOD) (Lal et al., 2019). These molecules are moderately
reactive and have a relatively longer lifespan, being generated in greater
quantities by the activity of the mitochondrial and chloroplast electron
transport chain (Lal et al., 2019), which would explain their accumu-
lation in photosynthetic cortical parenchyma cells. However, there is
little evidence of high metabolic activity by parenchyma cells in the
vascular cylinder, which do not require an efficient antioxidant mech-
anism, thus leading to redox imbalance. In addition, H,0, molecules can
move through aquaporins in membranes and travel through cells
(Bienert et al., 2007), which leads to accumulation in cell walls. The
oxidative stress indicated by the greater reaction to H,O, in the Vanda
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Fig. 4. Parameters obtained from chlorophyll a fluorescence in the leaves
(purple) and roots (orange) of Vanda hybrid in an experiment simulating
flooding of the root system. (A) quantum efficiency of light-adapted PSII
(Q¥Ymax); (B) Maximum quantum yield of PSII (F,/Fy); and (C) PSII fluores-
cence decline ratio (Rgy). Means + standard emor (n = 5). Different letters
indicate differences between the control and root submersion times according
to the LMM, with means compared using the “emmeans” function (from the
“emmeans” package) (P < 0.05).

hybrid roots under submersion conditions for 120 h did not seem suf-
ficient to compromise photochemical metabolism effectively. Thus, the
connection between the root cortex and the external environment
formed by aeration units, together with the O, product of photosynthetic
metabolism, could reduce or at least delay the effects generated by
velamen saturation in the roots.

Although little studied, the expression of CAM by photosynthetic
aerial roots has been previously described in epiphytic orchids (Winter
etal, 1985; Goh and Kluge, 1989; Kluge et al., 2001; Liittge, 2004). In
our study, a slight increase in the overnight accumulation of organic
acids was observed in the roots only at 24 h of the experiment, coin-
ciding with high values of F,/Fy. In a previous study measuring the
dynamics of the Vanda root photosynthesis during the day, Sma-Air and
Ritchie (2020) did not register acidity accumulation overnight, indi-
cating no CAM expression in roots. They observed rapid photosynthetic
activation after moistening the roots, with high photosynthetic electron
transport comparable to that found in leaves. Here, it is worth
mentioning that Vanda orchids naturally grow as epiphytes in nature,
and despite the photosynthetic activation when hydrated, their com-
mercial cultivation in pots may expose the roots to different conditions,
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including water saturation and rot, which may increase oxidative stress
after some days.

4.2. Effects of water saturation on leaves

Despite reports that some plant species show a reduction in water
uptake by roots a few hours after flooding conditions (Striler, 2012) due
to acidification of the cell eytoplasm and consequent blockade of
aquaporins (Toumarie-Roux et al., 2003), this does not seem to be the
case for the Vanda hybrid plants. The leaves gradually increased their
RWC until reaching 120 h of the experiment. This leaf hydration re-
inforees the role of the pneumathodes, which likely can maintain aer-
obic balance and delay root acidification. In this context, aquaporin
activity does not appear to be impaired, and water flow inside the plants
was preserved. The leaves of Vanda hybrid increased the accumulation
of organic acids at night after 72 h of submersion, but did not change the
photochemical yield. The induction of CAM in the leaves may have been
triggered before the mesophyll cells reached their maximum turgor,
which suggests that a rapid signal is generated by stressed roots (Freschi
and Mercier, 2012). Few studies have investigated CAM expression in
response to flooding stress. However, this could represent a different
scenario if we consider that many metabolic signals (such as inereased
concentrations of molecules such as NO and H;0,) (Freschi and Mercier,
2012) are associated with multiple stress events, including submersion
(Ahmad et al., 2012; Zhu, 2016; Sasidharan et al., 2018).

A common response to flooding is the reduction in carbon fixation
rates (Jackson and Drew, 1984), usually due to stomatal elosure (Mielke
et al., 2003). In plants with CAM, the effects of stomatal closure can be
minimized because PEPcase activity can lead to intemal CO; cycling,
including the produet from cellular respiration. However, other factors
are commonly associated with a reduction in photosynthetic rates, such
as the reduction in chlorophyll content (observed in our study at 72 h of
experiment), the reduction in the activity of carboxylating enzymes and
an increase in the oxidative damage of PSII due to the increase in the
concentrations of reactive oxygen species (Strilker, 2012). Here, the
Vanda hybrid plants increased their photochemical activity (Fy/Fy,
QYmax and Rg) after 24 h of submersion, indicating an activation of
photosynthetic activity when the leaves began to rehydrate. The sub-
sequent maintenance of photochemical activity until the end of the
experiment reinforces the idea that the pneumathodes may have pre-
served the aerobic balance for a longer period. However, the continuous
water saturation conditions for 120 h led to oxidative stress in the roots
of the plants. Studies evaluating substrates for orchid seedlings revealed
that the Vanda hybrid was more sensitive to water retention by the roots
than leaves, which also influenced the development of the aerial part
(Meurer et al., 2008). Thus, abiotic factors such as excess water can
negatively affect the plant’s equilibrium, preventing its growth. Oxygen
limitation is a challenge for plant survival and causes root rot and even
death.

In conclusion, the pneumathodes allow gas exchange between the
plant and the environment, including atmospheric oxygen. Thus, in
addition to the connection between the root cortex and the external
environment, the air pockets formed by the pneumathode cells, together
with the O; production from photosynthesis, can reduce or delay the
effects of water saturation in the root. Therefore, the continuous sub-
mersion of 120 h of the Vanda roots leads to oxidative stress, showing
that abiotic factors such as excess water can negatively influence the
plant equilibrium, preventing its development, growth, and
productivity.
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Fig. 5. Hydrogen peroxide labelled in the cell walls (indicated by brown coloration resulting from DAB reaction) in roots of Vanda hybrid under control conditions
and subjected to water submersion. (A—C) Control roots showing weak hydrogen peroxide labeling (black amrows) in the vascular eylinder, mainly localized in the
pericycle cells near the passage cells, and in cortical cells (particularly in the endodermal passage cells — asterisks). (D-F) Roots subject to submersion exhibiting
strong reaction to hydrogen peroxide in the cell walls of the vascular cylinder (black arrows). The most prominent staining was observed in cells adjacent to the
endodermis (white arrows) and in endodermal passage cells (asterisks). (G, H) Control roots: region adjacent to the velamen with weak reactions to hydrogen
peroxide in the walls of the root cortex (arrows). (I, J) Submerged roots: region adjacent to the velamen exhibiting strong reactions to hydrogen peroxide in the walls
of the root cortex (arrows). Co: cortex, Ve: vascular cylinder, PC: passage cells, Ex: exodermis.
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Fig. 6. Superoxide anions detected by blue reaction with NBT in the control Vanda hybrid roots and those subjected to water submersion. (A, B) Cross-sections of
control (A) and submerged roots (B) showing superoxide anions in the passage cells of the exodermis and less evident in the root cortex. (C) Cross-section of control
root showing superoxide anions in the passage cells of the endodermis, and in the pericycle cells near them. Co: cortex, PC: passage cells, En: endodermis, Ex:

exodermis, pH: phloem.
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Capitulo 3: Estratégias das raizes de Vanda (Orchidaceae) que ensinam a

importancia de ser flexivel: um relato de experiéncia académica

Gisely de Souza Santos e Ana Silvia Franco Pinheiro Moreira
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ESTRATEGIAS DAS RAIZES DE Vanda (ORCHIDACEAE) QUE ENSINAM A

IMPORTANCIA DE SER FLEXIVEL: UM RELATO DE EXPERIENCIA
ACADEMICA

'Gisely de Souza Santos; 2Ana Silvia Franco Pinheiro Moreira;

2Universidade Federal de Uberlandia, 'gisellysaints@gmail.com

RESUMO

As orquideas apresentam diversas estratégias que possibilitam sua sobrevivéncia em
diferentes condi¢des ambientais. Espécies epifitas possuem raizes aéreas e, por isso
absorvem a agua proveniente da atmosfera. Em condi¢do seca, as raizes de Vanda exibem
coloragdo branca e quando umidas, apresentam cor verde, com presenca de manchas
brancas perceptiveis (pneumatodios), indicativas do sistema de aeragdo da planta, que
permite a passagem de oxigénio para as raizes. Entretanto, no cotidiano, pouco se conhece
a respeito dessas estruturas e de sua fun¢do. Dessa forma, neste capitulo, sdo apresentados
resultados desta tese em formato de quadrinhos, que foram disponibilizados durante uma
mostra extensionista, bem como um relato de experiéncia que esta em vias de ser
publicado no The Conversation Brasil. A elaboragdo do material grafico seguiu as
seguintes fases: planejamento de atividades, escolha do tema e do contexto para
abordagem, selecdo de template e fotos, conversdao de imagens em desenhos, estruturacao
dos quadrinhos e divulgag¢ao impressa. Por meio de uma tirinha em forma de narrativa, a
personagem fala sobre sua pesquisa, trazendo informagdes e conceitos sobre as orquideas
para contextualizar o leitor.Sdo também apresentadas observacoes e inferéncias sobre a
alteragdo da coloragao das raizes, bem como conceito e funcao do velame e pneumatodios
na raiz, numa perspectiva microscopica. Em seguida, € apresentada a trajetoria académica
da autora até o momento, expressando o sentimento pessoal da realizagdo de cursar um

doutorado vindo de um contexto interiorano.

Palavras-chave: Botanica, Ensino, HQ, Interpretacdo Ambiental, Orquideas
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INTRODUCAO

Aqui, apresento os resultados desta tese em formato de quadrinhos, que foram
disponibilizados durante uma mostra extensionista. Além disso, hd um relato de
experiéncia publicado no The Conversation Brasil. Esta historia busca ndo apenas traduzir
o conhecimento cientifico em uma linguagem acessivel, mas também valorizar a trajetoria
humana que permeia o doutorado. O processo de formacao vai além dos dados obtidos,
do texto escrito ou dos artigos publicados: ele ¢ marcado pela histéria de vida do estudante
que muitas vezes deixa sua cidade para investir em sua qualificagdo, pelo apoio de sua
familia e pelo vinculo com a comunidade de origem. Assim, cada habilidade adquirida
no percurso académico integra-se a constru¢ao de um profissional que nao apenas retorna
com conhecimento cientifico, mas também com sensibilidade social e capacidade de

transformar o meio em que vive.

Entende-se que o relato de experiéncia difere de um relato de pesquisa
principalmente porque, nesta ultima, o pesquisador intencionalmente conduz suas agoes
de acordo com o fendomeno que deseja investigar; ao passo que o relato de experiéncia
busca compartilhar vivéncias, reflexdes e aprendizados a partir de experiéncias reais e
concretas (Teixeira; Megid Neto, 2017). Neste contexto, ressalta-se a importancia de
compreender a educagdo cientifica como uma interrelagdo entre ensino escolar e outras
vivéncias culturais para além dos espagos fisicos da escola (Marandino et al, 2017).

Além disso, destaca-se aqui que o ensino de botanica pode se tornar ainda mais
prazeroso quando hd a utilizagdo de recursos metodologicos que fornecam ao estudante
conhecimentos tedrico-praticos lhes permitam assimilar melhor o conteudo, podendo
contextualizé-lo em seu cotidiano.

A elaboragdo do material seguiu as seguintes fases: planejamento de atividades,
escolha do tema e do contexto para abordagem, selecao de femplate e fotos, conversao de

imagens em desenhos, estruturacdo dos quadrinhos e divulgacdo impressa.

Escolha do Seleciio de
Planejamento tema e do ¢ Conversao de Montagem e
) template e . ~
de atividades contexto para fotos imagens estruturacao

abordagem
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A iniciativa de utilizar histéria em quadrinhos para abordagem de adaptacdes
estruturais em raizes de orquideas epifitas surgiu como uma necessidade de representar
de forma ludica o nosso sistema de estudo, inspirar alunos enquanto futuros
pesquisadores, bem como ressaltar a viabilidade do uso de HQ® como recurso pedagogico
para popularizagao da ciéncia, sobretudo para o ensino de botanica. Em uma pequena
tirinha, trazemos a narrativa da minha saida da Bahia para estudar em Minas Gerais.
Representamos a personagem, o objeto de estudo e um pouco dos resultados por meio da
conversao de fotos originais em imagens estilo Ghibli, estruturadas na ferramenta grafica

do Canva, como mostrado a seguir:
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O primeiro quadrinho traz uma breve apresentacao da personagem. O segundo
detalha as orquideas de modo geral, apresentando informagdes e conceitos para
contextualizar o leitor. O terceiro aponta as observagdes e inferéncias sobre a alteragdo
da coloracgdo das raizes, conceito e funcao do velame. O quarto traz um complemento das
informacgdes anteriores, chamando atengdo por meio de um questionamento sobre as
manchas brancas evidenciadas a olho nu nas raizes. No quinto, a pergunta ¢ respondida
por meio do conceito dos pneumatddios e sua fungdo na raiz. As células dos pneumatodios
sdo representadas numa perspectiva microscopica. Por fim, € apresentada trajetoria
académica da estudante e as contribuicdes do curso de doutorado e da pesquisa para seu

percurso formativo.

O material foi parcialmente apresentado e disponibilizado na V Mostra
Extensionista do Instituto de Biologia (INBIO) da Universidade Federal de Uberlandia,
realizada no Parque Gévea, para publicos de diferentes faixas etarias. Por meio de uma
tirinha em forma de narrativa, a personagem fala sobre sua pesquisa, trazendo
informacdes e conceitos sobre as orquideas para contextualizar o leitor. Em seguida, sdao
também apresentadas observagdes e inferéncias sobre a alteracao da coloragao das raizes,
bem como conceito e fungdo do velame e pneumatddios na raiz, numa perspectiva
microscopica. O objetivo foi mostrar que nesses ambientes ¢ possivel alcancar diferentes
publicos, linguagem acessivel, ludica, a fim de que mais pessoas possam ter a
oportunidade de aprender mais sobre estas estruturas.

A realizagdo desta atividade, da confec¢do do material ao uso do mesmo como
proposta didatica levou a diversas reflexdes sobre aplicagdes tedrico-praticas e formacao
docente. Tendo em vista que o material despertou curiosidade, motivacao e interesse nos
visitantes que prestigiaram o estande, conclui-se que o uso de HQ® como ferramenta para
popularizagdo da ciéncia, sobretudo para o ensino de botanica ¢ favoravel, pois se trata
de um recurso metodoldgico objetivo que permite assimilacao e contextualizacao do tema

abordado.
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Apresentacdo da HQ na V Mostra Extensionista do Instituto de Biologia (INBIO) da Universidade
Federal de Uberlandia, realizada no Parque Gévea, para publicos de diferentes faixas etarias.
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THE CONVERSATION

Rigor académico, estilo jornalistico

‘Realizar um doutorado me fez refletir ainda mais sobre meu papel na sociedade como mulher, negra, de origem humilde.
Como profissional de salide e educadora, tornando-me uma das muitas que rompe um ciclo histérico, sendo a primeira da
familia a ingressar num curso superior e a primeira a seguir na pds-graduacao’, reflete a Doutora em Ecologia, Conservacéao
e Biodiversidade da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em seu depoimento. Foto: Arquivo pessoal, Author provided
(no reuse)
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Sou a sexta filha de um casal de lavradores das comunidades tradicionais geraizeiras de Palmeiral e

Julido, areas rurais do municipio de Sao Desidério, Oeste da Bahia. Com muita dificuldade e pouca
oportunidade de trabalho, meus pais sobreviviam de diarias de trabalho bracal, da venda de mel de
abelha e prestavam servicos como meeiros em propriedades de amigos e conhecidos. Anos depois se

mudaram para o distrito Sitio do Rio Grande, para que tivéssemos acesso a escola.

Apesar de meus pais terem estudado pouco (pela falta de acesso), sempre nos incentivaram a buscar
conhecimento e, por isso, nao mediram esforcos para termos acesso a informacao. Foram eles que me

apresentaram o Cerrado com um olhar de amor e cuidado com a natureza, numa vida de simplicidade.
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Meu pai costumava trazer algum jornal para casa e nos presenteava com gibis, revistas de
curiosidades e atualidades. Me marcou certa vez no Ensino Fundamental quando ele nos comprou um
dicionario dalingua portuguesa e um atlas de geografia e disse: “Isso aqui é para vocé estudar e
consultar. Aprender a usar as palavras. Mesmo que vocé nao viaje nunca, é bom saber onde ficam as
regioes do Brasil e as capitais dos estados e dos paises.” Imediatamente fomos procurar a nossa regiao

no mapa e pela primeira vez tive nogao da dimensao que o mundo tem.

Trajetoria até o doutorado

Cursei todo o ensino béasico no Distrito Sitio do Rio Grande. Fui alfabetizada na Escola Municipal
Dep. Luiz Braga e fiz o Ensino Fundamental 2 e o Ensino Médio na Escola Municipal Manoel
Rodrigues de Carvalho. Sempre dedicava tempo para ler contos, poemas e amava revistas como

“Ciéncia Hoje - das Criancas”, disponibilizadas na escola. Cada nova descoberta fazia meus olhos

brilharem e, motivada por meus professores, especialmente os de Portugués, Ciéncias e Biologia,

decidi seguir a carreira cientifica.

Para auxiliar financeiramente a familia, durante o dia trabalhava em um acougue, o que também me
permitiu custear meu primeiro curso de Informatica Basica. Ao finalizar o Ensino Médio com bom
desempenho, me inscrevi e fui a inica estudante da localidade contemplada no processo seletivo para
o curso pré-vestibular, ofertado pela Secretaria do Estado da Bahia por meio do Programa

Universidade Para Todos. Durante o dia, prestei servicos a Agéncia Comunitéaria de Correios (ACC) da

minha localidade e & noite ia para as aulas do pré-vestibular.

Fui aprovada na primeira chamada do vestibular da Universidade do Estado da Bahia (UNEB), tanto

para Licenciatura em Ciéncias Biologicas quanto para Letras Vernaculas, me matriculando na
primeira opcao. Iniciei o curso e conseguia conciliar as aulas da faculdade ao curso de inglés e ao

trabalho provisorio.

Posteriormente, em busca de novos caminhos para minha formacao académica fiz novo processo
seletivo e fui aprovada para cursar Ciéncias Biologicas na Universidade Federal da Bahia (UFBA)
(atual Universidade Federal do Oeste da Bahia — UFOB), também em Barreiras. No mesmo periodo,

fui também aprovada no concurso publico para o cargo de Agente Comunitario de Satide em Sao

Desidério, onde trabalho até os dias de hoje.

Para chegar & universidade, o trajeto de Sitio do Rio Grande até Sao Desidério era feito em van, de
carona ou em carros pequenos que circulavam numa linha em diferentes turnos. Chegando em Sao
Desidério, quando nao conseguia alcancar o transporte escolar, seguia para Barreiras em outra van ou

onibus e no centro da cidade aguardava mais um transporte coletivo que faz rota até o campus.

Apesar da rotina exaustiva, segui cursando poucos componentes por semestre e tranquei por um
periodo. Por meio da politica de Assisténcia estudantil, do Programa de Apoio Financeiro ao
Estudante (PAFE), nos anos finais da graduagao recebi apoio financeiro para alimentacao e custear o

deslocamento.
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Durante o curso, além das disciplinas, me dediquei a outras atividades ofertadas pela UFOB. Finalizei

a graduacao com o TCC na area de Taxonomia Vegetal, com o levantamento de espécies de

leguminosas do entorno da Cachoeira do Acaba Vida, localizada em uma Unidade de Conservacao da

cidade de Barreiras.

No mesmo ano de conclusao, fui incentivada a tentar a selecao para o mestrado em Ciéncias
Ambientais na mesma instituicao. Fui aprovada e contemplada com uma bolsa ofertada pela CAPES.
Durante o curso, aprendi técnicas de campo e laboratério, fiz estagio em docéncia e participei de

grupos de estudos e discussoes sobre os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel — ODS.

Participei de eventos cientificos nacionais e regionais e atuei como representante discente junto ao

Colegiado do Programa. Me dediquei & pesquisa voltada para interacao inseto-planta, com

caracterizacao de morfotipos de galhas entomogenas em trés espécies de Copaifera, finalizando a
mesma no contexto de pandemia. O mestrado foi um periodo de muito aprendizado, onde a bolsa me
permitiu vivenciar melhor a universidade e compreender mais sobre seus pilares (ensino, pesquisa,

extensao e gestao).

Decidi tentar a selegao para o doutorado em Ecologia, Conservacao e Biodiversidade da Universidade

Federal de Uberldndia, Minas Gerais e me inscrevi dentro das politicas afirmativas para pretos e
pardos. Com boa pontuacao em todas as etapas do processo seletivo, fui selecionada e novamente

contemplada com uma bolsa ofertada pela CAPES.

Sem conhecer a cidade, me desloquei para realizar os estudos e cumprir os créditos necessarios.
Durante o curso, participei de oficinas em escolas publicas, realizei um Curso de campo no Parque

Estadual da Serra de Caldas Novas (PESCAN) e estagios de docéncia para graduagao.

As orquideas apresentam diversas estratégias que possibilitam sua sobrevivéncia em diferentes
condi¢cdes ambientais. Imagem disponibilizada pela autora

Minha pesquisa busca entender a relacao entre as plantas e o ambiente, por meio de estratégias que
possibilitam sua sobrevivéncia em diferentes condigoes, tendo como modelo de estudo a orquidea

Vanda e estruturas de sua raiz. Irei defender a tese (em outubro proximo) e obter o titulo de doutora.
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O que trago de bagagem

Realizar um doutorado é mais que criar e depois abracar uma oportunidade que nos desafia, por isso
o curso me trouxe muitas contribuigoes que levarei para a vida e que serao aplicadas no campo
profissional. De modo geral, o curso despertou ainda mais meu senso critico para diversas questoes
tanto ambientais, quanto sociais, me ajudou a enxergar um mundo maior que meu municipio, a partir

de outras 6ticas, realidades e possibilidades.

Além do conhecimento teérico e das boas praticas de laboratério, o curso me oportunizou executar
protocolos, desenvolver habilidades para resolucao de problemas, melhor manuseio em ferramentas
bésicas, bem como compreensao e interpretacao de dados. Para muitos no meio académico isso

parece basico, mas é de grande valor para gerar oportunidades de onde venho.

As raizes estudadas na pesquisa tém me ensinado que adaptagoes sao necessarias para que haja
crescimento. Refleti ainda mais sobre meu papel na sociedade como mulher, negra, de origem
humilde, como profissional de satide, educadora, me tornando uma das muitas que rompe um ciclo
histérico, sendo a primeira da familia a ingressar num curso superior e a primeira a seguir na pos-
graduacao. Aprendi muito e sigo aprendendo que, por mais dificil que seja uma caminhada e por mais

prazeroso que seja alcancar um destino, o melhor de tudo sera sempre o que vivenciamos no percurso.

Gracas a diversas técnicas aprendidas e a experiéncia vivenciada, retorno com mais bagagem e
habilidades que poderao ser usadas diretamente no meu atual trabalho ou em novas portas que
possam se abrir no futuro. Espero poder partilhar esse conhecimento que vem sendo construido e
motivar outros jovens a seguir seus objetivos com dedicacéo, honestidade e amor pelo que faz. E disso

que a ciéncia precisa!
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Conclusao geral

A anélise das caracteristicas estruturais e quimicas do velame em raizes de Vanda
hibrida evidencia uma relagdo entre fun¢ao e composi¢do quimica das paredes celulares,
que nao ¢ homogénea ao longo do tecido. Desse modo, essas diferencas estruturais e
quimicas corroboram para a hipotese de que a funcionalidade das unidades de aeragdo
depende diretamente da composicao de suas paredes celulares e das camadas adjacentes,
permitindo ajustes dindmicos na abertura e fechamento dos canais de aeragcao em resposta
a variagoes ambientais. Além disso, a analise do efeito da saturacdo hidrica da raiz
evidencia que os pneumatodios permitem a troca gasosa entre a planta e o ambiente, de
modo que, além da conexao entre o cortex radicular e o ambiente externo, as bolsas de ar
formadas pelas células pneumatodias, juntamente com a produgdo de O2 pela
fotossintese, podem reduzir ou retardar os efeitos da saturagao hidrica na raiz. Portanto,
a submersao continua de 120 h das raizes da Vanda leva ao estresse oxidativo, mostrando
que fatores abiodticos, como o excesso de agua, podem influenciar negativamente o
equilibrio da planta, impedindo seu desenvolvimento, crescimento e produtividade. Dessa
forma, sugere-se a continuidade de estudos com este enfoque. A realizagdo de divulgagao
cientifica mostra a viabilidade do uso de HQ® como recurso pedagodgico para
popularizagdo da ciéncia, sobretudo para o ensino de botanica. Estudar e compreender
mais sobre as estratégias adaptativas em raizes e a realiza¢ao de um doutorado traz uma
gama de experiéncias pessoais € profissionais, que abrem espago para novas

aprendizagens e abordagens desta importante tematica.
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