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Resumo:
O micotrofismo ¢ obrigatorio para germinagdo das sementes de orquideas, pois estas nao

contém reserva lipidica e proteica suficiente para suprir seu desenvolvimento primario. A
endomicorriza infecta a semente e enovela-se em células do parénquima cortical, formando
pelotons. Essa associacdo costuma se estender até a vida adulta das plantas e os pelotons
passam a colonizar suas raizes. O tipo de habito de vida da planta pode influenciar seu
desenvolvimento e pode gerar caracteristicas anatdmicas diversas em resposta as diferentes
pressdes ambientais. Nesse estudo, buscou-se avaliar a presenca e o nivel de colonizagdo por
micorrizas, bem como caracteres qualitativos e quantitativos das raizes de Prosthechea
pachysepala epifitas e rupicolas que habitam campos rupestres quartiziticos, € campos
rupestre ferruginosos. Raizes completamente desenvolvidas, foram coletadas,fixadas em FAA
50, e seccionadas em cortes transversais a mao livre, € com o auxilio de micrétomo rotativo.
Os cortes foram corados com azul de astra e fucsina basica e montados em gelatina
glicerinada, ou desidratadas em série etanodlica e infiltradas em metacrilato. Foram realizadas
analises estruturais anatomicas, histoquimicas e histométricas das raizes. Os pardmetros
quantitativos foram submetidos ao Test t de Student e Kruskal Wallis, para os dados ndo
paramétricos. Nao houve diferengas estruturais entre as raizes, nem em relagdo ao fungo
micorrizico observado. Através da histoquimica foi possivel detectar a natureza quimica das
células e tecidos. De acordo com os testes estatisticos o numero de células comuns da
endoderme variou entre os individuos de P. pachysepala, fato que pode estar relacionado a
funcdo de retencdo de agua dentro do cilindro vascular proporcionado pela deposi¢do de
suberina nas células do tecido.

Palavras-chave: Micotrofismo, Campo rupestre, Anatomia Vegetal, peloton.



Abstract:
Mycotrophy is mandatory for the germination of orchid seeds, as they do not contain enough

lipid and protein reserves to support their primary development. Endomycorrhizae infect the
seed and envelop cortical parenchyma cells, forming pelotons. This association usually
extends throughout the plant's adult life, and the pelotons begin to colonize its roots. The
plant's lifestyle can influence its development and generate diverse anatomical characteristics
in response to different environmental pressures. In this study, we sought to evaluate the
presence and level of mycorrhizal colonization, as well as qualitative and quantitative root
traits of Prosthechea pachysepala epiphytes and rupicolous plants inhabiting quartzite and
ironstone rocky fields. Fully developed roots were collected, fixed in FAA 50, and hand-
sectioned or sectioned with a rotary microtome. The sections were stained with astral blue and
basic fuchsin and mounted in glycerinated gelatin or dehydrated in an ethanol series and
infiltrated with methacrylate. Structural, histochemical, and histometric analyses of the roots
were performed. The quantitative parameters were subjected to Student's t-test and Kruskal
Wallis for non-parametric data. There were no structural differences between the roots, nor
with respect to the observed mycorrhizal fungus. Histochemistry allowed for the detection of
the chemical nature of cells and tissues. According to statistical tests, the number of common
endodermis cells varied among individuals of P. pachysepala, which may be related to the
water retention function within the vascular cylinder provided by suberin deposition in the
tissue cells.

Keywords: Mycotrophy, Rocky field, Plant Anatomy, Peloton.
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1. Introducao

As orquideas apresentam uma peculiaridade em relagdo as outras familias de
angiospermas: o micotrofismo, um fendmeno caracterizado pela simbiose com fungos
(Nogueira et al., 2005). Suas sementes sao diminutas, também chamadas de “dust seeds”, nao
contém reserva lipidica e proteica suficiente para suprir seu desenvolvimento primario
(Santos, 2012; Nogueira et al., 2005). Desta forma, para germinacdo e estabelecimento da
plantula no ambiente ¢ necessaria a utilizacdo de fungos como meio de aquisi¢do de fonte de
energia alternativa. A infec¢do pode ocorrer quando hifas do fungo compativel entram em
contato com rizoides ou quando atravessam a testa da semente, pela micropila ou por fendas
no tegumento (Boldrini et al., 2010). Dentro da semente as hifas se descolam por atragdo ao
suspensor e se enovelam, formando pelotons dentro das células parenquimaticas. Apds a
formagdo do protocérmio, as células iniciam o processo de digestdo enzimatica e os primeiros
pelotons comecam a ser degradados fornecendo a energia necessaria para a germinacao da
semente (Boldrini et al., 2010). A infeccdo pelas micorrizas na maioria das espécies estende-se
até¢ a vida adulta. A presenca dos pelotons permanece nas raizes, sendo considerado um
importante fator de aquisi¢ao de nutrientes pelas orquideas (Valadares, 2009). A simbiose com
o fungo depende da interacdo e da compatibilidade entre a espécie do fungo e da orquidea
(Pereira et al., 2011).

O sistema radicular ¢ a primeira estrutura a se formar ap6s a germinagado e a partir dele
a planta irad se fixar no ambiente (Raven et al., 2014). A maioria das raizes de espécies de
Orchidaceae, sobretudo as epifitas, apresentam epiderme radicular multisseriada, estrutura
chamada de velame que confere resisténcia mecanica e favorece a absor¢ao de dgua (Pridgeon
et al., 1983; Pridgeon, 1987; Porembsky & Batholott, 1988). O cortex das raizes € constituido,
mais externamente, pela exoderme, seguido do parénquima cortical ¢ da endoderme, que
envolve o cilindro central (Pridgeon et al., 1983; Pridgeon, 1987). A endoderme e a exoderme
formam barreiras apoplasticas ao fluxo de entrada na raiz e a maior parte do que entra passa
pelas células de passagem desses tecidos (Gloria & Hayashi, 2006). As células
parenquimaticas corticais, frequentemente, sdo fotossintetizantes, podem apresentar algum
espessamento parietal e conter idioblastos com feixes de rafides ou drusas, além de outras
substancias armazenadas no vacuolo (Herreiro, 2014). Ainda no cortex, ¢ comum a presenga

dos pelotons, que, a depender do substrato no qual a planta se fixar, podem se tornar



permanentes e aparecer em diferentes taxas de infestagdo (Nogueira et al., 2005; Valadares,
2009; Lima & Moreira, 2022). A estrutura geral dessas raizes podem apresentar variagdes
dependendo do substrato em que crescem.

Em muitos casos essa simbiose exige certo grau de especificidade (Thompson, 1994;
Lee Taylor & Bruns, 1999) que pode ser relacionado a grupos funcionais de fungos, como
determinadas familias, géneros ou espécies (Hadley & Pegg, 1989). Ha também evidencias de
que fatores externos, como o contato com o substrato, sua composi¢do abidtica, altitude,
temperatura e caracteristicas da populacdo, entre outros, podem afetar a interacdo da planta
com o fungo micorrizico (Thompson, 1994; Rasmussen, 1995; Lima & Moreira, 2022).
Interagdes micorrizicas podem modelar a distribuicdo de espécies, permitindo o
desenvolvimento das hospedeiras sobre substratos pobres em nutrientes (Denison & Kiers,
2022).

Orchidaceae ¢ a segunda maior familia de angioespermas e a maior entre as
monocotiledoneas ( Boldrini et al., 2010; Stinca, 2022), com aproximadamente 736 géneros ¢
28.000 espécies, totalizando cerca de 8% da biodiversidade de todas as plantas vasculares
(Pridgeon et al., 2001). No Brasil ocorrem 251 géneros e 2678 espécies de Orchidaceae
registradas em todos os biomas brasileiros, sendo a maior representatividade na Mata Atlantica
(Orchidaceae FFB, 2022; Pabst et al., 1975). Apresentam distribuicao cosmopolita, exceto nas
areas de deserto e Antartica (Pridgeon et al., 2001; Antonelli et al., 2020). Sua diversidade
também estd presente no habito de vida entre espécies, podendo ser aquaticas, epifitas,
hemiepifitas, rupicolas, saprofitas e terrestres. Individuos de uma mesma espécie também
podem adotar mais de um tipo de habito de vida (Orchidaceae Flora e Funga do Brasil [FFB],
2022). Alguns géneros e espécies saprofitas dependem da simbiose com fungos micorrizicos
por toda sua vida, como Pogoniopsis Rchb.f. (Dias & Smidt, 2023).

Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron & V.P.Castro é uma orquidea nativa do
Brasil, endémica do Cerrado e da Mata Atlantica (Vieira & van den Berg, 2022), biomas
ameacados pelo desmatamento (Duarte & Leite, 2020). Apresenta individuos que crescem
como epifitas em campos rupestres ferruginosos e como rupicolas em campo rupestres
quartiziticos. Os campos rupestres sdo fitofisionomias que ocorrem somente no Brasil alto
indice de biodiversidade. Devido a distribuicdo da vegetacdo entre afloramentos rochosos,
ocorrem microhabitats adjacentes, que caracterizam oS campos rupestres como mosaicos

vegetacionais (Veloso, 1991). A localizagdo dos campos rupestres em em areas montanhosas



com solos rasos os torna vulneraveis a mudancgas globais, como alteragdes climaticas e perdas
de habitat (Fernandes et al., 2020).

Sendo assim, este estudo teve como finalidade, conhecer espécies nativas que habitam
0s campos rupestres, e verificar se estes diferentes habitats podem gerar diferencas anatémicas
em raizes de P. pachysepala, como visto por Kong et al (2014) para outras espécies de
orquideas. Além disso, em plantas epifitas, € comum que a infec¢ao por fungos seja maior na
face aderida ao substrato, no entanto espera-se neste estudo que a propria constituicdo do
substrato va determinar diferentes taxas de colonizagdo por micorrizas nessas raizes. Nesse
caso, espera-se que as plantas epifitas (substrato predominantemente organico) apresentem
maior taxa de infestacdo pelas micorrizas com relacdo as plantas que crescem sobre rochas

(substrato com predominancia mineral).

2. Materiais e Métodos
2.1 Area de estudo e delineamento amostral

O estudo foi realizado na Area de Prote¢io Estadual Cachoeira das Andorinhas, nos
arredores do Parque Natural Municipal das Andorinhas (PNMA), na cidade de Ouro Preto,
estado de Minas Gerais.

A regido do PNMA, segundo a classificagao de Kdeppeni, ¢ do tipo umido mesotérmico
(Cwb), com inverno seco e verdo quente e chuvoso (Ferreira, 2011). A altitude varia entre
920m, as margens do Rio das Velhas e 1490 m, na Serra da Brigida (Guedes, 2008). As
fitofisionomias predominantes na area de estudo sdo as Florestas Estacionais Semideciduais
Altimontanas (FESA), Campos Rupestres (CR) e Regides Antropizadas (Scalco & Gontijo,
2010). E comum que ocorram formagdes de campos rupestres ferruginosos entremeados a
formacdes de campos rupestres quartziticos, que correspondem a afloramentos rochosos
comuns do quadrilatero ferrifero (Messias et al., 2012).

Foram selecionadas areas na Serra da Brigida e no Parque das Ruinas de campos
rupestres ferruginosos e quartziticos (CRF e CRQ), respectivamente. Nessas areas foram
realizadas buscas ativas de individuos de Prostechea pachysepala. Os individuos encontrados
foram marcados, coletados e fotografados. As exsicatas foram depositadas no Herbario
Professor José Badini (UFOP) e enviadas a um especialista para confirmacao. Posteriormente

foram sorteados cinco individuos em cada éarea. Nas areas de campo rupestre ferruginoso



foram encontrados apenas individuos de habito epifitico, enquanto em campo rupestre

quartizitico apenas individuos de habito rupicola.

2.2 Analises estruturais

Para andlises anatomicas foram coletadas raizes plenamente desenvolvidas, dos cinco
individuos (em cada fitofisionomia). As amostras foram fixadas em FAA 50 (formalina, acido
acético, alcool etilico 50% na propor¢ao de 1:1:18 v/v) e, apos 48h, levadas a uma bomba de
vacuo para retirada do ar para, posteriormente, serem estocadas em etanol a 70% (Johansen,
1940).

Cortes transversais foram realizados, distantes a 2 cm do apice, @ mao livre (com o
auxilio de uma ldmina de barbear), clarificados em hipoclorito de sdédio 50%, lavados e
posteriormente corados com azul de astra 0,5% em 4cido tartarico 2% e fucsina basica 0,5%
em etanol 50%. Os cortes foram montados entre laminas e laminulas utilizando-se gelatina-
glicerinada de Kaiser como meio de montagem (Kraus et al., 1998).

Para observacdo de secgcOes mais finas ¢ obtencdo de medi¢des histométricas
padronizadas, parte das amostras foram desidratadas em série etandlica e infiltradas em
metacrilato de acordo com as instrugdes do fabricante (Historesin® Leica, Alemanha).

Posteriormente foram realizados cortes com cerca de 10 um de espessura no plano
transversal com o auxilio de um micrétomo rotativo (YD315, ANCAP, Brasil), utilizando-se
navalhas de a¢o inox e navalhas de vidro. As sec¢des foram montadas em laminas histologicas,
coradas com azul de toluidina 0,05% em tampao fosfato 0,1M, com pH 6,8 (O’Brian et al.,
1964) e fotomicrografadas em microscopio acoplado a camera digital (Leica, DM1000,
Alemanha).

Para caracterizacdo histométrica das raizes, foram contados o nimero de camadas do
velame, o nimero de células comuns e de células de passagem da exoderme e da endoderme, o
numero de células totais do cortex, o nimero de células infectadas por micorrizas no cortex e o
nimero de células com presenca de estrutura cristalina no cértex. Foram mensurados o
didmetro da raiz e do cilindro vascular, a espessura do cortex e do velame.

Todas as medidas foram realizadas com o auxilio do software Image] (versdo 1.53,

National Institute of Health, EUA).

2.3. Analises histoquimicas
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Para caracterizacdo histoquimica das raizes, cortes a mao livre foram submetidos aos
reagentes: Sudan III para deteccdo de compostos lipidicos (Johansen, 1940), solucao de lugol
(iodo + iodeto de potassio) para deteccdo de amido (Johansen, 1940), e solugdao de azul de
bromofenol 1% com sequente lavagem em acido acético 0,5%, seguida da lavagem em agua
destilada, para verificagdo de atividade nuclear das células (Durrum, 1950). As laminas
temporarias foram montadas em agua destilada, levadas imediatamente ao microscopio e
fotografadas em microscopio acoplado a camera digital (Leica, DM 1000, Alemanha).

Para detec¢do de lignina nas paredes celulares, os cortes & mao livre foram montados
em laminas temporarias e levadas ao microscépio Optico com sistema de fluorescéncia Leica®
DMS500 acoplado a camera HD5000, com emissao de filtro DAPI (espectro de excitagao: 385-
400 nm) (Chomicki et al., 2014). Também foi utilizado floroglucinol acidificado para
confirmacao dos resultados (Sass, 1958).

Para determinar a natureza cristalina das estruturas distribuidas pelas raizes, os cortes

foram observados com filtro polarizador em microscopio Optico.

2.4. Analises dos dados

Os dados de histometria das raizes foram comparados entre os tipos de habito (epifita e
rupicola), utilizando-se o software R (1386 4.1.3) e considerado nivel de significancia de 5%.
A normalidade dos dados foi testada de acordo com o teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o
Test t de student para varidveis que atenderam ao padrao de normalidade (didmetro da raiz,
espessura do velame, nimero de células comuns da exoderme e endoderme, nimero de células
de passagem da exoderme e endoderme, espessura do cortex, numero total de células do
cortex, numero de células com cristais de flavonoides). Dados ndo paramétricos (diametro do
cilindro vascular, nimero de camadas do velame e o nimero de pelotons) foram submetidos
ao teste Kruscal Wallis. Todos os caracteres foram avaliados como unidade em relacao aos

ambientes em que as raizes crescem.

3. Resultados e discussao

3.1 Analises estruturais

A estrutura radicular dos individuos epifiticos e rupicolas sdo semelhantes. A raiz em
corte transversal ¢ circundada pelo velame, seguido por uma exoderme lignificada, exceto
pelas células de passagem (Fig.1 — A, B). Delimitado entre a exoderme e a endoderme, esta o

parénquima cortical exibindo algumas células com espessamento em “phi” (Fig.1 — B). A
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endoderme apresenta estagio secundario de desenvolvimento, com espessamento completo das
paredes (em “0”), exceto nas células de passagem, que possuem apenas parede primaria

De modo geral, o velame ¢ associado ao habito epifitico em diversos grupos de
plantas, mas tem-se mostrado um carater compartilhado por individuos de hébito rupicola e
terrestre (dos Santos et al., 2021). As raizes de individuos de P. pachysepala de habito rupicola
e epifitico, apresentam velame com 4-7 camadas de células mortas na maturidade e
espessamento da parede do tipo parietal helicoidal (Fig.1 — C, D), assim como observado em
outras espécies de orquideas (Kedrovski, 2019). Esta estrutura, juntamente com uma
impregnacao por substancias de carater hidrofobico, como lignina e suberina, confere a planta
uma maior absor¢ao de agua por facilitar o fluxo apoplastico em diregdo a exoderme
(Porembski & Barthlott, 1988; Joca, 2017). Além de facilitador do transporte apoplastico, os
espessamentos parietais do velame proporcionam uma prote¢do mecanica e conferem grande
resisténcia a desidratagdo e interferéncias fisicas (Joca, 2017).

A exoderme ¢ a camada mais externa do cortex. Em Orchidaceae, geralmente, ¢
unisseriada e desenvolve parede secundaria lignificada e/ou suberificada. As substancias
presentes na parede deste tecido constroem uma barreira apoplastica ao fluxo de entrada de
agua e compostos quimicos, fisicos e bioldgicos na raiz (Gloria & Hayashi, 2006).

A entrada de 4gua, ions e, at¢é mesmo outros organismos, ocorre pelas células de
passagem, que se conservam com uma parede primdria e permitem a entrada via simplasto. As
raizes analisadas apresentam exoderme unisseriada, composta de células octogonais ovaladas
em corte transversal, com pouco ou nenhum conteudo citoplasmatico aparente, e com paredes
espessadas em “O”, exceto nas células de passagem (Fig.1 - D). Estas sdo, em sua maioria,
hexagonais e com contetido citoplasmdtico evidente e denso, apresentando nicleo aparente
(Fig.1 - D). A atividade metabolica evidenciada nas células de passagem pode ser relacionada
a sua funcao de seletividade (Lana et al., 2021).

Internamente a exoderme, encontra-se o parénquima cortical, composto de células
isodiamétricas poligonais ovaladas, com poucos ou sem cloroplastos e, com o vactolo
ocupando a maior parte da célula (Fig.1 — E, F). Os espagos intercelulares diminuem de
didmetro na periferia do cortex, sendo as células da camada mais externa menores (Fig. 1 — B).
Diversas células apresentam espessamento em “phi” (Fig. 1 — B), um tipo de espessamento ja
registrado em espécies de Orchidaceae (Pires et al., 2003) e que contribuem para a sustentagao

da raiz. Foi notada também a presenca de idioblastos com feixes de rafides (Fig. 3 — A).
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Rafides sdao comuns em diferentes orgdos de orquideas, bem como em outras
monocotiledoneas (Metcalfe, 1963), como resultado do armazenamento ou isolamento do
acido oxalico no vactiolo em forma de cristais de oxalato de calcio insolaveis (Costa, 1975).

Em casos de deficiéncia de célcio, a planta pode remobilizar o oxalato e utiliza-lo, logo, a

presenga de cristais de oxalato de calcio esta relacionada ao balango i6nico e osmoregulagdo

da planta (Pabst & Dungs, 1975; Menezes et al., 2004).
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Figura 1. Sec¢des transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protegio Ambiental
Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG.

Legenda — A: visdo geral da raiz. B: por¢do do cortex e velame. C: detalhe do espessamento das células do
velame. D: detalhe da exoderme. E: cortex com pelotons. F: Cortex com pelotons em digestdo enzimatica.
Siglas: CF — cristais de flavonoides; CP: células de passagem; CV — cilindro vascular; EN — endoderme; EP —
espessamento parietal helicoidal; EX — exoderme; P — peloton, PC — parénquima cortical; Phi — espessamento da

célula cortical; V — velame.

Ainda, no parénquima cortical encontram-se os pelotons (Fig.1 — E, F). As hifas do
fungo adentram o velame e passam pelas células de passagem da exoderme, chegando ao
cortex, onde essas estruturas se formam (Santos, 2012). Nos individuos analisados foi
possivel perceber a presenca de pelotons em diferentes estagios de colonizacdo e digestdo
enzimatica. Foram observadas hifas fingicas no velame em individuos ja com pelotons e em

individuos sem a presenca de pelotons instalados (Fig.2 — A, B). Notou-se também que as

hifas migram exatamente da extremidade da raiz em contato com o substrato (Fig. 2 —B).

Fgura 2. Secgdes transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protegdo Ambiental

Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG.
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Legenda — A: velame com infec¢do micorrizica. B: detalhe do resquicio de substrato em contato com o velame.
C: detalhe do cilindro vascular. D: detalhe do velame e exoderme. Siglas: CIRCULADO - substrato; CF —
cristais de flavonoides; CP: células de passagem; CV — cilindro vascular; EN — endoderme; EP — espessamento
parietal helicoidal; EX — exoderme; F- floema; M — medula; P — peloton; PC — parénquima cortical; Phi —

espessamento da célula cortical; SETAS — hifas fungicas; X — xilema; V — velame.

A germinacdo das sementes de orquideas ¢ dependente da simbiose com o fungo
micorrizico adequado e ocorre em condi¢des favoraveis, quando a semente ¢ o fungo se
encontram no ambiente (Kersten, 2010). E comum que essa relagio se mantenha na planta
adulta, desde que o fungo simbionte esteja presente no substrato (Valadares, 2009). Ademais,
em ambientes estressantes com sazonalidade bem marcada e substratos pobres em nutrientes,
como ¢ o caso dos campos rupestres, essa relacao tende a se manter (Santos, 2012). Além do
fornecimento de nutrientes para a planta através da digestdo enzimadtica, o fungo também pode
auxiliar na transferéncia de dgua e nutrientes, como fosforo, do substrato para a planta, como
visto por de Aguiar Lima (2020). Os micélios fungicos podem crescer até cem vezes mais que
pelos radiculares, fornecendo uma extensao no sistema de forrageamento, auxiliando também
na captacdo do nitrogénio e uma gama de micronutrientes (Denison & Kiers, 2011). Como
esperado, foram encontrados simbiontes micorrizicos em P. Pachysepala. Provavelmente eles
aumentam o fitness dos individuos que habitam os campos rupestres da regido, local
considerado estressante.

Os fungos geralmente envolvidos em simbiose micorrizica sao do género-forma
Rhizoctonia, chamados também de rizoctonidides, um grupo polifilético de patdgenos,
endofiticos saprofitos e micorrizicos (Valadares, 2009). Mesmo alguns fungos que sao
patogénicos para algumas plantas podem realizar simbiose micorrizica com orquideas, devido
ao controle que elas exercem sobre a infeccdo. Quando o fungo forma pelotons, ocorre um
rearranjo dos microtubulos e filamentos de actina do citoesqueleto das células parenquimaticas
os envolvendo. Simultaneamente, forma-se uma membrana perifingica (modificacdo da
membrana plasmatica) a fim de separar o fungo da célula. Nesse processo, mitocondrias e
reticulo endoplasmatico se agregam aos pelotons para a fase de digestdo enzimatica,
juntamente com a produ¢do de fitoalexinas e fosfatases (Valadares, 2009). Nessa relacao
apenas parte do fungo ¢ degradada, possibilitando a recolonizagdo das células que ja digeriram
pelotons. O micotrofismo em orquideas autotroficas ¢ um fendmeno que garante uma via

alternativa de obtencdo de energia para a planta e carbono para o fungo (Nogueira et al.,
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2005). No entanto, o fungo também recebe carbono e outros nutrientes de outros fungos
saprofitos comuns no substrato, o que pode tornar o entendimento da conexao entre a rede de
plantas autotrdficas extremamente complexa (Hogberg et al., 1999; Martos et al., 2009;
Borges, 2020).

Os cristais de flavonoides presentes nas raizes de P. pachysepala aprecem em todos os
tecidos radiculares, sobretudo no cortex (Fig. 3 — B, C, D). A ocorréncia desses cristais pode
estar relacionada ao estresse hidrico, pois, flavonoides tendem a se associar a radicais livres e
formar cristais insoluveis, muito frequentes em plantas que vivem sob algum tipo de estresse
(Yamasaki et al., 1997; Ramakrishna & Ravishankar, 2011). Contudo, Harborne (1997) aponta
que o principal fator contribuinte € o excesso de luminosidade e absor¢cao UV, o que poderia
estar associado a ocorréncia dessas plantas em altitudes superiores a 1400 m, como ¢ o local
de estudo desse trabalho. Contudo, a presenca desses cristais demonstrou-se ser um caractere
de valor taxondmico e foi utilizada em 1981 por Pabst et al., para separar o género
Anacheilium de Encyclia, posteriormente Prosthechea foi considerado um congénere de
Encyclia (Dressler, 1993). Em estudos mais recentes, a presenca de cristais de flavonoides em
todas as espécies de Prosthechea e auséncia deles em Encyclia, deu suporte para a segregagao

echea (Pires et al., 2003).
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Figura 3. Secgdes transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protegdo Ambiental
Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG.

Legenda — A: idioblasto com feixe de rafides. B: cortex com cristais de flavonoides. C: exoderme com cristais de
flavonoides. D: velame com cristais de flavonoides. Siglas: CF — cristais de flavonoides; CP: células de

passagem; EX — exoderme; FR — feixe de rafides; PC — parénquima cortical; V — velame.

A endoderme, camada mais interna do cortex (Fig. 2 — C), € unisseriada e composta de
células compactas retangulares. As paredes sdo fortemente espessadas por suberina e/ou
lignina e circundam toda a célula, exceto nas células de passagem que possuem apenas parede
priméria e estrias de Caspary (Fig. 2 — C). As células de passagem intercalam com as células
comuns da endoderme, sendo encontradas solitarias ou em conjunto de 2 a 5. Este tecido, mais
interno que a exoderme, forma uma segunda barreira apoplastica que faz com que a agua, ions
e demais solutos sejam guiados via simplasto pelas células de passagem (Valadares, 2009).
Essas barreiras evitam que os fungos, demais organismos € minerais que possam ter penetrado
na raiz, alcancem o cilindro central. As células de passagem sdo menores que as células
comuns da endoderme (provavelmente pela auséncia de parede secundéria) e frequentemente
demonstram nucleo aparente. A endoderme, juntamente com a exoderme, formam uma dupla
barreira apopléstica nas raizes de orquideas. As variacdes em relacdo ao espessamento das
células comuns desses tecidos e sua composicdo quimica, em geral, sdo respostas da
plasticidade fenotipica das espécies aos fatores de estresse (Gomes et al., 2011).

O cilindro vascular é composto de polos de protoxilema e polos de protofloema
intercalados, sendo o protoxilema e o protofloema exarcos, ou seja, com protoxilema e
protofloema mais externos ao metaxilema e ao metafloema (Fig. 2 — C). No centro do cilindro
vascular encontra-se uma medula, constituida por células que possuem apenas parede primaria
(Fig. 2-C).

Em relacdo aos individuos de habito epifitico e de habito rupicola, ndo houve grande
diferenga entre as raizes, nem nos caracteres anatdomicos, nem com relacdo a infeccdo pelo

fungo micorrizico observado.

17



3.2 — Analises histoquimicas

Para a caracterizagdo da composi¢ao quimica dos tecidos da raiz de P. pachysepala
foram realizados testes histoquimicos de presenca e auséncia de determinados grupos e
compostos quimicos (Quadro 1).

Teste Deteccao Resultado Descrigao Quad
Presente na exoderme e endoderme (excetonas [ro 1.
5.7 células de passagem); cilindro vascular e células
Sudam Il Lipideos + P 9 ). 4
espessadas do parénquima cortical (espessamentos
em "phi" e células esclerificadas).
. Presente no cortex e medula: células do parénquima
Lugol Amido + : 2 " P q
cortical e parénquima medular.
Bromofeno Atividade + Presente nas células do parénquima cortical, células de
nuclear passagem da exoderme e apice de pelos radiculares.
Presente na exoderme e endoderme (exceto nas
Filtro DAPI + Liariia + células de passagem); cilindro vascular e células
Floglucina 9 espessadas do parénquima cortical (espessamentos
em "phi").

Quadro descritivo de detecgdo de compostos quimicos nos tecidos radiculares de P. pachysepala coletadas na

Area de Prote¢io Ambiental Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG.(Enstone et al., 2003).

Foram detectadas substancias de natureza lipidica na exoderme e endoderme, com
excecdo das células de passagem (Fig. 4 — A, B, C). A substancia lipidica mais comum
presente nas paredes celulares nesses tecidos ¢ a suberina (Hose et al., 2001). Ela atua
impermeabilizando as paredes dessas células, favorecendo o fluxo via simplasto pelas células
de passagem que ndo possuem a camada lipidica impregnada em suas paredes (Joca et al.,
2020). Os lipideos presentes nesses tecidos formam uma dupla barreira apopléstica em direcao
ao cilindro central. Aparece uma fraca impregnacao de lipideos no velame, em células

esclerificadas e células com espessamento em “phi” do parénquima cortical (Fig. 4 — B, D).
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Figura 4. Secgdes transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protegio Ambiental
Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG; marcagdo para lipideos (sudam III).

Legenda — A: visdo geral. B: exoderme. C: endoderme. D: parénquima cortical. Siglas: CE — células
esclerificadas; CP: células de passagem; CV — cilindro vascular; EN — endoderme; EX — exoderme; Phi —

espessamento da célula cortical; SETAS — deteccdo de lipideos.

O acumulo de graos de amido no cortex e na medula de raizes de Orchidaceae parece
ser um padrdo na familia e servem como reserva de nutrientes em tempos escassos (Zotz,
1999). P. pachysepala apresentou graos de amido nas células do parénquima cortical de do

parénquima medular (Fig. 5).
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Figura 5. Secgdes transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protegdio Ambiental

Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG; marcagao para amido (lugol).

Legenda — A — B: visdo geral. C — E : parénquima cortical. F: medula. Siglas: CV — cilindro vascular; CP:

células de passagem; EN — endoderme; EX — exoderme; M — medula. PC — parénquima cortical. SETAS —

detec¢do de amido.

Para que haja controle metabolico em uma célula, ¢ necessario que haja atividade

nuclear. Os parénquimas tem fun¢des metabdlicas diversas, incluindo realizar fotossintese. Sao
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tecidos elaboradores e/ou de reserva, constituidos de células vivas na maturidade (Moreira,
2015). Foi verificado no parénquima cortical de P. pachysepala atividade nuclear (Fig. 6 — C,
D).

As células de passagem da exoderme e da endoderme tém fungdo de seletividade e se
mantém vivas (Lana & Moreira, 2020). Foi possivel detectar atividade nuclear nessas células,
principalmente nas da exoderme (Fig. 6 — A). Ademais, foi observada atividade nuclear nos

pelos radiculares (Fig. 6 — B).

Fgura 6. Secgdes transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protecio Ambiental
Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG; marcag@o para atividade nuclear (bromofenol).
Legenda — A — B: velame. C — D: parénquima cortical. Siglas: CP: células de passagem; EX — exoderme; PC —

parénquima cortical. PR — pelo radicular; SETAS — deteccdo de atividade nuclear; V — velame.
As andlises com floroglucina e visualizagdo da florescéncia com filtro DAPI no

microscopio optico indicaram a presen¢a de lignina na juncdo das células do velame e nos

pelos radiculares (Fig. 7 — A, B).
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Com o auxilio do filtro DAPI, foi possivel ver uma fraca impregnacao de lignina nas
nas células de passagem da exoderme(Fig. 7 — E), provavelmente efeito das células pareadas
ao velame. Tal fato foi refor¢ado por ndo ter sido possivel detectar essa impregnacdo com a
floroglucina (Fig. 7 — F). As células comuns da exoderme e endoderme apresentam parede

secundaria lignificada (Fig. 7 — C, D, E, F). Também foi possivel observar impregnagao de

lignina no xilema do cilindro vascular (Fig. 7 — A) e nos espessamentos em “phi” das células

corticais (Fig. 7 — G, H).
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Figura 7. Seccdes transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protecdo Ambiental
Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG; marcagao lignina (filtro DAPI; floglucina).

Legenda — A, C, D: visdo geral. B: velame. E — F: exoderme. G — H: parénquima cortical. Siglas: CP: células de
passagem; CV — cilindro vascular de passagem; EX — exoderme; PC — parénquima cortical; PR — pelo radicular.

SETAS — deteccao de lignina; V — velame; * — células de passagem.

A lignina exerce papel de suporte mecanico em situacdes de desidratagdo, evitando o
colapso da célula, pois, ¢ uma macromolécula que confere dureza e resisténcia as paredes
celulares, e, consequentemente, ao tecido (Noel, 1974). Também ¢ uma defesa importante a
infeccdo de microrganismos fitopatogenos (Davis & Hahlbrock, 1987), a herbivoria (Cooley,
1988) e protege as plantas contra fatores bidticos e abiodticos advindos do substrato (Meschede
et al., 2012). A presenga da lignina nos espessamentos em “phi” configuram permeabilidade
auxiliando na conducao apoplastica pelo parénquima cortical (Peterson et al., 1981; Melo,
2011).

A natureza cristalina dos cristais de flavonoides foi confirmada através da
visualiza¢do no microscépio com filtro de luz polarizada (Fig. 8). E possivel também observar
nas paredes celulares, a organiza¢ao das moléculas de celulose, que se unem paralelamente, ¢
reflete o brilho no filtro de luz polarizada (Menezes et al., 2004) (Fig. 8). Prosthechea
apresenta como caracteristica do género a presenca de cristais de flavonoides (Pires et al.,
2003). Portanto, conclui-se que os cristais presentes em todos os tecidos das raizes, exceto as

rafides encontradas no parénquima cortical, sdo cristais de flavonoides.
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Figura 8. Secgdes transversais de raiz: Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protegio Ambiental

Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG. Legenda — A — F: microscopio optico com filtro polarizador.

Siglas: CV — cilindro vascular; EX — exoderme; PC — parénquima cortical; SETAS — objeto de estrutura

cristalina; V — velame.

3.3 — Analise dos dados

Os dados histométricos foram comparados como unidade entre os diferentes tipos de

habito, epifita e rupicola (Tabela 1). O tnico caractere que apresentou diferenca significativa

foi o0 niumero de células comuns da endoderme, uma vez que os individuos de habito epifitico

apresentaram valores superiores.

Tabela 1. Caracteristicas estruturais das raizes de Prosthechea pachysepala coletadas na Area de Protecdo

Ambiental Cachoeira das Andorinhas, Ouro Preto — MG. Dados submetidos ao Test t, com exce¢do dos dados nao

paramétricos, submetidos ao teste Kruscal Wallis.

. Espécimes
Parametros — - t p
Epifitas Rupicolas
Diametro ym 2187.84 + 51599 2114.86 £358.09 0,4500 > 0.05
Diametro CV ym 612.85+195.74 508.39 £ 82.57 1,3974 > 0.05
Velame (n° camadas) 52+0.7746 5.6+0.9102 2,0038 > 0.05
Velame (espessura) ym 359.05 + 86.55 377.79 £ 98.21 0,5545 >0.05
Exoderme n° cels comuns 114.67 + 28.61 118.87 £ 18.40 0,4781 > 0.05
Exoderme n° cels de passagem 15.67 £6.70 1247 £3.70 1,6183 >0.05
Endoderme n° cels comuns 64.27 £ 22.53a 45.07 £10.09b 3,0126 <0.01*
Endoderme n° cels de passagem 29.33+11.36 26.53 £8.01 0,5974 > 0.05
Cértex n° total de cels 496.87 + 164.04  436.60 +77.57 1,2863 > 0.05
Cortex (espessura) ym 389.53 +72.39 372.64 £ 57.91 0,7056 >0.05
n° de Pelotons 10.8+17.74 42 +864 0,8821 > 0.05
n° de cels com estrutura cristalina 62.47 + 50.59 4553 £29.23 1,1224 >0.05
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Plantas que realizam transporte de dgua, ions e outras particulas ou substancias do
cortex para o cilindro vascular, via simplasto, ttm uma taxa de transpiracio menor em
comparagdo as que utilizam mais da via apoplastica (Chavarria & Santos, 2012). Ademais, em
casos de estresse hidrico excessivo, os tecidos mais externos da raiz podem se degradar,
tornando a endoderme o tecido vivo mais externo da raiz (Enstone et al., 2002). O colapso da
raiz ¢ evitado devido a capacidade de retengdo de agua dentro dos tecidos que a deposigao de
suberina proporciona (Enstone et al., 2002). Outro fato constatado pelo estudo de Lima et al.,
(2022), ¢ que espécies epifitas e rupicolas da regido (mesmo local escolhido para o presente
estudo) absorvem agua atmosférica da neblina pelas folhas em resposta ao estresse hidrico,
mas em diferentes taxas. O estudo mostra que plantas rupicolas absorvem mais agua
atmosférica pelas folhas que plantas epifitas, sendo a espécie Prosthechea pachysepala inclusa
neste estudo (Lima et al., 2022). Sendo assim, esses fatores podem indicar que o valor superior
de células comuns da endoderme, encontrado nos individuos epifiticos, seja para reter maior
quantidade de agua dentro do cilindro vascular em situacdes de estresse hidrico, ja que a

absorcao de 4gua pela neblina parece ser menos eficiente em epifitas.
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4. Conclusio

O estudo realizado fornece dados iniciais para elaboracao da resposta para a pergunta
que intitula o trabalho: “Raizes de Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron & V.P.Castro
variam de acordo com os hdbitos de vida, epifita e rupicola?”. Foi possivel realizar uma
caracterizacdo anatdmica estrutural e histoquimica através da analise de laminas histolégicas e
dos testes histoquimicos realizados. Segundo a anélise dessas amostras, as raizes nao parecem
responder de formas anatdmicas e histoquimicas diferentes, mesmo estando em diferentes
altitudes e em composigdes quimicas e fisicas distintas de substrato. Entretanto, ao andar pela
regido € perceptivel que espécimes epifitas sdo mais numerosa que espécimes rupicolas.

A presente pesquisa possibilita perspectivas futuras de investigacdes mais profundas,
pois, ao longo do desenvolvimento das andlises estatisticas, a incidéncia de cristais de
flavonoides pareceu ser maior em plantas epifitas, mas, para tal conclusdo, seria necessario um
maior numero amostral para realizacdo de novos testes estatisticos.

Também, outras duvidas surgiram sobre a biologia da espécie. Dentre elas podemos
destacar: a contribui¢do do fungo micorrizico para a planta adulta; a aparicdo de cristais de

flavonoides em todos os tecidos radiculares; entre outras.
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