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“The evolution is opportunistic, and no better
examples of this in the plant world can be found
than among parasitic plant”
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RESUMO

O parasitismo em plantas é um fendmeno de interacdo entre duas
plantas, em que a planta parasita precisa penetrar no tecido vivo de outra
planta captando delas 0s recursos necessarios para sobreviver. Esse é o
caso de Escobedia grandiflora, conhecida como agafrdo do campo. Esta
planta hemiparasita possui raizes alaranjadas, as quais tém sido
utilizadas como corante alimenticio, com expressivo potencial para a
indUstria. Pouco se sabe sobre biologia dessa planta, portanto, o presente
trabalho teve como objetivo caracterizar a estrutura e a ultraestrutura da
semente e da planta durante o parasitismo com Pennisetum purpureum.
Foram localizadas populagdes naturais de E. grandiflora, no estado de
Santa Catarina (SC), e coletadas sementes em trés dessas populacgdes.
Rizomas do hospedeiro P. purpureum foram obtidos de plantas
localizadas no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da UFSC. Dois
ensaios foram feitos. No primeiro, foram semeadas sementes em papel
absorvente umedecido durante 18 dias e foram feitas trés coletas, duas
durante a germinacdo e uma na pés-germinacdo. O segundo ensaio
consistiu de dois tratamentos: no primeiro, sementes de E. grandiflora
embebidas por cinco dias, foram semeadas com plantas do hospedeiro
(CH),em bandejas com substrato. No segundo, as sementes embebidas
foram semeadas em bandejas sem hospedeiro (SH). Para cada
tratamento foram estabelecidas 40 repeti¢cdes, totalizando 80 unidades
amostrais. Na caracterizacdo estrutural e de ultraestrutura, as amostras
foram processadas e analisadas em microscopias 6pticas, confocal e
eletrénicas de varredura e transmissdo. Entre os resultados, populactes
de E. grandiflora foram encontradas em quatro municipios de SC, dois
registros novos de ocorréncia de populagdes naturais em Campos Novos
e Florianopolis, sendo um primeiro registro de E. grandiflora em todo o
litoral Brasileiro. Estruturalmente, as sementes de E. grandiflora
estavam compostas pela exotesta e endotélio, seguidas pelo perisperma
e embrido. As sementes apresentaram reservas nutricionais armazenadas
principalmente nos cotilédones. A protruséo da raiz foi caracterizada por
um anel de pelos radiculares na juncdo hipocoétilo-raiz, com
alongamento das células corticais, cuja funcdo ¢ estabilizar a plantula no
substrato e absorver rapidamente dgua e nutrientes. As plantulas de E.
grandiflora formaram haustdrios e penetraram com sucesso a raiz do
hospedeiro, ap6s 22 dias da emergéncia da raiz. Desde os 22 até os 64
dias, foi observada uma acumulagdo de grdos de amido nas células
corticais da raiz. Essesgrdos de amido mostraram-se menores no caule
comparados com os da raiz. Escobedia grandiflora exibiu lento



crescimento das plantulas, concentrou todas as reservas nutricionais para
desenvolver o sistema radicular, aproximou-se das raizes do hospedeiro
e formou haustérios para parasitar a raiz do hospedeiro. Também foi
constatada a pigmentacdo laranja amarelada no interior dos gréos de
amido, a qual indicou relagdo com material eletrodenso observado nos
amiloplastos. Os resultados sugerem que esses carotendides poderiam
ser formados dentro dos amiloplastos. As plantas desenvolveram
somente haustorios laterais, os quais formaram-seao longo da raiz.
Passados 43 dias da germinacdo, E. grandiflora desenvolveu as
primeiras folhas definitivas, passando ao estadio de planta. Nas folhas
foram registrados dois tipos de tricomas, captados e ndo captados. O
haustdrio estava composto, externamente, por uma epiderme, com pelos
radiculares, e, internamente, apresentou uma regido basal com tecido
provascular, elementos traqueais, corpo hialino e endofito. A formagéo
dos haustorios iniciou-se com o0 aumento no tamanho das células
corticaise a subsequente aproximagdo do haustério na raiz de P.
purpureum, até abranger o tecido do hospedeiro. No haustdrio foram
observados compostos pécticos principalmente nos elementos traqueais
e na interface parasita-hospedeiro. Esses compostostém a funcdo de
uniras epidermes do haustorio e do hospedeiro, facilitando a entrada do
enddéfito do haustério no cilindro central do hospedeiro. Os haustorios
desenvolvidos aos 22 dias estavam desprovidos de corpo hialino, mas
aos 64 dias ja se apresentavam maduros, com corpo hialino. Em plantas
CH e SH, diferencas estruturais entre as duas foram observadas, tais
como o aumento do nimero de grdos de amido nas células corticais, 0
aumento no tamanho do cilindro central, a maior pigmentacdo das raizes
e a maior quantidade de haustdrios, durante o parasitismo até 64°dia.
Plantas de E. grandiflora SH formaram um cilindro central, nas raizes,
de menor tamanho em todas as etapas do desenvolvimento, comparados
com plantas CH. Por outro lado, E. grandiflora ndo necessitou de um
hospedeiro para formar haustdrios, ndo obstante, a presenca do
hospedeiro promoveu a rapida formacao dos haustérios.

Palavras chave: emergéncia de raiz, pelos radiculares, haustorio,
hospedeiro.



ABSTRACT

Plant parasitism is a fascinating interaction phenomenon between two
plants, where one parasitic plant needs to penetrate the living tissues of
another plant from which it obtains some materials needed for survival.
This is the case of Escobedia grandiflora, also known as ‘acafrao do
campo’, which is a wild hemiparasitic plant with orange-yellow roots
commonly used for food dye.Little is known about itshiology, and
therefore, the objective of this study was to perform structural and
ultraestrutural analysys of E. grandiflora seed sand plant during the
parasitism with Pennisetum purpureum. There has been found natural
populations of E. grandiflora in Santa Catarina (SC) state; and seeds
were collected from three natural populations, and the P. purpureum
host rhizome was collected from plants at Center for Agricultural
Sciences of the Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis,
Brazil. Two assays were carried out: in the first one, seeds were set on
moistened absorbent paper for 18 days, and were made three harvests,
two during germination and one in the post-germination stage. The
second assay was contained two treatments; in the first one, 5 days
imbibed seeds were sowed with host plants (CH), previously planted 30
days before, in trays with substrate. In the second treatment, the imbibed
seeds were sowed in trays without host (SH). For each treatment it was
established forty repetitions, totalizing 80 sample units. For the structure
and ultraestructure characterization, sample roots were processed and
analyzed in light microscopy, confocal microscopy and electronic
scanning and transmission microscopy. Among the results, natural
populations of E. grandiflora were found in four municipalities of SC,
two new records for natural populations occurrence in Campos Novos
and Florianopolis, the last being the first record in Brazilian coast.
Structurally, E. grandiflora seeds were composed by two seed coat
(testa and endothelium) covering the perisperm and the embryo. The
seeds presented storage reserves mainly into the cotyledons. The
emergence of the radicle were characterized by a collar of hair roots
which encircles the axis at the root-hypocotyl junction, with the
elongation of the internal cortical cells, and they had the function of
anchor the seedling in its substrate and quickly absorb water and
nutrients, at a critical stage for the seedling that had slow growth and
still did not connect with the host root. The seedling of E. grandiflora
formed haustoria and reached the host root with success after 22 days of
root emergence. Since the day 22 until the 64 days, it was observed a
starch grains accumulation on the root cortical cells, the starch grains



were smaller in the stem and larger on the root. E. grandiflora presented
slow growth seedling, concentrated all storage reserves to develop the
root system, approached to the host root and formed haustoria to
parasite the host root. As well, it was verified an orange-yellow
pigmentation in the inside of the starch grain that indicated a relation
with electron-dense material observed in the amyloplasts. Those
carotenoids could be produced into the amyloplasts. The plants
developed only lateral haustoria, which formed along the root. After 43
days of the emergence, E. grandiflora developed definitive first leafs,
beginning the plant phase, and were observed two trichome types,
glandular and non glandular trichome. The haustoria was externally
composed by an epiderm with root hairs, and internally presented the
base of haustoria with the procambium, the tracheary elements, the
hyaline tissue and parasite endophyte. Haustorio initiation began with
the increase of the cortical cells size, and following haustoria
approaches into P. purpureum root until anchoring the host root surface.
It was observed into haustoria, pectins substances, mainly into tracheary
elements and the interface parasite-host. These substances are
implicated in sticking and allow internal anchoring of the parasite to the
host tissue, facilitating the parasite endophyte to reach the central
cylinder of the host. The haustoria developed after 22 days lacked
hyaline body; however, it was different after 64 days, when they
presented developed haustoria with hyaline body. In both CH and SH
plants, structural differences between them, like the increase number of
the starch grains into cortical cells, the central cylinder size increase, the
root pigmentation increase and the haustoria quantity increase, were
observed during the parasitism after 64 days of root emergence. The SH
plants presented a smaller central cylinder in all stages of development
as compared to CH plants. In contrast, E. grandiflora didnot need the
host to develop haustoria; however, the host presence promotes a quick
haustorial formation.

Key words: root emergence, hairs root, haustoria, host.
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1. INTRODUCAO

As plantas parasitas constituem grupo intrigante que se
caracteriza por requerer de outras plantas suprimento para suas
necessidades nutricionais. Elas atingem seu objetivo por meio de uma
estrutura conhecida como haustério, comum em todas as raizes das
plantas parasitas, sendo a Unica estruturada planta, capaz de entrar no
tecido de outra planta e absorver agua e nutrientes (BAIRD; RIOPEL,
1983).

As plantas parasitas distribuem-se em 28 familias de plantas
com aproximadamente 4500 espécies (MALECOT; NICKRENT, 2008).
Uma das familias mais importante dentro deste vasto grupo é a familia
Orobanchaceae, que inclui o maior nimero de plantas parasitas de raiz
entre as angiospermas (BENNETT; MATHEWS, 2006).

A importancia da familia esta no fato deque abrange plantas nao
parasitas e todos os tipos de parasitismo de raiz possiveis, desde
hemiparasitismo (Obrigatério e facultativo) atéholoparasitismo (JOEL;
GRESSEL; MUSSELMAN, 2013). Também sdo importantes as
pesquisas sobre a origem e a evolucdo das plantas parasitas a partir de
plantas ndo parasitas (WESTWOO D, et al., 2010). Neste grupo se
encontram espécies que fazem parte das comunidades naturais e
algumas escassas espécies tém uso medicinal e alimenticio. Outras
espécies afetam cultivos de importancia econémica, tornando-se uma
das principais raz8es para o inicio das pesquisas sobre plantas parasitas
(MURIEL et al., 2015; REN, et al., 2010).

Dentro da familia existe uma das poucas espécies de plantas
parasitas que foi valorizada e de amplo uso durante varios séculos por
distintos povos. Esta espécie nativa de América é conhecida como
acafrdo do campo (Escobedia grandiflora (L.f.) Kuntze), cujas raizes
sdo alaranjadas e provavelmente a civilizacdo chibcha foi a primeira
comunidade em aproveita-la (PENNELL, 1931). As raizes de E.
grandiflora foram usadas como corante alimenticio e muitas
comunidades tém usado as raizes para o tratamento de problemas
associados ao figado (MURIEL et al., 2015; PENNELL, 1931). Este uso
foi tdo valorizado que a planta era bastante comercializada nos
mercados das cidades principais na Colémbia, como em Medellin. Com
a entrada nos anos 60’s de outros corantes naturais € quimicos, 0 Uso do
acafrdo do campo comecgou diminuir, até ser esquecido e limitado s6 ao
uso pelas comunidades proximas as populacfes naturais (MURIEL et
al., 2015).



24

Assim, destaca-se 0 enorme potencial que possuem as raizes
desta planta parasita na medicina e para a producdo de pigmentos. Para
aproveitar este potencial, sdo necessarios estudos focalizados
principalmente na biologia da planta, como desenvolvimento inicial das
plantulas, compatibilidade e preferéncia por um ou mais hospedeiros,
anatomia do haustério e do inicio do parasitismo, fatores de inducdo dos
haustorios, formacdo dos carotendides nas raizes da planta e protocolo
de extracdo dos carotenoides. Estas informacdes que sdo escassas, mas
fundamentais visando o aproveitamento do potencial da planta. Sobre os
aspectos mencionados anteriormente, encontra-se somente os trabalhos
de CARDONA e MURIEL (2015) e MURIEL et al. (2015), sendo que
os demais trabalhos estdo relacionadas a descricdo morfoldgicas da
familia Orobanchaceae.

Em geral, o estadio de plantula depende dos recursos
armazenados na semente para sobreviver (BEWLEY et al., 2013) e esse
estadio, nas plantulas parasitas, € critico, pois a plantula precisa
desenvolver rapidamente as suas raizes para aproximar-se das raizes de
um potencial hospedeiro. Diante do exposto, torna-se fundamental
compreender como se comporta estruturalmente a plantula desde a
protusdo da raiz até parasitar a raiz de um hospedeiro, para entender
porque o crescimento é lento. Desta maneira, obter conhecimento de
guais etapas sdo mais criticas durante o desenvolvimento da plantula e
como esses aspectos afetam o parasitismo inicial com as plantas
hospedeiras, ¢ de grande importancia. Entenda-se como parasitismo
inicial, a primeira formacdo de haustérios e subsequente parasitismo.
Por consequéncia, é necessario conhecer bem a estrutura do haustério e
entender como é a formacdo inicial e posterior ligagdo na raiz do
hospedeiro, devido ao fato de que é a estrutura mais importante da
plantula.

Dentro desse panorama, essa pesquisa pretendeu caracterizar a
estrutura da semente e do subsequente crescimento de plantulas e
plantas de E. grandiflora no parasitismo com as raizes do hospedeiro
Pennisetum purpureum Schumach. Foram analisadas as estruturas
bésicas da semente, da plantula desde a germinacéo, da raiz, da estrutura
no inicio do desenvolvimento do haustério de E. grandiflora até entrar
no tecido do hospedeiro. Deste modo, o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar a estrutura e ultraestrutura da semente e da plantula
de E. grandiflora durante o parasitismo com P. purpureum.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. PARASITISMO EM PLANTAS

‘‘Plantas parasitas configuram um fendmeno de estreita
interacdo planta a planta, com caracteristicas comuns a muitas plantas
ndo parasitas, mas com um modo de expressdo e caracteristicas
unicas’’(JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013). As plantas parasitas
precisam entrar no tecido vivo de outra planta, conhecida como
hospedeiro, captando delas 0s recursos necessarios para sobreviver
(HEIDE-JORGENSEN, 2008). Elas tém uma estreita ligacdo com o
tecido do hospedeiro por meio de uma estrutura especializada da raiz
conhecida como haustorio. Segundo a estrutura que a planta parasitar,
podem ser classificadas em parasitas de caule ou de raiz. Espécies
parasiticas ocorrem nas angiospermas em 28 familias, com
aproximadamente 250-275 géneros e 4500 espécies, sendo 60%
parasitas de raiz e 40% de caule (MALECOT; NICKRENT, 2008;
PRESS, 1995). As familias de plantas parasitas mais representativas sao
Balanophoraceae, Convolvulaceae, Loranthaceae, Orobanchaceae,
Rafflesiaceae, Santalaceae, Visaceae. Plantas parasitas sdo comumente
generalistas, aceitando uma ampla gama de espécies hospedeiras. Em
plantas parasitas de raiz, esta caracteristica parece ser uma vantagem,
porque podem absorver das raizes dos hospedeiros diferentes tipos de
nutrientes, em quantidades distintas.

Dentro dos hospedeiros das plantas parasitas sdo mais comuns
as espécies hospedeiras dicotileddneas que monocotileddneas, no
entanto, as gramineas sdo hospedeiros frequentes, porque tém um
abundante sistema radicular com raizes finas, as quais sdo faceis de
parasitar (HEIDE-JORGENSEN, 2008; PHOENIX; PRESS, 2005).
Embora generalistas, as plantas parasitas podem ter preferéncia por
alguns hospedeiros; as raizes de possiveis hospedeiros respondem de
maneiras diferentes a ligacdo pelos haustérios de plantas parasitas de
raiz (PHOENIX; PRESS, 2005; RUMER et al., 2007).

As plantas parasitas podem ser classificadas em dois tipos:
plantas holoparasitas, aquelas que ndo tém suficiente clorofila para fazer
fotossintese e, assim, absorvem principalmente solutos organicos do
floema do hospedeiro; e plantas hemiparasitas, as quais fazem
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fotossintese e, com isto, absorvem agua e solutos inorganicos do xilema
do hospedeiro. As plantas holoparasitas sdo obrigatorias devido & sua
dependéncia pelo hospedeiro. As plantas hemiparasitas constituem 90%
de todas as plantas parasitas existentes (HEIDE-JORGENSEN, 2008;
JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013; PRESS, 1995).Conforme
HEIDE-JJRGENSEN (2008), as plantas hemiparasitas podem ser
plantas facultativas ou obrigatérias. As facultativas podem permanecer
vivas por longos periodos de tempo sem o hospedeiro, embora a
produtividade da planta aumente quando os nutrientes sdo fornecidos
por uma ou mais plantas. As obrigatdrias necessitam de um hospedeiro
para sobreviver e produzir estruturas reprodutivas.

2.1.2. Familia Orobanchaceae

A familia Orobanchaceae, anteriormente com 0s representantes
incluidos na familia Scrophulariaceae, é morfologicamente diversa e
inclui o maior nimero de espécies parasitas de raizes do reino Plantae
(BENNETT; MATHEWS, 2006; PHOENIX; PRESS, 2005; WOLFE et
al., 2005). Esta familia apresenta apenas um género ndo parasita
(Lindenbergia), e os demais incluem espécies de plantas hemiparasitas
(facultativas-obrigatérias) e holoparasitas (JOEL; GRESSEL;
MUSSELMAN, 2013). Orobanchaceae é uma familia cosmopolita, com
89 géneros e aproximadamente 1613 espécies (“Orobanchaceaec — The
Plant List”, 2013). Dentre estes, entre 300-330 espécies e 21 géneros sao
nativas do Neotrdpico, especialmente dos Andes e em regides de
altitude no Brasil (SOUZA, 2012). Alguns géneros da familia, como
Alectra, Orobanche e Striga, afetam a produtividade de plantas de
lavoura como ervilha, feijdo, milho, arroz e sorgo, sendo umas das
razdes iniciais para o estudo das plantas parasitas. Plantas do género
Striga, por exemplo, provocam grandes perdas na producdo dos cereais
na Africa subsaariana (FERNANDEZ-APARICIO; FLORES;
RUBIALES, 2016; RICHES; HAMILTON; PARKER, 1992;
SCHOLES; PRESS, 2008). Muitas espécies da familia sdo componentes
das comunidades de vegetacao natural em diferentes lugares do mundo e
importantes pelo uso medicinal e alimentar, tais como Pedicularis
cephalantha Franch., Escobedia grandiflora, e Euphrasia officinalis (L.)
Hook. (BUSSMANN; GLENN; SHARON, 2010; MURIEL et al., 2015;
REN, et al., 2010; TROVATO et al., 2000).


http://es.wikipedia.org/wiki/L.
http://es.wikipedia.org/wiki/Hook.
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2.2. CARACTERISTICAS DAS PLANTAS PARASITAS DE
OROBANCHACEAE

2.2.1. Semente

Esta familia exibe sementes pequenas compreendidas entre 0,2-
5 mm de comprimento, com uma ampla diversidade de formas e
caracteristicas superficiais, composta por uma primeira camada de
células externas conhecida como testa (JOEL; GRESSEL;
MUSSELMAN, 2013). Estas caracteristicas morfoldgicas, em particular
a translucidez das sementes e a ornamentagdo da exotesta ou testa
exterior, sdo caracteristicas taxondmicas dentro da familia e podem
definir o tipo de dispersdo (ICHASO, 1980; JOEL; GRESSEL;
MUSSELMAN, 2013). Por exemplo, algumas sementes da familia, que
se caracteriza por ter sementes lineares, cilindricas ou alongadas, se
dispersam por anemocoria (dispersdo pelo vento), como nos géneros
Alectra, Angelonia, Escobedia, Gerardia, Melasma, Physocalyx
(ICHASO, 1980).

De modo geral, assementes da familia Orobanchaceae estdo
compostas por quatro estruturas caracteristicas: 0s tegumentos,
endosperma, perisperma e embrido (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN,
2013). Nos tegumentos, a testa é composta de duas camadas de células,
uma camada externa de epiderme e o endotélio. As células da epiderme
externa sdo alongadas, com frequéncia com paredes internas e laterais
espessadas e com parede exterior fina, que pode colapsar com
facilidade. O endotélio tem células pequenas e lisas, desprovidas de
nicleo e conteldo citoplasmatico e contém mucilagem (JOEL et al.,
2012; JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013).

Internamente ao endotélio, encontra-se 0 perisperma que
circunda o endosperma e o embrido, com células de parede fina,
adjacentes ao embrido, e espessadas; proximas ao endotélio, coberta por
uma cuticula composta por ceras em forma de cristais perpendicular a
superficie da célula. O interior das células do perisperma possui
conteudo citoplasmatico denso com corpos de 6leo(JOEL et al., 2012).
O endosperma pode ser abundante em hemiparasitas facultativas,
composto por uma fina parede de células finas, contendo abundantes
corpos de 6leo (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013).

O embrido, em espécies como Striga e Alectra, é composto por
uma pequena radicula, um hipocétilo (com procambio alongado no
centro) e dois cotilédones (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013).
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2.2.2. Germinacao das sementes e plantula

Em geral, a germinacao stricto sensu comeca com a captagédo de
agua pelas sementes (embebicdo) e termina com a emergéncia do eixo
embrionério, sendo visivel, normalmente a raiz (BEWLEY et al., 2013).
A germinacdo ocorre em duas etapas: na etapa I, a semente torna-se
hidratada e, na etapa Il, o conteldo de dgua é constante e as atividades
metabdlicas aumentam com transcricdo de novos genes, e ocorre a
emergéncia da raiz através das estruturas circundantes no final desta
etapa, marcando a conclusdo da germinacdo (BEWLEY et al., 2013).

A emergéncia da raiz em plantulas de Rhamphicarpa fistulosa
(Orobanchaceae) comecga aos quatro dias, formando uma raiz fina e
transparente, com pelos radiculares na juncdo hipocétilo-radicula; trés
dias depois, os cotilédones rompem a testa e, nos dias seguintes, as
plantulas comecam formar as folhas (OUEDRAOGO et al., 1999). A
presenca de pelos radiculares na juncéo hipocétilo-radicula também foi
reportada por NEUMANN; SALLE; WEBER (1998), como um colar de
pelos unicelulares que rodeiam o eixo da juncdo hipocétilo-radicula.
Durante a germinagéo das sementes, a regido plumular da planta parasita
Cistanche (Orobanchaceae), apresenta um elevado nimero de graos de
amido, que diminuem com a emergéncia e alongamento da raiz. A
radicula estd desprovida de grdos de amido, mas estes surgem e
aumentam com a emergéncia e alongamento da raiz(QING-LIANG et
al., 2011).

A estrutura interna da raiz principal de plantulas de Striga e
Alectra exibe uma coifa pouco desenvolvida, ndoobstante, depois do
alongamento da raiz principal, ela apresenta uma coifa desenvolvida
(OKONKWO; RAGHAVAN, 1982). Plantulas de E. grandiflora sem
hospedeiro (SH) tiveram uma sobrevivéncia de 7,5%, diferente de
plantulas com hospedeiro (CH) que tiveram sobrevivéncia de 95 %;
nehuma das plantulas apresentaram formacao evidente de haustérios; e,
em geral, o crescimento das plantulas mostrou-se lento, crescendo 1 mm
e desenvolvendo duas folhas a cada quatro semanas (CARDONA,;
MURIEL, 2015).
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2.2.3. O haustorio

O haustorio é a estrutura mais importante das plantas parasitas,
sendo o Unico 6rgdo da planta homologo a raiz, que conecta o parasita
ao hospedeiro, permitindo a conexdo vascular entre eles para
estabelecer, assim, a transferéncia de agua e nutrientes do hospedeiro ao
parasita (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013; KUWT, 1977). Na
estrutura interna, o haustorio esta constituido por duas partes: a primeira
com uma série de estruturas que se encontram fora do hospedeiro
compostas por células de parénquima e tecido condutivo; a segunda com
um Orgdo invasivo, conhecido como enddfito, que tem a fungdo de
penetrar o tecido dohospedeiro (HEIDE-JORGENSEN, 2008; RUMER
et al., 2007). Existem dois tipos de haustdrios: o primario (apical) e o
secundario (lateral).

O haustdrio primério desenvolve-se no apice da raiz principal,
sendo comum em plantas holoparasitas e em algumas plantas
hemiparasitas, tais como Striga e Alectra; o haustério secundario
desenvolve-se a partir das raizes laterais (HEIDE-JORGENSEN, 2008;
OKONKWO; RAGHAVAN, 1982; WESTWOOD et al., 2010).

Uma caracteristica comum dos haustérios em muitas plantas
parasitas é o desenvolvimento de pelos radiculares na periferia do local
da ligagdo, os quais funcionam como dispositivo & conexdo parasita-
hospedeiro (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013). Eles sdo
desenvolvidos com frequéncia em plantas da familia Orobanchaceae. Os
pelos radiculares ajudam manter a conexao do haustério com a raiz do
hospedeiro, abrangendo densamente a superficie da raiz, e aumentando a
pressdo sobre a raiz do hospedeiro (CUI et al.,, 2016). Conforme
BAIRD; RIOPEL, (1983), a primeira estrutura do haustdrio em entrar
em contato com o hospedeiro sdo os pelos radiculares e sua estrutura
indica que podem ter uma funcdo diferenciada dos outros pelos
radiculares que se encontram ao longo da raiz. Alguns pelos radiculares
apresentam na superficie papilas com secrecdo de substancias aderentes,
que ajudam melhorar a estabilidade da conexdo. Essas substancias estdo
relacionadas & hemicelulose (BAIRD; RIOPEL, 1983). Em Triphysaria,
os pelos radiculares secretam compostos pécticos semelhantes a
mucilagem (HEIDE-JORGENSEN; KUIJT, 1995).

Em algumas plantas parasitas a formacéo inicial dos haustorios
depende da liberagdo de sinais quimicos das raizes de plantas
hospedeiras (ALBRECHT; YODER; PHILLIPS, 1999); distinguindo,
assim, as proprias raizes das raizes de um potencial hospedeiro. As
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moléculas associadas com a formacdo dos haustérios estdo bastante
distribuidas entre as plantas, portanto, poderia ser esperado que muitas
plantas deveriam induzir a formag&o de haustérios nas plantas parasitas
(JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013). O primeiro composto
indutor de haustérios foi encontrado nas raizes de Astragalus (Fabaceae)
induzindo a formacdo dos haustérios na planta parasita Agalinis
(Orobanchaceae). Esse composto ¢ um flavondide conhecido como
xenognosina (LYNN et al., 1981). Outros compostos responsaveis que
induzem a formac&o de haustorios séo 4cidos fendlicos e a quinona 2,6-
dimethoxy-p-benzoquinone (ALBRECHT; YODER; PHILLIPS, 1999).

A raiz do parasita comunica-se com a base do haustério,
interligando os elementos traqueais que vem da raiz do parasita com 0s
elementos traqueais que vao em direcdo ao endofito do haustorio. A
base do haustério esta implicada na regulacdo da continuidade
fisiologica com a raiz do hospedeiro (JOEL; GRESSEL,;
MUSSELMAN, 2013).

Elementos traqueais sdo observados tanto na raiz quanto no
haustério do parasita; eles apresentam diferencas na origem
ontogenética. Enguanto os elementos traqueais da raiz sdo originados no
procambio do apice da raiz, os elementos traqueais do haustorio sédo
originados nas células do periciclo, que desenvolve um tecido
provascular (NEUMANN; SALLE; WEBER, 1998). Uma vez
estabelecido o contato do haustério com a raiz de hospedeiro, células do
tecido provascular do haustorio, formam e circundam os elementos
traqueais do xilema, que desenvolve-se em direcdo ao tecido do
hospedeiro, conectando-se com o enddéfito. Esses elementos traqueais
podem variar em nimero, dependendo do tipo de haustério, da etapa do
desenvolvimento do haustério e da espécie (JOEL; GRESSEL;
MUSSELMAN, 2013). Haustorios mais velhos podem apresentar
diversos elementos traqueais (VISSER; DORR; KOLLMANN, 1984).

Intercalado com o tecido provascular e os elementos traqueais
do haustorio, encontra-se o corpo hialino, o qual estd associado com os
elementos condutores, caracterizado por ter células pequenas, com
estrutura densa e com depdsito extracelular, o qual pode estar
relacionado com polissacarideos (VISSER; DORR; KOLLMANN,
1984). Provavelmente o corpo hialino esta envolvido no metabolismo
dos nutrientes do hospedeiro, no armazenamento transitorio e na
regulacdo do abastecimento para o desenvolvimento do parasita (JOEL;
GRESSEL; MUSSELMAN, 2013). Em algumas plantas parasitas como
Rhamphicarpa fistulosa (Hochst) Benth. (Orobanchaceae), o0s
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haustorios sdo desprovidos do corpo hialino (NEUMANN; SALLE;
WEBER, 1998).

2.3.  ACAFRAO DO CAMPO (Escobedia grandiflora)
2.3.1. Caracteristicas gerais da planta

Escobedia grandiflora (Figura 1) é uma planta nativa do
neotrdpico, conhecida como agafrdo do campo, acafrdo do mato, acafréo
do cerrado, azafran, azafran de raiz (PENNELL, 1931; SILVA et al.,
2010; SOUZA; GIULIETTI, 2009). Distribui-se amplamente desde
América central (México, Costa Rica, Panama) até América do Sul
(Colémbia, Venezuela, Equador, Peru, Brasil, Paraguai e Argentina)
(SOUZA; GIULIETTIL 2009; “Tropicos - Home”, 2017).

No Brasil, as popula¢des naturais da planta parasita podem ser
encontradas nos estados da Bahia, Tocantins, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul. No estado de Santa Catarina elas ocorrem nos
municipios de Bom Jardim da Serra, Cacador, Joacaba, Chapeco,
Curitibanos, Itaidpolis, Lages, Agua Doce e Campo Eré (SOUZA;
GIULIETTI, 2009; “speciesLink Network”, 2017). O agafrdo do campo
desenvolve-se em diferentes tipos de relevo (inclinagdo) e em solos
rochosos, sendo também encontrada em beiras de estradas, em éreas
abertas, em banhados e em locais com alto teor de umidade no solo
(BURGUER; BARRINGER, 2000).

Esta espécie é uma erva ereta ou semi-ereta (Figura 1); com
uma altura variavel, ramos eretos, glabros e cilindricos. Suas folhas sdo
simples, opostas, asperas em ambas as faces, com tricomas concentrados
nas nervuras. As raizes sdo de cor laranja ou amarela brilhante (Figura
1b), responséveis pelo uso como corante alimenticio. A inflorescéncia é
uma flor solitaria (Figura 1c), pedicelo semi-ereto, com bractéolas
opostas, inseridas abaixo do calice. A corola é de cor branca, com
tricomas capitados; o fruto (Figura 1d-e) é uma cépsula elipséide. As
sementes (Figura le, f) tém embrido visivel, células epidérmicas
estreitas, ndo claviformes, lineares (CARDONA; MURIEL, 2015;
ICHASO, 1980; SOUZA; GIULIETTI, 2009).

No estudo de CARDONA; MURIEL (2015), foi determinado
gue E. grandiflora é uma planta hemiparasita obrigatéria. Da planta
foram analisados alguns aspectos do processo germinativo das sementes
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e 0 desenvolvimento de plantas desde rizoma durante 28 semanas, com
tratamentos CH e SH. As sementes de E. grandiflora mostraram uma
germinacdo que oscilou entre 66 % e 85,3%, em condicdes de
temperatura de 25°C, sendo que a luz ndo influenciou o processo
germinativo. Independente do tratamento, as plantas CH e SH exibiram
um crescimento inicial lento, mas o rizoma apresentou reservas
importantes de nutrientes acumulados, que permitiram a sobrevivéncia
da planta até estabelecer-se com o hospedeiro, e obter um parasitismo
bem sucedido. Depois de 28 semanas do desenvolvimento, as diferencas
de crescimento entre tratamentos CH foram maiores comparadas com
plantas SH. As plantas com hospedeiro apresentaram grande ndmero de
haustorios ligados aos hospedeiros e uma maior acumulago de matéria
seca total. Em plantas SH, a acumulacdo de matéria seca foi menor e
apresentou poucos haustorios.

Em relagdo aos hospedeiros, pouco se conhece sobre as
preferéncias que tem E. grandiflora, que permitam uma ligagdo bem
sucedida do haustério com as raizes do hospedeiro. Algumas plantas da
familia Poaceae, como Pennisetum purpureum  Schumach.,
Calamagrostis viridiflavecens (Pior.) Steud., Sporobolus jacquemontii
Kunth. E Andropogon bicornis L. sdo bons hospedeiros para E.
grandiflora, mostrando diversos haustorios ligando-se nas raizes dos
hospedeiros (CARDONA; MURIEL, 2015).

2.3.2.  Importancia de E. grandiflora

As raizes desta planta de pigmentacdo alaranjada foram
amplamente utilizadas durante varios séculos atras, em algumas regides
dos Andes Colombianos, provavelmente, a coloragdo dos alimentos com
as raizes desta planta foi derivada da civilizacdo chibcha na Colémbia
(PENNELL, 1931). Esta é uma das poucas plantas da familia
Orobanchaceae que tem sido usada e valorizada pelas comunidades.

As raizes de E. grandiflora eram comercializadas nos mercado
e consideradas de grande importancia, especialmente na Coldmbia,
Bolivia e Peru, devido ao uso das raizes na culinaria, como corante
natural dos alimentos, na preparacdo de arroz e sopas (MURIEL et al.,
2015; PENNELL, 1931; ULLOA, 2006). Na medicina popular, elas
foram amplamente utilizadas para o tratamento da hepatite (MURIEL et
al., 2015). Além do uso medicinal das raizes, as flores possuem
substancias antibacterianas (BUSSMANN; GLENN; SHARON, 2010).
Essas raizes ainda s8o comercializadas em mercados locais
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Colombianos, usadas principalmente pelas comunidades rurais
(MURIEL et al., 2015). No Brasil, somente ha informagdes do uso das
raizes no estado de Minas Gerais, por ter efeito anorexigeno (inibidor de
apetite) (SILVA et al. 2010). A pigmentacdo laranja das raizes de E.
grandiflora é devido ao um pigmento carotendide conhecido como
azafranina (KUHN, 1935)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a estrutura e a ultraestrutura da semente, da plantula e da
planta jovem de Escobedia grandiflora durante o parasitismo com
Pennisetum purpureum.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever a estrutura e a ultraestrutura da semente e da plantula
de E. grandiflora;

b) Caracterizar estrutural e ultraestruturalmente as plantulas de E.
grandiflora desde o desenvolvimento pds-seminal até o processo inicial
do parasitismo com P. purpureum;

C) Analisar as diferencas anatbmicas entre as plantas de E.
grandiflora com e sem o hospedeiro P. purpureum.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA DE FRUTOS E SEMENTES DE POPULACOES
NATURAIS DE Escobedia grandiflora

A coleta do material vegetal (frutos com sementes) foi realizada
em trés populagfes naturais de E. grandiflora do estado de Santa
Catarina, cujas expedicOes foram baseadas nas informacdes encontradas
na Flora Catarinense (ICHASO; BARROSO, 1970), no levantamento
das espécies de Scrophulariaceae sensu lato nativas do Brasil (SOUZA;
GIULIETTI, 2009), nas exsicatas dos herbarios LUSC (Herbario de
Lages da Universidade do Estado de Santa Catarina) e do SPF (Herbario
da Universidade Federal de Sdo Paulo), no site Redespecies link e nas
informaces dos escritorios municipais da EPAGRI.

Das populagfes encontradas, foram coletadas plantas com
estruturas reprodutivas no final de 2015, as quais que foram depositadas
no herbario FLOR (UFSC, Floriandpolis, SC) sob os nimeros 60996,
61001 e 60997.

Frutos desenvolvidos de E. grandiflora foram coletados no
inicio de 2016 (Figura 2), de modo aleatério e armazenados
individualmente por planta em sacolas de polietileno. Apés coleta, 0s
frutos foram secados a temperatura ambiente, depositados em sacolas
hermeticamente fechadas e armazenadas em geladeira a 5°C, na cole¢édo
de sementes de E. grandiflora do laboratério LFDGV. Quantidades de
500 mg de sementes foram extraidas de cada um dos dez frutos
selecionados aleatoriamente, para cada uma das populagdes acessadas.
Logo apds, as amostras de sementes de cada fruto foram misturadas para
representar a populagdo amostrada e armazenadas para serem usadas nos
ensaios posteriores.

42. ORIGEM DO MATERIAL VEGETAL DO HOSPEDEIRO
Pennisetum purpureum

O hospedeiro selecionado para o ensaio foi o capim elefante
(Pennisetum purpureum) (Figura 2c), devido se constituir em planta
abundante, de facil acesso, facilidade para ser propagada e apresenta
caracteristicas morfoldgicas estaveis, o que permite ser facilmente
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identificada. Ademais, segundo CARDONA; MURIEL, (2015), a planta
¢ uma boa hospedeira de E. grandiflora, porque suas raizes sao
parasitadas com sucesso por um grande ndmero de haustorios do
parasita. Estruturas asexuais da espécie hospedeira foram obtidas das
plantas localizadas no Centro de Ciéncias Agrérias (CCA) (Lat: -
27.3456, Long: -48.3018).

4.3. PREPARO DOS ENSAIOS
4.3.1. Semente e plantula de E. grandiflora

No primeiro ensaio, sementes de E. grandiflora foram semeadas
em Gerbox com papel absorvente umedecido (Figura 2b), em condigdes
de temperatura e fotoperiodo segundo de 25°C e de 12 horas luz,
durante 18 dias até a emergéncia das plantulas, recomendacfes de
CARDONA; MURIEL, (2015). Foram realizadas trés coletas durante a
germinacgdo sensu stricto,com base nas descrigdes feitas por BEWLEY
et al., (2013): aos 6 dias da embebicdo; aos 10 dias; aos 11 dias, durante
a emergéncia da raiz; e aos 18 dias, durante a pds-germinacéo. Para fins
de comparacéao foram fixadas sementes maduras. O material coletado foi
fotografado com microscopio estereoscopico (ME) Olympus SZH10
(Toquio, Japéo), equipado com camera Olympus DP71. Para a analise
das estruturas em microscopia 6ptica (MO) e microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), o material foi fixado em glutaraldeido 2,5%, em
tampdo fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,2, lavadas no mesmo tampéo e,
posteriormente, desidratadas em série crescentede etanol (20, 40, 60, 70°
GL), sendo entdo armazenadas em &lcool ao 70°GL (RUZIN, 1999).
Para a analise em microscopia confocal, as plantulas germinadas de E.
grandiflora foram fixadas em solucdo de paraformaldeido de 2,5% em
tampdo 0,1 M, pH 7,2, lavadas na mesma solugéo tampé&o, e mantidas na
geladeira (4°C) até o uso subsequente.

4.3.2. Etapa inicial do parasitismo

Para caracterizar o desenvolvimento pos-seminal de plantas de
E. grandiflora, em presenca do hospedeiro (CH), e comparar
anatomicamente com aquelas sem a presenca do hospedeiro (SH), foi
implantado um segundo ensaio, em casa de vegetacdo com irrigacdo
constante cada trés horas, constituida por dois tratamentos.

No primeiro tratamento, sementes de E. grandiflora foram
embebidas por cinco dias em Gerbox, em condi¢des de temperatura de
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25°C e fotoperiodo de 12 horas de luz, segundo recomendagdes de
CARDONA; MURIEL (2015). Elas foram semeadas com plantas do
hospedeiro (CH) P. purpureum, plantados 30 dias antes do
estabelecimento do parasita (Figura 2c), em bandejas de polipropileno
com alvéolos de 338 cm® (8x6,5%6,5 cm), contendo substrato composto
por vermiculita e substrato comercial para hortalicas (Tropsustrato ha-
Hortalicas) (1:1).

No segundo tratamento, as sementes de E. grandiflora
embebidas por cinco dias foram semeadas em bandejas sem hospedeiro
(SH), nas mesmas condic¢des do primeiro tratamento (Figura 2d). Para
cada tratamento foram estabelecidas 40 repeticOes, totalizando 80
unidades amostrais.

Nos dois tratamentos, as plantulas (Figura 2d-f) foram coletadas
com cinco repeti¢des, a cada 7 dias durante 64 dias (15, 22, 29, 36, 43,
50, 58 e 64 dias), totalizando 8 coletas. O tempo estimado para a
formacéo inicial dos haustorios é de 24 dias (NEUMANN; SALLE;
WEBER, 1998). O material coletado foi disposto em frascos de 250 ml,
com agua, e submetido ao banho de ultrassom (UltraCleaner 1650,
UNIQUE, Indaiatuba/SP, Brasil) durante 1 hora, para separar as
particulas da rizosfera ligadas a rizoderme, sem danificar a estrutura
radicular parasita-hospedeiro. Para a analise morfoldgica, as plantas
foram fotografadas através de um microscopio estereoscopico Olympus
SZH10 (Téquio, Japdo) equipado com camera Olympus DP71.
Posteriormente, para a analise das estruturas durante o parasitismo em
MO e MEV, amostras do caule, de diferentes regides da raiz do parasita,
dos haustérios e da regido parasita-hospedeiro foram separadas em
fracBes e fixados em glutaraldeido 2,5%, em tampdo fosfato de sddio
0,1 M, em pH 7,2, lavadas no mesmo tampdo e, posteriormente,
desidratadas em série crescente de etanol (20, 40, 60, 70° GL), sendo
armazenadas em alcool ao 70 ° GL (RUZIN, 1999). Para a analise em
microscopia confocal (MC), haustdrios ligados nas raizes do hospedeiro
foram fixados em solucdo de paraformaldeido de 2,5%, em tampéo 0,1
M, pH 7,2, lavados na mesma solugdo tampdo, e mantidos na geladeira
(4 °C) até o uso subsequente.
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44. PREPARO DAS AMOSTRAS PARA CARACTERIZAGAO
ESTRUTURAL E DE ULTRAESTRUTURA

Na caracterizagdo das estruturas mais importantes da planta
(Tabela 1), as amostras foram processadas para realizar as analises com
diferentes tipos de microscopia.

Tabela 1. Estruturas internas e externas da planta parasita E. grandiflora, analisadas
nas microscopias optica (MO), eletrénica (MEV), 6ptica confocal (MC) e eletrdnica
de transmissdo (MET).

Estrutura Microscopia
MO | MEV | MC | MET

Estrutura interna e externa da| @ ()
semente, de sementes embebidas e
da emergéncia da radicula
Estrutura interna da radicula e do | @ 1))
hipocotilo
Estrutura interna dos apicese daraiz | @
primaria e lateral
Estrutura interna da regido proximal | @
da raiz
Estrutura interna do haustério e da | @ 1))
ligacio com o hospedeiro (P.
purpureum)
Gréos de amido D L) D
Organelas celulares do cortex da raiz ()]
principal, como vactolos e plastidios
Estrutura externa da radicula e do () 1))
hipocétilo
Estrutura externa dos apices e da raiz ()]
primaria e lateral
Estrutura externada regido proximal 1))
daraiz
Estrutura externa do haustério e da ()] ()]
ligacio com o hospedeiro (P.
purpureum).
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Estrutura externa dos cotilédones, os (i)
eofilos e as folhas

Estrutura externa dos tricomas da @D
folha

4.4.1. Analise em Microscopia Optica (MO)

O material preservado em dalcool 70°Gl foi desidratado em
séries crescentes de etanol 80, 90 e 96°Gl e infiltradas em
hidroxietilmetacrilato (Leica Historesin, Heidelberg, Alemanha),
conforme GERRITS; SMID, (1983). Secg¢des longitudinais e
transversais de Sum foram efetuadas em micrétomo rotativo RM 2125
(Leica, Nussloch, Alemanha) e distendidas sobre laminas de vidro,
contendo agua, em chapa aquecedora (52°C). Visando observar cada
uma das estruturas, as laminas foram coradas com azul de toluidina
(O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964).

Para visualizar a presenca de substancias pécticas, no haustorio,
e grdos de amido, no caule e na raiz, foram usados 0s reagentes
vermelho de ruténio e lugol, respectivamente, segundo os métodos
descritos por (JOHANSEN, 1940). As imagens foram capturadas em
microscopio (Olympus® BX-40) equipado com uma camera (Olympus
DP71) do Laboratério de Fisiologia de Desenvolvimento e Genética
Vegetal (LFDG- - UFSC).

4.4.2. Analise em Microscopia Electrénica de Varredura
(MEV)

O material preservado em alcool 70°Gl foi desidratado em
séries crescentes etanol 80, 90 e duas vezes 100°Gl. Apbs a
desidratacdo, as amostras foram submetidas a secagem no ponto critico
EM CPDO030 (Leica, Heilderberg Alemanha), conforme a metodologia
de (HORRIDGE; TAMM, 1969). Posteriormente, as amostras foram
aderidas em suportes de aluminio, com ajuda da fita de dupla face e
recobertas com 30nm de ouro paladio em metalizador SCD500 (Leica,
Viena, Austria). Imagens foram capturadas em microscopio eletronico
de varredura Jeol XL30 (Tokio ) do Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica (LCM- -UFSC)
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3.5.3. Anélise em Microscopia Optica Confocal (MC)

O material preservado na solucéo tampéo fosfato foi disposto na
mesma solucdo em laminas com laminulas e selados com esmalte
transparente. De algumas amostras foram feitas sec¢des transversais a
mao livre com navalha. As laminas foram observadas em microscépio
confocal de varredura a Laser DMI600B (Leica TCS SP-5, Alemanha)
no LCME- UFSC. A autoflorescéncia das plantulas e dos haustdrios foi
observada em dois comprimentos de onda de excitacdo: o primeiro com
laser de 488nm (florescéncia em verde) e o segundo com laser UV (405)
(florescéncia em azul), com dois espectros de emissdo 412-501nm e
510-550 nm. Para o processamento das imagens no MC foi usado o
programa LAS-AF Lite (Leica).

3.5.4 Andlise em Microscopia Electronica de transmissdo
(MET)

A raiz principal e os haustorios de E. grandiflora, foram
cortados em  pequenos fragmentos e  fixados  segundo
PUESCHEL(1979), overnighta 4°C em solucdo de glutaraldeido
2,5%,em tampéo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2 e sacarose 0,2 M.O
procedimento seguiu com 5 lavagens da solucdo tamp&o cacodilato de
sodio 0,3 M, pH 7,2, sacarose 0,6 M e H,0, reduzindo a concentracéo
de sacarose em 25% por cada lavagem. Apds, o material foi pds-fixado
em solucdo de tetrdxido de ésmio (2%), com cacodilato de sddio 0,2M,
pH 7,2 (1:1), durante 4 horas em temperatura ambiente. As amostras,
foram lavadas em solucdo tampédo cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2 e
desidratadas em serie crescente de acetona (30, 50, 70, 90, 100°Gl).
Posteriormente, as amostras foram pré-infiltradas em série de acetona e
resina Spurr (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3) e infiltradas em resina (SPURR,
1969). As amostras foram polimerizadas em moldes horizontais com a
resina pura, em estufa a 70°C por 24 h. Sec¢es semifinas, de 700nm de
espessura, foram feitas com navalha de vidro, para selecionar as regides
para serem analisadas. SeccOes ultrafinas, de 60 nm de espessura, foram
feitascom navalha de diamante no ultramicrotdomo Power Tome XL e
contrastadas com acetato de uranila 1% e citrato de chumbo 1%,
conforme (REYNOLDS, 1963). As observacOes € registro de imagens
foram realizadas em Microscopio Eletrbnico de Transmissdo Jeol
JEM1011(Tokio, Japdo) no LCME-UFSC.
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6. RESULTADOS

6.1. IDENTIFICACAO DE POPULACOES NATURAIS DE E.
grandiflora

Nas expedigdes feitas foram identificadas quatro populacfes
naturais de E. grandiflora (Figuras 3-4), localizadas nos campos dos
municipios de Agua Doce (SC) (lat:-26.615733, long:-51.49745;
Altitude: 1234 m), Palmas (PR) (lat:-26.35065, long: -51.51832;
Altitude: 1200 m), Campos Novos (SC) (lat:-27.3069, long:-51.195467;
Altitude: 883) e duas populacbes em Floriandpolis (SC), localizadas no
parque municipal da Lagoinha do Leste (Lat:-27.46079, long: -
48.20643; Altitude: 27 m), (-27.46890, -48.29265; Altitude: 190 m).
Das quatro populagdes trés foram encontradas no interior dos estados de
SC e PR, em éareas abertas de banhados. As plantas localizadas em
Florianépolisestavam em campos abertos e pedregosos. Das quatro
populacdes sd ndo foi feita coleta de sementes e frutos em Palmas, PR,
por ndo apresentar estes no momento da coleta.

Até a execucdo do presente trabalho, havia nos registros
consultados a ocorréncia de E. grandiflora em localidades de 8
municipios do estado de SC (Agua Doce, Bom Jardim da Serra,
Cacador, Chapec6, Campo Eré, Curitibanos, Itaidpolis, Joacaba, Lages).
Assim, com a realizacdo do presente estudo, novos registros de
ocorréncia no estado de Santa Catarina de E. grandiflora foram
adicionados (Figura 4c-d): um no municipio de Campos Novos
(FLOR60996) e dois registros no municipio de Floriandpolis
(FLO61001, FLOR60997).

6.2. SEMENTE, GERMINACAO E PLANTULA DEE.
grandiflora

A partir das observacdes realizadas neste trabalho, foi possivel
descrever as principais caracteristicas das sementes e do processo
germinativo da espécie. Escobedia grandiflora apresentou sementes
cilindricas, alongadas, néo claviformes, com um comprimento de 5mm,
apresentando um estreitamento na base da semente no lugar em que
estava localizado o hilo, que era do tipo circular. Nesta regido ocorreu o
rompimento da semente com o funiculo (Figura 5a). As sementes
estavam compostas pelos tegumentos, perisperma, endosperma e
embrido.
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O tegumento externo, exotesta (Figura 5b) que recobria a
semente, apresentou-se translicido e possibilitou a visibilidade do
embrido (Figura 5c-d). A exotesta estava formada por células alongadas
longitudinalmente, com espessamento nas paredes anticlinais. A parede
celular periclinal externa da exotesta era fina e podia fragmentar-se ou
colapsar facilmente, deixando exposta a ornamentagdo da semente do
tipo reticulada (Figura 5b).

Internamente & exotesta encontrava-se o segundo tegumento, o
endotélio que circundava outras estruturas da semente (perisperma,
endosperma e embrido) (Figura 5e-f). Sob os tegumentos foi encontrado
o perisperma (Figura 5e), com células maiores e conteudo
citoplasmatico denso.

Entre o perisperma e o embrido, foram observados vestigios do
endosperma (Figura 5e-f); em algumas regifes essa camada era
imperceptivel. O embrido que ocupava a parte central da semente
(Figura 5c¢-d, g) estava composto por um eixo hipocotilo-radicula e dois
cotilédones (Figura 5g), sendo o dapice da radicula ainda ndo bem
desenvolvido. Na base do embrido foi observado o suspensor bem
desenvolvido (Figura 5c). No centro do eixo hipocétilo-radicula ja era
distinto o procambio, circundado por meristema fundamental (Figura
5g), quando ainda denotavam-se vestigios do suspensor (Figura 5h).

Com a entrada de agua na semente iniciou-se 0 processo de
germinacdo. Apoés seis dias da embebicdo da semente, o embrido
mostrou-se intumescido (Figura 5d) com procadmbio indicando atividade
por estar bem desenvolvido (Figura 5g).

Aos 10 dias da fase de embebicdo, o eixo hipocétilo-radicula
tornou-se mais longo; a radicula rompeu o endotélio, aproximando-se da
exotesta, e 0s cotilédones encontravam-se mais desenvolvidos, com o
procambio distribuindo-se ao longo do eixo hipocétilo-radicula. Entre os
cotilédones, foram observadas células do apice caulinar, possibilitando
distinguir a protoderme delimitando o promeristema (Figura 5j).

A protrusdo da raiz nas sementes de E. grandiflora comeca aos
11 dias do inicio da embebicdo (Figura 6a-c), finalizando assim a
germinagdo e dando inicio ao crescimento da plantula (pés-germinagéo).

Durante a protrusdo, a raiz rompeu a exotesta, apresentando
uma dilatacdo periférica na regido proximal da raiz adjacente ao colo,
com pelos radiculares em crescimento, que comecaram também a
atravessar a exotesta (Figura 6a-c). Em algumas sementes, a primeira
estrutura a sair da exotesta foi o hipocotilo e a Ultima foi a radicula
(Figura 6d). Apds 4 dias da germinagdo, os cotilédones bem
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desenvolvidos comegaram sair do tegumento (Figura 6e) e a regido
proximal da raiz da plantula continuou aumentando de diametro, sendo
caracterizada principalmente por ter pelos radiculares em crescimento,
contornando o eixo da juncéo radicula-hipocétilo (Figura 6d-f).

Na raiz principal observou-se um 4&pice com coifa pouco
desenvolvida e com elementos vasculares maduros, préximos da regido
do promeristema, que também apresentou pelos radiculares ao longo da
raiz (Figura 6e-detalhe). A ultraestrutura revelou a presenca de tricomas
glandulares capitados na face adaxial dos cotilédones (Figura 6g). No
interior das células dos cotilédones e do apice da raiz, foram
visualizadas células com contetido citoplasmatico denso (Figura 6d).

6.3. PLANTULA E INICIO DO PARASITISMO DE E.
grandiflora

Plantulas de E. grandiflora, aos 15 dias da emergéncia da raiz
(Figuras 2e; 7a), apresentaram cotilédones bem desenvolvidos, sem
formar ainda eofilos. Rapidamente, as plantulas deram inicio a formacéo
de raizes laterais (Figura 7a). Também foi constatada a pigmentacdo de
cor laranja, na regido distal do hipocotilo e nas estruturas da raiz,
inclusive nos apices (Figura 7a).

Na estrutura da planta permaneceu a dilatacdo periférica na
regido proximal da raiz, que apresentou pelos radiculares alongados
(Figura 7a, b). Na estrutura interna, as plantulas apresentaram o
hipocétilo com cilindro central, cortex e epiderme (Figura 7c). O
cilindro central do hipocétilo estava composto por periciclo, formado
por um anel de células, de menor tamanho que as células da endoderme,
e elementos vasculares dispostos de forma similar a raiz, ou seja, com
xilema exarco (diarco) e alterno com o floema.

Ndo foi registrada a presenca de medula. O cortex estava
composto por varias camadas de células de parénquima e um anel de
células da endoderme. A epiderme estava formada por uma camada de
células. Na regido proximal da raiz foi observado alongamento das
células do cortex, principalmente de parénquima e algumas da
endoderme; este alongamento foi visualizado unicamente para um dos
lados da estrutura, quando vista em seccdo transversal (Figura 7d). O
cilindro vascular da regido proximal mostrou estrutura do tipo diarca,
igual ao descrito para o hipocétilo (Figura 7d). Na raiz principal foi
observado um primérdio de raiz lateral, constituido por células com
nicleo visivel e conteddo citoplasmatico denso, correspondendo as
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células do promeristema e iniciais da coifa (Figura 7e). O apice da raiz
principal apresentou uma coifa bem desenvolvida, com elementos
traqueais maduros proximos do promeristema (Figura 7a-detalhe), com
poucas células procambiais entre estes.

Ap6s 22 dias da emergéncia da raiz, ndo foi observado
crescimento da parte aérea da plantula comparativamente a avaliacdo
anterior, continuando com os cotilédones (Figura 8a), sem formar ainda
os eofilos. No sistema radicular foi notorio o aumento do crescimento e
a ramificacdo das raizes. Outro aspecto de destaque foi a pigmentacédo
laranja nas raizes de E. grandiflora (Figura 8a). Na estrutura interna, o
hipocétilo (Figura 8b) e a raiz (Figura 8c) apresentaram graos de amido
em algumas células de parénquima do cértex. O cilindro vascular do
hipocotilo (Figura 8b) continuou com estrutura similar a raiz (Figura
8c), apresentando um eixo de metaxilema interno e protoxilema externo
do tipo diarco, alternos ao floema. O colar de pelos radiculares
favoreceu distinguir a transicdo entre hipocoétilo e raiz primaria (Figura
8d). Na raiz principal (Figura 8c), o cértex apresentou células de
parénquima de didmetro crescente com poucas camadas de células. Foi
observada também, a presenca de grdos de amido dentro das células do
cortex, de maior tamanho e em maior quantidade em relacdo ao
hipocotilo. Neste estadio, foi observada a formacgdo de haustdrios nas
raizes primarias e laterais de E. grandiflora, pois na estrutura externa da
raiz foi constatada uma dilatacdo na superficie (Figura 8e). A face
superior do haustdrio que fazia conexdo com a raiz do hospedeiro,
apresentou uma abertura pela qual as células intrusivas entravam no
tecido do hospedeiro P. purpurem (Figura 8e-detalhe).

Aos 22 dias, alguns dos haustérios formados fixaram-se na raiz
de P. purpureum e o endofito penentrou no cilindro central da raiz do
hospedeiro, provocando uma fragmentacdo do tecido, e invadindo o
xilema com sucesso (Figura 8f, g). Assim, considerou-se, este momento
do desenvolvimento, o inicio do parasitismo.

Apos 43 dias, as plantulas de E. grandiflora desenvolveram as
folhas definitivas (metafilos), passando ao estadio de planta (Figura 9a).
Os cotilédones, os eofilos e os primordios das folhas definitivas
apresentaram tricomas no indumento (Figura 9a, b) em ambas as faces,
adaxial e abaxial. Foram registra dos dois tipos de tricomas, captados e
ndo captados (Figura 9c, d). O tricoma captado caracterizou-se por ter
um &pice sustentado por um pedinculo (Figura 9c-detalhe), e aderido a
epiderme por células basais, 0s quais ja eram visiveis nos cotilédones no
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final da germinagdo das sementes; em algumas regides foi observado
somente as células basais, indicando a perda do tricoma.

O tricoma ndo captado mostrou um &pice pontiagudo (Figura
9c, d), que ndo foi visivel nos cotilédones, ao final da germinacdo, mas
comegaram a aparecer aos 15 dias da protuséao da radicula.

Apo6s 64 dias do desenvolvimento, as plantas de E. grandiflora
ainda mantinham os cotilédones (Figura.10a), mas j& apresentavam até
seis folhas (Figura 2f). Foi observado amplo crescimento do sistema
radicular, cujas raizes eram totalmente pigmentadas de cor laranja,
sendo a coloracdo mais acentuada nas raizes mais velhas. Escobedia
grandiflora exibiu grande nimero de haustorios laterais de diferentes
tamanhos ligados as raizes do hospedeiro P. Purpureum, alguns
localizados perto da regido do colo (Figura 10a, b). Na estrutura interna,
0 caule estava constituido por epiderme, cortex e cilindro central (Figura
10 c). O tecido de revestimento do caule (Figura 10c) e da raiz principal
e lateral (Figura 11d, e) mantiveram-se representados pela epiderme,
sem registro de periderme até os 64 dias. No cilindro central, destacou-
se a presenca do cambio vascular, tanto no caule (Figura 10 c), quanto
na raiz (Figura 10 d). Foram observados indicios do desenvolvimento
das células do cambio vascular que dariam origem aos elementos de
vaso do xilema secundario. A analise histoldgica revelou que os
elementos do xilema e do floema secundérios ainda ndo estavam
desenvolvidos.

No caule e na raiz principal e lateral de E. grandiflora, foi
constatada a presenca de muitos grdos de amido no parénquima
cortical,os quais eram menores no caule (Figura 10f) do que na raiz
principal (Figuras. 10g; 11a). Também foi constatada a pigmentagéo
laranja amarelada no interior dos graos de amido (Figura 10g), o que
poderiaestar relacionado com areas eletrodensas observadas nos
amiloplastos, em microscopia eletronica de transmissdo (Figura 11b-c).
Alguns desses corpos apresentaram-se superpostos tornando-se mais
escuros.

O haustorio, estrutura que possibilita o parasitismo, foi
observado pela primeira vez aos 22 dias ap6s a germinacdo das
sementes. As plantas desenvolveram somente haustorios laterais, que
formavam-se em qualquer regido ao longo da raiz. O haustério maduro
de E. grandiflora, visto externamente, mostrou estar composto por
epiderme com pelos radiculares tubiformes saindo da epiderme, que se
encontravam disseminados principalmente na dilatacdo do haustério,
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aderindo-se na raiz de P. purpureum e ajudando na ligacdo inicial entre
0 parasita e o hospedeiro (Figura 12a).

Seccdes transversais do haustorio (Figura 12b-c, f) revelaram
que, internamente, ele é composto por complexa estrutura histolégica,
apresentando uma regido na base com tecido provascular, elementos
traqueais, corpo hialino e endofito. A base do haustorio é a regido que
conecta o haustério com a raiz do parasita, formado principalmente pelo
cilindro central e algumas camadas de células do cértex e da epiderme
(Figura 12c).

As células de parénquima do cortex apresentaram grdos de
amido (Figura 12 c), que exibiram coloracdo alaranjada em seu interior,
semelhantes aos encontrados na raiz.

O cilindro central estava composto pelo xilema alterno ao
floema, com formacdo inicial de cdmbio vascular, e pelo periciclo, que
mostrou evidéncias de originar tecido provascular em direcdo ao
hospedeiro (Figura 12b, c¢). O tecido provascular (Figura 12c),
perpendicular ao cilindro central, apresentou células vacuolizadas com
nucleo visivel, e abrangendo os elementos traqueais direcionados ao
endofito do parasita. Os elementos traqueais (Figura 12b-c, e)
conectavam-se desde a base do haustdrio até o enddfito do parasita e
mostraram autoflorescéncia de cor verde, indicando presenca de lignina
(Figura 12e). O corpo hialino (Figuras 12b-d, f;13a), localizado na
regido do cortex, estava formado por células de parénquima, com
contetdo denso.

A analise das imagens em microscopia eletrbnica de
transmissdo revelou a presenca de vacuolos, grdos de amido e nucleo
visivel (Figura 13c-d). Estas células parenquimaticas mostraram-se
isodiamétricas e intercaladas por células do tecido provascular que
contornava o0s elementos traqueais (Figura 13a). Nas regibes
intercelulares do corpo hialino e do cértex foi observada a presenca de
compostos pécticos de cor rosa (Figuras 12d; 13a). Também foi
observada acumulacdo de compostos pécticos de rosa escuro nos
elementos traqueais e no apice do haustdrio, regido essa que faz conexédo
com a raiz de P. purpureum. Esses compostos pécticos foram pouco
visiveis na raiz do hospedeiro (Figura 13a). As células invasivas, que
entram no tecido do hospedeiro se conhecem como endéfito do parasita
(Figura 12f).

A formacdo dos haustdrios e o0 subsequente parasitismo de E.
grandiflora,iniciou-se como crescimento e aumento no tamanho das
células corticais, que apresentaram contetdo denso, resultando numa
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dilatagdo da raiz (Figura.14a). Em seguida, ocorreu o inicio da formagéo
de pelos radiculares na periferia do haustorio, crescendo em sentido
acropeto (Figura 14b-c). O processo de invasao no tecido do hospedeiro
comegou com a aproximacao do haustdrio na raiz de P. purpureum, em
qgue os pelos radiculares comecaram se aderir a raiz do hospedeiro
(Figura 14d), até abranger o tecido e fazer contato entre o apice do
haustorio e a raiz do hospedeiro (Figura 14e).

Simultdneamente houve o inicio da formacdo dos elementos
traqueais do haustério, que estavam crescendo em direcdo a raiz do
hospedeiro (Figura 14d-e). Depois que as epidermes das duas espécies
entraram em contato (Figura 14f), a raiz de P. purpureum comegou se
aprofundar no tecido do haustério (Figura 14g). Isto facilitou a entrada
do enddfito do parasita, que apresentou alongamento das células até
atingir o xilema do hospedeiro, dando inicio a absor¢do de nutrientes e
ao parasitismo propriamente dito (Figura 14h-i).

Durante o processo de parasitismo, em haustérios ligados araiz
do hospedeiro, foram observadas diferencas anatdmicas dos haustorios
formados aos 22 dias e 64 dias ap6s a germinagéo. O haustério formado
aos 22 dias (Figura 14h) apresentou as estruturas tipicas do haustério,
mostrou ainda escassos elementos traqueais em direcdo ao hospedeiro e
presencga de tecido provascular, embora estivesse desprovido do corpo
hialino.

Este haustorio foi funcional, em razdo do enddfito ter alcancado
o0 tecido do hospedeiro, ndo obstante esse haustorio ndo se considerou
maduro, devido a auséncia de corpo hialino. Os haustdrios formados aos
64 dias apresentaram todas as estruturas tipicas, incluindo o corpo
hialino totalmente desenvolvido, atravessado por varias sequéncias de
elementos traqueais (Figura 14i).

6.4 PLANTULAS E PLANTAS COM E SEM HOSPEDEIRO

Aos 15 dias, plantulas de E. grandiflora sem hospedeiro (SH)
(Figuras 2d; 15a), apresentaram desenvolvimento semelhante as
plantulas com hospedeiro (CH) (Figura 7). Na estrutura interna, o
hipocétilo exibiu uma estrutura vascular semelhante & raiz. Na regido
proximal da raiz, também ocorreu o alongamento das células do cortex
e, nesta regido, o xilema mostrou-se alterno ao floema, com disposi¢do
do tipo diarca, e havia formacdo de raiz lateral (Figura 15b). A Unica
diferenca observada foi a escassa pigmentacdo das raizes das plantulas
SH (Figura 5a).
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Aos 22 dias, plantulas de E. grandiflora SH ndo mostraram
diferencas em relacdo ao desenvolvimento ocorrido até os 15 dias
(Figura 15c). Plantulas CH apresentaram diferengas em relacdo ao
desenvolvimento entre 15 e 22 dias, consistinto na presenga de gréos de
amido alocados no cortex da raiz e em menor quantidade no caule. Os
elementos traqueais do xilema também apresentaram maior tamanho e
com parede espessada (Figura 8a-c).

Em plantulas SH, aos 22 dias, as raizes exibiram em sua
estrutura interna crescimento das células corticais com contedo denso,
indicando a fase inicial da formacao do haustério (Figura 15d). Plantulas
SH formaram haustorios aos 36 e 43 dias ap6s da germinacéo,
comprovando que E. grandiflora ndo precisou do hospedeiro para
formar haustérios.

Aos 64 dias, plantas de E. grandiflora SH e CH exibiram
desenvolvimento semelhante ao da parte aérea, embora mostrassem
diferencas notérias na estrutura interna da raiz.

Plantas SH apresentaram raizes pigmentadas, longas e
ramificadas, com pouca formacdo de haustorios. Na estrutura interna,
foi observada a formac&o abundante de gréos de amido no cértex da raiz
principal e no interior destes grdos de amido, as imagens também
revelaram a existéncia de pigmentacéo laranja, idéntica a encontrada em
plantas CH (Figura 15f). N&o obstante, as diferencas entre as duas foram
evidentes nas raizes laterais, que estavam desprovidas de grdos de
amido, ou com poucos destes, alocados nas células de parénquima do
cortex das plantas SH (Figura 15g). De forma distinta, as plantulas CH
exibiram abundante quantidade de grdos de amido no cértex da raiz
lateral (Figura 10g). Em geral, tanto na raiz principal quanto na raiz
lateral, o cilindro central de plantas SH apresentou menor
desenvolvimento que em plantas CH, com escassos elementos traqueais
do xilema, e sem formar ainda cAmbio vascular (Figura 15f). Plantas CH
apresentaram um cilindro central maior, com elementos traqueais de
maior tamanho e com células do cambio vascular (Figura 10d).
Haustorios bem desenvolvidos foram registrados nas plantas SH (Figura
15h, i).
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7. DISCUSSAO

7.1 IDENTIFICACAO DE POPULACOES NATURAIS DE E.
grandiflora

Diferencas morfoldgicas e de habitat foram evidentes entre
populagdes encontradas no interior e litoral do estado de Santa Catarina.
As plantas encontradas no interior do estado sdo de tamanho maior,
ocorrendo principalmente em banhados e localizadas acima de 800
metros de altitude. Plantas encontradas no litoral apresentam menor
tamanho e ocorreram em campos abertos e pedregosos, numa altitude de
27-190. Segundo as poucas informagdes existentes da distribuigéo de E.
grandiflora, as plantas se desenvolvem unicamente no interior do pais.
Desta maneira, as plantas localizadas no parque municipal da Lagoinha
do Leste, Florianopolis, constituem o primeiro registro de ocorréncia de
E. grandiflora no litoral Brasileiro, pois ndo foram mencionados
registros nos trabalhos de SOUZA; GIULIETTI, 2009; “speciesLink
Network”, 2017, ICHASO; BARROSO, 1980), que mencionam 0S
locais de ocorréncia da espécie no Brasil.

Das plantas de E. grandiflora coletadas nesta pesquisa foram
observadas algumas diferengas morfoldgicas, em relagdo as plantas
localizadas no Departamento de Antioquia-Colémbia, baseado nos
conhecimentos do autor das popula¢des que ocorrem naturalmente nesse
pais. As principais diferencas foram a distancia dos entrends e aforma
do limbo da folha. As plantas de SC apresentaram entrends proximos,
com folhas ovaladas, diferente das plantas ocorrentes na Colémbia, que
apresentaram entrends distantes, com folhas oval-lanceoladas ou
lanceoladas, mencionado por SOUZA; GIULIETTI (2009), como raras
para as plantas de E. grandiflora que ocorrem naturalmente no Brasil,
gue sdo ovaladas.

7.2.  SEMENTE, GERMINACAO E PLANTULA DE E.
grandiflora

A partir das descricbes foi possivel conhecer as estruturas da
semente e entender como elas influenciam na germinacdo e na
emergéncia da plantula. O termo exotesta foi usado por CORNER
(1976) para descrever o tegumento exterior das sementes da familia
Orobanchaceae; embora, essa estrutura é também chamada de testa
(JOEL et al.2012). A exotesta de E. grandiflora estd formada por
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células alongadas longitudinalmente e funciona como uma estrutura de
protecdo (CORNER, 1976). Caracteristicas visualizadas na superficie da
exotesta e no endotélio das sementes de E. grandiflora foram similares
as observadas pelo JOELet al. (2012), para as sementes da planta
parasita Phelipanche aegyptiaca (Orobanchaceae).

A epiderme externa mostrou uma parede celular que pode
quebrar-se com facilidade; o endotélio consistiuem um tecido que
revesti ao perisperma e no inicio da embebicdo, teve a capacidade de
absorver agua para o interior dos tecidos revestidos. O perisperma
encontrado nas sementes de E. grandiflora, foi também observado em
outras sementes da familia Orobanchaceae, como nas sementes do
género Striga (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013). De modo
geral, referem os autores, o perisperma é particularmente visivel nas
sementes de plantas obrigatorias, as células do perisperma exibem
numerosos corpos de dleo e de proteinas com conteldo citoplasmatico
denso, que indica alta atividade metabdlica. O perisperma, acrescentam
0s autores, fornece nutrientes ao desenvolvimento do embrido, e as
células do perisperma permanecem ativas durante o processo de
germinacdo, o restante perde-se durante esse processo.

Conforme JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN (2013), a
presenga do endosperma e do perisperma, varia com 0 género de
Orobanchaceae. Em algumas hemiparasitas facultativas o endosperma é
abundante, como em Phelipanche; que diferem de algumas plantas
parasitas obrigat6rias que, por sua vez, ttm o0 endosperma pouco
desenvolvido, ou com vestigios dele. Foi visualizado nas sementes de E.
grandiflora, que sdo nao endospérmicas.

Foram também visualizadas reservas na semente de E.
grandiflora concentradas nos cotilédones e em parte do hipocoétilo, em
concordancia com o observado em plantas de Cistanche
(Orobanchaceae) por QING-LIANG et al. (2011). Estas reservas podem
diminuir em ndmero com a emergéncia da radicula e o posterior
alongamento da raiz, evidenciando a importancia da existéncia do
perisperma e dos cotilédones no fornecimento de nutrientes durante a
germinagdo das sementes e no crescimento inicial da raiz (BEWLEY et
al., 2013; JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013; QING-LIANG et
al., 2011).

Os nutrientes armazenados nas sementes de algumas plantas sdo
limitados e devem suportar o crescimento inicial da plantula (BEWLEY
et al., 2013), porém, para sobreviver depois da germinacdo, as plantulas
precisam desenvolver a raiz rapidamente, para encontrar as raizes de um
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hospedeiro apropriado e comegar o parasitismo (HEIDE-JORGENSEN,
2008).

No presente estudo foi verificado que sementes de E.
grandiflora ndo foram dependentes do hospedeiro para a germinagao.
Resultados semelhantes foram obtidos para E. grandiflora (CARDONA,
E.; MURIEL, 2015) e em Rhamphicarpa fistulosa (Orobanchaceae)
(OUEDRAOGO et al., 1999). O resultado para E. grandiflora difere de
outras parasitas obrigatorias da mesma familia, como Alectra, Striga,
Orobanche, Cistanche e Phelipanche que precisam de estimulantes da
germinagdo, assim, sem a presenca das raizes do hospedeiro ndo ocorre
a germinacdo (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013). Este
comportamento pode ser positivo para a sobrevivéncia das plantulas,
devido ao fato de que as sementes s6 vao comecgar a germinacdo na
presencga do hospedeiro, aumentando a probabilidade da raiz do parasita
de entrar em contato com a raiz do hospedeiro, devido ao fato de que as
reservas nutricionais na semente podem ser limitadas (HEIDE-
JORGENSEN, 2008). Tal comportamento mostrou-se diferente nas
sementes de E. grandiflora, tornando-se assim mais vulneraveis, porque
ndo ha garantia da presenca de raizes do hospedeiro no momento da
emergéncia da raiz.

O estagio de plantula é uma etapa critica dentro do ciclo de vida
das plantas parasitas, assim como a ligacéo inicial ao hospedeiro que
comega nessa etapa; consequentemente, precisam absorver nutrientes
para sobreviver, tornando-se mais critico em sementes pequenas com
menor quantidade de reservas de substancias nutritivas (PRESS, 1995),
como nas observacdes feitas em E. grandiflora.

A regido com pelos radiculares observadas em pléntulas de E.
grandiflora também foi encontrada nas plantulas de Rhamphicarpa
fistulosa (Orobanchaceae) (NEUMANN; SALLE; WEBER, 1998;
OUEDRAOGO et al.,, 1999). Os pelos radiculares sio extensdes
tubulares da epiderme que tém a funcdo de captar 4gua e ions moveis
(PETERSON; FARQUHAR, 1996). BEWLEY et al. (2013) mencionam
a importancia destes pelos radiculares na estabilizacdo da plantula no
substrato. A presenca destes pelos na regido proximal e préximo ao
apice nas raizes de E. grandiflora parecem cumprir a funcéo de absorver
agua e nutrientes, numa etapa critica para a sobrevivéncia da plantula,
que ainda ndo fez conexddo com a raiz do hospedeiro, embora
CARDONA; MURIEL (2015) enfatizem que a espécie depende dos
hospedeiros para sobreviver.
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Depois da emergéncia foi observado na raiz principal de E.
grandiflora uma coifa pouco desenvolvida, caracteristicas também
referidas para as raizes de Striga e Alectra, nas primeiras etapas do
desenvolvimento (OKONKWO; RAGHAVAN, 1982). No presente
estudo, a raiz principal da plantula apresentou elementos vasculares
maduros proximos da regido do promeristema. Esta condicdo estd em
conformidade com a descrigdo de (ESAU, 1959), pois elementos
vasculares desenvolvidos precocemente sdo caracteristicos de raizes de
crescimento lento. Em plantulas de Alectra vogelii e Striga gesnerioides,
os elementos vasculares maduros da raiz principal estavam longe da
regido do promeristema (OKONKWO; RAGHAVAN, 1982), porém,
cabe ressaltar que estas plantas geralmente  apresentam
crescimentorapido (DORR, 1997).

7.3. PLANTULA E INICIO DO PARASITISMO DE E.
grandiflora

Em geral o desenvolvimento das plantulas de E. grandiflora foi
lento quando comparado com plantulas de outros géneros da familia
Orobanchaceae, tal como em Rhamphicarpa a qual formou estruturas
reprodutivas aos 136 dias depois da germinacdo, ou em plantulas de
Striga que com 14 dias apresentavam um crescimento da parte aérea de
aproximadamente 6 cm (DORR, 1997; OUEDRAOGO et al., 1999).
Esse desenvolvimento em E. grandiflora ndo foi atingido aos 64 dias da
germinagdo e nenhuma das plantas formou estruturas reprodutivas no
periodo analisado.

As diferencas internas e externas do sistema radicular, nas
plantas de E. grandiflora aos 15, 22 e 64 dias apds da germinacéo,
demonstram que as plantulas precisam desenvolver rapidamente o
sistema radicular, concentrando nas células do cortex da raiz e do
haustdrio, substancias de reserva em forma de gréos de amido.

Os grédos de amido foram mais visiveis a partir dos 22 dias ap6s
a germinacdo, podendo ser necessarios para promover o crescimento do
sistema radicular, favorecendo a aproximacdo com as raizes de P.
purpureume, subsequente, o contato. Ademais no hipocétilo essas
substancias de reserva foram escassas, sendo observadas em poucas
células do cortex.

Passados 64 dias, as diferencas foram mais notorias, com gréos
de amido menores no caule, maiores e abundantes na raiz, evidenciando
a importancia que tem a acumulagdo de grdos de amido para as raizes
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nas primeiras etapas do desenvolvimento de E. grandiflora. Estas
caracteristicas foram acompanhadas por um aumento no crescimento do
sistema radicular, resultando em plantas com pouco crescimento da
parte aérea e com raizes longas; o que foi também relatado por
OKONKWO; RAGHAVAN (1982) para Alectra vogelii e Striga
gesneroides. Porém, é provavel que para a sobrevivéncia, E. grandiflora
direciona todos 0s recursos necessarios para 0 crescimento das raizes e
para a formacdo dos haustdrios e esta estratégia pode promover um
rapido contato com a raiz do hospedeiro, como também referido por
HEIDE-JORGENSEN (2008) e OKONKWO; RAGHAVAN (1982).
Um aspecto importante do armazenamento dessas substancias de reserva
nos haustorios e na raiz é que ela possibilita a futura floracdo e producédo
de sementes, mesmo se nas etapas finais do crescimento o hospedeiro
morrer (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013), tornando-se assim,
uma estratégia de sobrevivéncia da espécie.

No interior dos grdos de amido das células corticais da raiz e
dos haustérios, foi visualizada uma pigmentacdo alaranjada, similar a
observada no exterior das raizes, e possivelmente relacionada com
ocarotendide azafranina que de acordo com (KUHN, 1935), é abundante
nas raizes. Em raizes de plantas aos 64 dias ap6s a germinacéo, foram
observadas no interior dos grdos de amido areas electrodensas, que
conforme EVERT (2006) e THOMSON; WHATLEY (1980), sédo
pigmentos carotendides organizados em forma de cristais, comumente
chamados corpos de pigmentos. Este fato indica que a formacdo de
pigmentos carotendides de E. grandiflora poderia ocorrer dentro dos
amiloplastos. Em geral, os caroten6ides sdo acumulados em
cromoplastos, que sdo plastidios sem clorofila e que proporcionam a cor
vermelha, amarela e laranja de muitas flores, folhas velhas, frutas e
algumas raizes (THOMSON; WHATLEY, 1980). Esses cromoplastos
podem ser formados a partir de outros plastidios, comoproplastidios,
amiloplastos ou cloroplastos maduros (THOMSON; WHATLEY, 1980;
WHATLEY, 1978). Esses plastidios também podem passar de
amiloplastos para cromoplastos, embora o plastidio também pode ter as
duas funcbes de conter amido e carotendides, desenvolvendo-se nas
etapas posteriores como amilocromoplasto (HORNER et al., 2007).

Assim, as areas electrodensas podem explicar porque nos gréos
de amido slo visiveis pigmentos laranja, e porque uma leve
pigmentacdo externa das raizes poderia estar relacionada aos poucos
grdos de amido formados no interior da raiz de E. grandiflora. O mesmo
resultado acima descrito, ou seja, pouca pigmentacdo nas raizes de E.
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grandiflora, foi observado anteriormente por CARDONA; MURIEL
(2015). Apesar de observar pigmentacdo no exterior das raizes de
plantas aos 22 dias, no interior dos gréos de amido esta pigmentacdo ndo
foi visivel. Isto poderia ser decorrente da metodologia utilizada, porque
esses pigmentos, ainda em pequenas quantidades, podem ter sido
lavados do tecido no processo de preparacdo (fixagdo e desidratacdo)
das amostras para serem observadas nas diferentes microscopias.

As funcbes do carotendide nas raizes da planta parasita E.
grandiflora sdo desconhecidas. Ndo obstante, o papel dos carotendides
em algumas estruturas da planta expostas ao sol, como folhas, frutos e
flores, é proteger os tecidos do estresse provocados pela luz e o calor.
Em folhas, os carotendides reduzem a necrose e também a peroxidagdo
dos lipidios e esta protecdo poderia ser atribuida pela prevencao do dano
das membranas & oxidacdo (DALL’OSTO et al., 2007; DAVISON;
HUNTER; HORTON, 2002; HAVAUX, 1998). Em geral, o0s
carotendides tém papel importante como antioxidante preventivo
(HAVAUX, 1998; JALEEL et al. 2009).

Alguns tecidos das plantas, que ndo se encontram expostos ao
sol, apresentam carotendides de forma abundante, como é o caso das
raizes de E. grandiflora. Nas raizes, os carotendides poderiam estar
relacionados ao aumento da tolerancia da planta ao estresse hidrico
(JALEEL et al., 2009). Isto poderia explicar porque E. grandiflora tem
um ampla capacidade para se adaptar em diferentes locais, nos
banhados, comum para as populagbes encontradas em Agua Doce e
Campos Novos que ocorrem no interior do estado de Santa Catarina
(SOUZA; GIULIETTI, 20009).

Em relagdo a parte aérea, com o desenvolvimento dos
primérdios de folhas definitivas, aos 43 dias da germinacdo, foi
finalizado o estadio de plantula, dando inicio ao crescimento da planta.
O termo plantula é entendido como a fase que abrange a germinagéo
consumada da semente até a formagdo das primeiras folhas (SOUZA,
2003). Em cada uma das estruturas da parte aérea foram observados dois
tipos de tricomas, captados e ndo captados. Conforme SOUZA,
GIULIETTI (2009), em plantas mais velhas de E. grandiflora esses
tricomas concentram-se nas nervuras das folhas e sdo do tipo hispido-
escabras. Os tricomas captados, que foram visiveis no final da
germinacdo das sementes, apresentaram caracteristicas morfoldgicas
similares aos tricomas da planta parasita Orobanche ramosa
(Orobanchaceae). Esses tricomas apresentaram tanto nas glandulas
guanto na secre¢do, compostos quimicos do grupo dos terpenos e dos
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flavonoides, sendo que as secrecdes sdo acumuladas no espaco
subcuticular da parte superior do apice da glandula (SACCHETTI et al.,
2003). Tais caracteristicas sao diferentes dos tricomas ndo capitados, ja
gue estes ndo apresentaram glandula e somente foram visiveis apés 15
dias da germinacdo. Na classificacdo de tricomas feita por HALLAHAN
(2000), os tricomas ndo captados de E. grandiflora séo unicelulares e
ndo apresentam ramificacdes.No presente estudo, os tricomas foram
observados apenas em vistas frontais da superficie foliar, em
microscopia eletrbnica de varredura, ndo sendo possivel confirmar se
eram uni ou pluricelulares, porém néo apresentavam ramificacdes.

A formagdo dos haustdrios de E. grandiflora foi evidente desde
0s 22 dias da germinagdo, apresentando amplo nimero de haustérios
laterais na raiz principal, na regido proximal e nas raizes laterais.
Resultados similares a estes também foram observados em plantas da
mesma espécie a partir de rizomas (CARDONA; MURIEL, 2015). As
plantas parasitas da familia Orobanchaceae formam haustdrios laterais
unicamente quando a plantula estiver bem desenvolvida, com a
emergéncia da raiz e dos cotilédones (WEBER, 1987).

No caso de E. grandiflora, foram visiveis cotilédones,
hipocotilo, raiz principal, raizes laterais e haustérios entre os 15 e 22
dias ap6s a germinagdo. De modo geral, 0 nimero de haustérios laterais
gue a planta pode formar, depende das qualidades do solo, da
proximidade e da quantidade de raizes do hospedeiro presente na
rizosfera (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN, 2013; KUWUT, 1977;
SALONEN; PUUSTINEN, 1996). Ndo foram observados haustorios
terminais nas raizes de E. grandiflora, que é uma caracteristica das
plantas holoparasitas e de algumas hemiparasitas obrigat6rias, como
Orobanche e Striga. Esse tipo de haustério é formado no apice da raiz
principal, depois da emergéncia da raiz, na etapa final da germinagéo
(WESTWOOD et al., 2010).

O inicio da formag&do dos haustérios de E. grandiflora ocorreu
com uma dilatacdo no cértex da raiz. Esta dilatacdo foi descrita, por
JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN (2013), como um alongamento no
interior das células corticais, que se expande depois para as outras
camadas das células, com contelido citoplasmético denso. No entanto,
esses autores observaram que esta dilatacdo ndo precisou ser tdo visivel,
nem foi necesséria a formacdo de haustérios maduros para comegar a
ligacdo da planta parasita na raiz do hospedeiro. Isto foi observado
claramente nos haustorios de E. grandiflora.
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O fato mais importante para a ligacdo foi a proximidade entre as
raizes do parasita e do hospedeiro. Na periferia do tecido, paralelo ao
aumento da dilatacdo, foram observados pelos radiculares de diversos
tamanhos, sendo bem importantes na fixag&o inicial.

Segundo HEIDE-JORGENSEN; KUNT (1993) e BAIRD;
RIOPEL (1983),a emissdo de pelos radiculares é um dos eventos
estruturais iniciais no desenvolvimento do haustério, sendo uma das
caracteristicas mais visiveis dos haustérios de muitas espécies de
Orobanchaceae.

Os pelos radiculares no haustério ajudam primeiro a capturar a
raiz do hospedeiro, abrangendo-a densamente e assegurando o contato
entre as epidermes das duas plantas, e, assim, facilitando a entrada do
endofito do parasita no tecido do hospedeiro (CUI et al., 2015). Para
atingir esse objetivo com sucesso, algumas plantas parasitas de
Orobanchaceae, taiscomo Agalinis e Triphysaria secretam na superficie
dos pelos radiculares do haustdrio substancias para melhorar a aderéncia
dos pelos na raiz do hospedeiro (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN,
2013). Em Agalinis, os pelos radiculares estdo cobertos por papilas,
revestidas por substancias classificadas como hemiceluloses (BAIRD;
RIOPEL, 1983). Em Triphysaria, os pelos secretam um material péctico
semelhante a mucilagem (HEIDE-JORGENSEN; KUWJT, J, 1995).

Nospelos radiculares de E. grandiflora ndo foram observadas
papilas, nem foi possivel observar a presenca das secrecBes nos
mesmos. Porém a anélise histoldgica revelou a presenga de compostos
pécticos no haustério, apresentando-se em maior concentracdo nos
elementos traqueais e na interface entre as epidermes do parasita e do
hospedeiro, proximo aos pelos radiculares. Este fato indica que esses
compostos pécticos poderiam estar sendo secretados também nos pelos
radiculares, uma vez que sdo uma extensdo da epiderme. Haustorios
com pelos radiculares, encontram-se presentes em plantas dos géneros
da familia Orobanchaceae, tais como Agalinis, Aureolaria, Buchnera,
Phtheirospermum e Striga. Contudo, haustorios das plantas parasitas
Lesquereuxia, Orobanche e Pelipanchendo apresentam pelos radiculares
(CUl et al., 2015; WEBER, 1987).

Logo depois que os pelos radiculares do haustério de E.
grandiflora facilitaram o contato entre as duas epidermes, o haustorio
comecou a invasdo, permitindo que o enddfito do parasita atingisse
tecido vascular do hospedeiro, o que foi bem sucedido tanto para
haustorios novos como os maduros. Durante o processo de invasdo do
haustorio nas raizes do hospedeiro, duas estratégias para entrar no tecido
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podem ser desenvolvidas e utilizadas (DORR, 1997). No entanto, em E.
grandiflora somente foi evidente uma delas. A primeira foi por pressao
mecanica no processo de ligacdo, exercida em parte, pelos pelos
radiculares, e pelas progressivas divisfes periclinais e anticlinais das
células do éapice do haustorio, que recobrem a raiz do hospedeiro
(HEIDE-JORGENSEN; KUWJT, 1995; HOOD et al., 1998).Segundo
JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN (2013) a pressdo mecanica exercida
pelo haustério no tecido do hospedeiro poderia afastar o haustério do
tecido pela prépria pressao gerada.

Porém, como estratégia para manter-se fixado no tecido, as
células do haustorio secretam substancias aderentes, tais como pectinas
na interface parasita-hospedeiro (LOSNER-GOSHEN et al., 1998;
NEUMANN,. et al., 1999; PEREZ-DE-LUQUE et al., 2006). Essas
substancias pécticas foram observadas no haustério de E. grandiflora de
cor rosa escuro, concentradas principalmente na interface parasita-
hospedeiro. Resultados similares em Orobanche foram descritos por
PEREZ-DE-LUQUE et al. (2006), indicando forte presenca de pectinas
na interface, que cumprem a funcdo de melhorar a ligagdo.
Crescimentos anticlinais de células alongadas da epiderme do haustério
com o hospedeiro constituem a interface parasita-hospedeiro (HEIDE-
JORGENSEN; KUIJT, 1993). As andlises histolégicas realizadas no
presente estudo mostraram que no haustério essas substancias foram
abundantese observadas nas regides intercelulares do corpo hialino, as
quais reagiram mostrando coloracdo rosa-claro. N&o obstante, foi
observado por VISSER; DORR; KOLLMANN (1984), em Alectra, que
0 depdsito celular, que é secretado nas células do corpo hialino, poderia
estar relacionado com elementos polissacarideos.

Na raiz do hospedeiro P. Purpurem, utilizado neste trabalho,
foram observadas subtancias pécticas em pouca densidade. Conforme
PEREZ-DE-LUQUE et al.(2006), as células da raiz de Pisum sativum
gue ndo estavam em contato com o haustorio de Orobanche indicaram
auséncia de pectinas. A presenca de pectina nas raizes de Pisum sativum
somente foi visivel quando estava ligado ao haustério de Orobanche.

A segunda estratégia de invasdo € a secre¢do de enzimas para
degradar o tecido do hospedeiro, facilitando a entrada do endéfito no
parasita (CHANG; LYNN, 1986; NEUMANN.; SALLE; WEBER,,
1998). Exemplo disso: em Orobanche (Orobanchaceae), sobre as células
do enddfito do haustdrio foi reportado a presenca da enzima pectina-
metil-esterase, que tem a funcdo de degradar tecidos do hospedeiro
(LOSNER-GOSHEN et al., 1998). A combinacdo da pressdo mecanica
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coma atividade enzimatica permite a entrada do enddfito e pode ser
evidenciada na compressdo e alteracdo das células do hospedeiro na
interface parasita-hospedeiro (HEIDE-JORGENSEN; KUWNT, 1993;
LOSNER-GOSHEN et al., 1998; NEUMANN; SALLE; WEBER,
1998).No presente estudo, essas alteragdes também foram visualizadas
nas células da raiz de P. purpureum ligada no haustério de E.
grandiflora. No entanto, ndo foi investigado se E. grandiflora produz
este tipo de enzimas para degradar o tecido do hospedeiro.

Nos elementos traqueais do haustorio que estavam crescendo
em diregdo ao hospedeiro (Figura 13a), foi visualizada a presenca de
substancias pécticas no espessamento da parede, diferente dos elementos
traqueais do cilindro central da raiz, que ndo exibiram essas substancias
no espessamento (Figura 13a-detalhe). A formacdo destes elementos
pode estar relacionadacom aontogenia de cada tecido.

Enquanto os elementos traqueais do cilindro central s&o
originados nas células do procambio (EVERT, 2006), os elementos do
haustério sdo originados a partir de tecido provascular, que é formado
no periciclo (NEUMANN; SALLE; WEBER, 1998), o qual envolve os
elementos traqueais. Cada elemento consiste de uma linha de elementos
de xilema ininterruptos (HEIDE-JORGENSEN; KUIJT, 1995). Existem
diferencas na composicao quimica das paredes dos elementos traqueais,
mas nao foi investigado se as substancias pécticas que se encontram nos
elementos traqueais do haustério, tém alguma relacdo com as pectinas
secretadas na interface parasita-hospedeiro.

Depois de desenvolver uma continuidade vascular entre o
hospedeiro e o haustério do parasita (JOEL; GRESSEL,;
MUSSELMAN, 2013), o enddfito comeca a absorveragua e nutrientes,
gue sdo transportados pelos elementos traqueais até a base do haustério,
gue se conectacom os elementos traqueais do cilindro central na raiz do
parasita. A base do haustorio estd implicada na regulacdo da
continuidade fisiologica com a raiz (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN,
2013).

7.4. PLANTULAS E PLANTAS COM E SEM HOSPEDEIRO

Na primeira etapa do desenvolvimento, aos 15 dias, as plantas
de E. grandiflora SH e CH ndo apresentaram diferencas no crescimento,
porque nessa etapa ndo havia comecado o0 parasitismo e
provavelmenteas plantulas sobreviveram das reserva restantes na
semente e da prépria absorcdo de nutrientes pelos pelos radiculares. As
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diferengas estruturais entre as plantas dos dois tratamentos, como
aumento do namero de graos de amido nas células corticais, aumento no
tamanho do cilindro central, maior pigmentacao das raizes e quantidade
de haustorios, foram observados durante o parasitismo, que comegou no
dia 22.

Os resultados mostraram que o desenvolvimento é maior depois
do comecgo do parasitismo, devido ao fato de que plantas parasitas tém
uma capacidade limitada de absorver nutrientes pelas suas raizes;
porém, atingem um menor desenvolvimento (SEEL; PARSONS;
PRESS, 1993). Em plantas SH, a formagdo dos haustdrios e 0 aumento
na pigmentacdo das raizes foram observados depois dos 36 dias e o
aumento no nimero de graos de amido foi observado aos 64 dias apds a
germinacdo.

Plantas SH desenvolvem um cilindro central de menor tamanho
devido ao reduzido acesso da agua (PHOENIX; PRESS, 2005), o que
pode explicar, porque as plantas de E. grandiflora SH, no presente
estudo, formaram elementos traqueais de menor tamanho, em todas as
etapas do desenvolvimento, comparados com plantas CH. As plantas
CH apresentaram cilindro central maior, 0 que poderia indicar maior
capacidade para absorver agua e nutrientes pela ligacdo parasita-
hospedeiro, tornando importante o xilema do hospedeiro como principal
fonte de &gua do parasita (PHOENIX; PRESS, 2005; SEEL;
PARSONS; PRESS, 1993).

Em geral, plantas hemiparasitas que se encontram em auséncia
de um hospedeiro, apresentam crescimento lento, tanto da parte aérea
guanto do sistema radicular devido a dificuldade para absorver agua
(CARDONA; MURIEL, 2015; PHOENIX; PRESS, 2005; SEEL;
PARSONS; PRESS, 1993; SVENSSON; CARLSSON, 2004).No
presente estudo, o sistema radicular de E. grandiflora SH apresentou um
crescimento vertical, diferente das plantas CH, o que pode estar
relacionado a resposta quimiotrépica das raizes do parasita estimulada
pelas raizes do hospedeiro (JOEL; GRESSEL; MUSSELMAN,
2013).No entanto, as plantas SH podem permanecer vivas depois de sete
meses, desenvolvendo o sistema radicular, mas essas plantas nédo
atingem a etapa reprodutiva (CARDONA; MURIEL, 2015).

Por outro lado, E. grandiflora ndo necessitou de um hospedeiro
para formar haustérios. N&o obstante, a formagdo foi tardia, se
comparada com os haustérios formados em plantas CH, os quais foram
produzidos de forma antecipada e em maior abundancia. Resultados
similares em plantas de E. grandiflora multiplicadas desde rizomas,
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foram encontrados por CARDONA; MURIEL (2015). No presente
estudo, plantas SH formaram haustérios em menor quantidade, se
comparadas com plantas CH. Uma explicacdo que elucide as razGes da
formacgdo antecipada e abundante de haustérios em plantas CH pode
estar relacionada aos estimulos quimicos produzidos nos exsudatos das
raizes do hospedeiro, que induzem a formacdo de haustorios
(WESTWOOD, et al., 2010).

Algumas das moléculas relacionadas como fatores da indugéo
de haustorios sdo os compostos flavondides, tais como a xenognosina, a
peonidina e a benzoquinona dimethoxybenzoquinona (2,6 DMBQ), que
induzem a formagdo de haustérios nas plantas Agalinis e Triphysaria
(ALBRECHT; YODER; PHILLIPS, 1999; LYNN et al., 1981). Porém,
apesar de que E. grandiflora ndo precisar de um hospedeiro para formar
haustorios, os fatores que se encontraram nas raizes de P. purpureum
poderiam induzir uma répida formagdo de haustérios, o que foi
constatado no tratamento de plantas CH. Nas raizes de Pennisetum
orientale foram encontrados compostos fendlicos (KAYANI et al.,
2007), no entanto, se desconhece o efeito desses compostos na formagéo
de haustérios em plantas parasitas. No extrato das raizes de sorgo
(Sorghum bicolor) foi encontrado o composto 2,6 DMQ como fator de
indugdo nos haustorios de Striga (CHANG; LYNN, 1986). O tipo de
compostos nos exsudatos da raiz de P. purpureum e o efeito desses
compostos sobre a inducdo dos haustérios nas raizes de E. grandiflora
sdo desconhecidos.



63

8. CONCLUSOES

Novos registros de E. grandiflora foram encontrados no estado
de Santa Catarina, um no interior e outro no litoral do estado. As plantas
localizadas no litoral constituem o primeiro registro de E. grandiflora
em todo o litoral Brasileiro.

Os avancos encontrados no presente estudo contribuem ao
entendimento substancial da primeira etapa inicial do parasitismo,
permitindo conhecer os pontos principais da morfologia da germinagédo
das sementes, do desenvolvimento das plantulasde E. grandiflora e da
formacdo de hautorios bem como da acumulagdo de reservas
nutricionais na raiz.

As sementes de E. grandiflora sdo ndo endospérmicas,
apresentam reservas nutricionais armazenadas no perisperma e em
maior quantidade nos cotilédones, vitais para o desenvolvimento do
embrido, posterior emergéncia da raize rapido desenvolvimento inicial
da raiz.

Uma das estratégias de sobrevivéncia das plantulas de E.
grandiflora, pode ser o alongamento das células corticais e a formagéo
de pelos radiculares na regido proximal da raiz, desenvolvidas desde o
inicio da emergéncia da radicula. Os pelos estabilizam a plantula no
substrato e tém a fungdo de absorver &gua numa etapa critica para a
plantula, quando esta ainda ndo fez conexao com a raiz do hospedeiro.

A partir da emergéncia da raiz de E. grandiflora, as plantulas
associadas com o hospedeiro P. purpureum, necessitaram de 22 dias
para formar haustorios funcionais e parasitar a raiz de P. purpureum.
Escobedia grandiflora exibe lento crescimento das plantulas, concentra
todas as reservas nutricionais para desenvolver o sistema radicular e
aproximar-se nas raizes do hospedeiro, formar haustérios, entrar no
tecido e absorver &gua e nutrientes do hospedeiro, para iniciar o
parasitismo. Estas caracteristicas refletem-se no aumento das reservas
nutricionais do sistema radicular, em forma de grdos de amido
armazenados nas células corticais, que serdo usadas para a formagdo de
haustorios, do caule, das folhas e, por consequéncia, possibilitar futuras
estruturas reprodutivas.
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Os pelos radiculares dos haustérios de E. grandiflora sédo
estruturas fundamentais no inicio do parasitismo uma vez que
estabelecem uma aproximacgéo com a raiz de P. purpureum; abrangem o
tecido e fazem pressdo mecanica para permitir a entrada do haustorio no
tecido do hospedeiro.

Sugere-se que as areas electrodensas encontradas no interior dos
grdos de amido, estdo relacionadas com a pigmentacao alaranjada nas
raizes de E. grandiflora. Também, que esses pigmentos associados aos
carotendides poderiam formar-se nos amiloplastos corticais.

Os compostos pécticos desempenham um papel importante na
estrutura do haustorio de E. grandiflora. Eles sdo abundantes e ocorrem
principalmente na interface das duas epidermes, melhorando a fixacéo
do haustdrio nas raizes do hospedeiro pelas propriedades aderentes
destes compostos. Estes compostos poderiam ser armazenados nas
regibes intercelulares do corpo hialino, que sdo estruturas de
armazenamento transitério.

Plantas sem hospedeiro, aos 64 dias da emergéncia da raiz,
atingiram um desenvolvimento similar ao de plantas com hospedeiro,
provavelmente pela capacidade para absorver alguns nutrientes pelos
pelos radiculares.

Apesar de E. grandiflora ndo ser dependente da raiz do
hospedeiro para desenvolver haustorios, a presenca do hospedeiro
promove a sua rdpida formacgdo, indicando que esses compostos
encontrados na raiz do hospedeiro, induzem a formacao de haustorios e
poderiam aumentar o desenvolvimento da planta.
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9. PERSPECTIVAS DO FUTURO

Estudos elaborados que confirmem a classificacdo taxondmica
das plantas do interior e do litoral catarinense sdo necessarios. Da
mesma maneira, € oportuno comparar similaridades e diferencas,
visando comprovar de forma inequivoca se as plantas das populacGes
encontradas neste trabalho no estado de Santa Catarina pertencem a
mesma espécie ou ndo, daquela descrita na Colémbia.

Para o processo de embebicdo, as sementes precisam da entrada
de &gua no embrido, desta maneira a agua precisa passar por cada um
dos tecidos da planta, processo que ndo estd bem descrito para as
sementes de E. grandiflora, e que deve ser mais aprofundado.

Para verificar o efeito da acumulacio dessas reservas nutritivas
na raiz, durante o parasitismo de plantulas de E. grandiflora, sdo
necessarios estudos que quantifiquem essas reservas nas diferentes
etapas do desenvolvimento, para serem comparados com 0s resultados
deste estudo da estrutura e da ultraestrutura dos gréos de amido.

Dos pigmentos encontrados dentro dos grdos de amido, s&o
necessarios estudos para esclarecer quais sdo 0s compostos quimicos aos
gue pertencem esses pigmentos, e quantifica-los nas diferentes etapas do
desenvolvimento.

Analises histoldgicas devem ser feitas para comprovar a
presenca das secre¢des nos pelos radiculares, que tem a funcdo de
aderir-se no tecido do hospedeiro.

Com a descricdo do processo de formacdo dos haustdrios e
posterior parasitismo, foi evidenciada a importancia dos compostos
pécticos, principalmente na aderéncia a raiz do hospedeiro. Esses
compostos pécticos devem ser identificados e quantificados durante as
diferentes etapas do desenvolvimento da planta, para conhecer assim o
momento de maior concentracdo na planta.

Devem ser realizados estudos que avaliem o tempo total de
sobrevivéncia de E. grandiflora sem hospedeiro.
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Estudos adicionais relacionados ao tipo e efeito dos exsudatos
do hospedeiro, na formacao de haustdrios e posterior desenvolvimento
das plantulas de E. grandiflora, devem ser feitos
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10. ILUSTRACOES

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Escobedia grandiflora. (a) Planta em
estagio vegetativo; (b) raizes de cor laranja; (c) planta em floracédo; (d) planta em
fructificacdo; (e) sec¢do longitudinaldo fruto maduro; (f) semente madura. Barra:

500 um. Fonte: Cardona (2017).
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Figura 2. Origem da semente e estabalecimento dos ensaios de Escobedia
grandiflora para (i) caracterizacdo de sementes e (ii) comparagdo entre dois
tratamentos com e sem a presenca da planta parasita: (a) plantas adultas com frutos
maduros (seta); (b) germinacéo de sementes; (c) hospedeiro plantado 30 dias antes
da semeadura das sementes do parasita (seta); (d) plantulas do parasita sem
hospedeiro aos 15 dias (seta); (e) e na presenca do hospedeiro aos 15 dias apds
germinagdo (seta); (f) na presenca do hospedeiro aos 64 dias apés da emergénciaia
da raiz (seta). Legenda: Ho= Hospedeiro. Barra: (b)=3 cm, (c-f)= 300 um. Fonte:
Cardona (2017).
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Figura 3. Localizagdo das quatro populagSes naturais de E. grandiflora, nos
municipios de: (a) Agua Doce (SC); (b) Palmas (PR); (c) Campos Novos (SC); (d)
Floriandpolis (SC). Fonte: Google Earth.
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Figura 4. Vista geral das populagBes naturais de E. grandiflora, nos municipios de:
(a) Agua Doce (SC); (b) Palmas (PR); (c) Campos Novos (SC); (d) Florianpolis
(SC). Fonte: Cardona (2017).
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Figura 5. Morfoanatomia da semente de E. grandiflora e do inicio da germinagéo.
(a, c-d, i) Fotomicrografia em ME; (b, f) electromicrografias em MEV (e, g, h, j)
fotomicrografias em MO de seccdes longitudinais da semente. (a) Sementes
maduras agrupadas num loculo do fruto, detalhe regido hilar (cabega de seta); (b)
superficie da exotesta, em detalhe cavidade com parede exterior fragmentada
(cabeca de seta); (c) semente madura; (d, g) sementes embebidas por 6 dias; (e-f)
detalhe dos tegumentos, com presenca de vestigios do endosperma (cabeca de seta);
(h) Suspensor; (i-j) sementes embebidas em &gua por 10 dias, com detalhe do
promeristema (cabega de seta). Legendas: CD= Cotiledones; EM= Embrido; END=
Endotélio; ET= Exotesta; HL= Hilo; PC= ProcAmbio; PER= Perisperma; PR=
Pericarpio; PRO= Protoderme; RAD= Radicula; SE= Semente; SS= Suspensor..
Barra: (a)=2 mm, (detalhe a)= 500 pm, (b, g, h)= 100 pum, (detalhe b, e, detalhe j)=
20 um, (c, d, )= 500 pm, (f)= 10 um, (j)= 200 um. Fonte: Cardona (2017).




72

Figura 6. Morfoanatomia da plantula de E. grandiflora na germinacéo e inicio do
desenvolvimento. (a, e) fotomicrografias em ME; (b,g) electromicrografias em
MEV; (c,d) fotomicrografias de sec¢des longitudinais em MO. (a-c) Detalhe da raiz
rompendo a exotesta da semente (cabega de seta); (d-g) plantulas apés a
germinacgdo, com detalhe da regido proximal da raiz com pelos radiculares (cabeca
de seta); (d) plantula e detalhe das células com contelido denso (cabeca de seta); (€)
plantula e detalhe da raiz principal em MC; (f) pelos radiculares na regido proximal
da raiz (cabeca de seta) observados em MC; (g) plantula com presenca de tricomas
capitados na face adaxial dos cotilédones e pelos radiculares na regido proximal da
raiz (cabega de seta). Legendas: CC= Cilindro central; CD= Cotilédones; CF=
Coifa; CO= Colo; ET= Exotesta; HT= Hipocottilo; PC= Procdmbio; PL= Pelos
radiculares; PM= Promeristema; RP= Raiz do parasita; TRC= Tricomas capitados.
Barras: (a, ¢)= 500 pm, (b)= 100 pm, (c, d, detalhe e, f, g)= 200 um, (detalhe d)= 20
um Fonte: Cardona (2017)
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Figura 7. Morfoanatomia das plantulas de E. grandiflora, aos 15 dias, na presencga
de P. purpureum. (a) Fotomicrografia da plantula em ME, com detalhe de sec¢do
longitudinal do apice da raiz; (b) electromicrografia, em MEV, da regido proximal
da raiz, com longos pelos radiculares (seta); (c-e) sec¢Bes transversais da estrutura
(c) do hipocétilo, (d) da raiz com um dos lados mostrando alongamento das células
corticais (cabega de seta) e (e) sistema radicular com inicio da ramificacdo lateral.
Legendas: CD= Cotilédones; CF= Coifa; CT=Cortex; HT= Hipocdtilo; EN=
Endoderme; EP= Epiderme; FL= Floema; MX= Metaxilema; PE= Periciclo; PL=
Pelos radiculares; PM= Promeristema; PX= Protoxilema; RL= Raiz lateral; XL=
Xilema. Barras: (a)= 500 um; (b)= 200 um; (detalhe-a, c-d)= 50 pm. Fonte: Cardona
(2017).
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Figura 8. Morfoanatomia das plantulas de E. grandiflora, aos 22 dias, associadas ao
P. purpureum. (a, g) Fotomicrografias em ME; (d-e) electromicrografias em MEV;
(b,c,f) fotomicrografias de secgdes transversais em MO. (a) Plantula de com
haustério em formacéo (cabecas de seta); (b) hipocétilo com grdos de amido
(cabegas de seta); (c) detalhe do cilindro central e cortex (cabega de seta indicando
grdos de amido) da raiz; (d) colar de pelos radiculares na regido proximal da raiz
(cabeca de seta); (e) haustério desenvolvido; em detalhe, a abertura do haustério
(cabega de seta); (f) entrada do endéfito do parasita (cabeca de seta) no sistema
vascular do hospedeiro; (g) haustério do parasita ligando araiz do hospedeiro.
Legenda: CT= Cdrtex; EN= Endoderme; EL= Elementos traqueais; EP= Epiderme;
FL= Floema; Ha= Haustorio; HT= Hipocottilo; MX=Metaxilema; PE=Periciclo;
PL=Pelos radiculares; PX= Protoxilema; RAH= Raiz do hospedeiro; RL= Raiz
lateral; RP= Raiz do parasita; XL= xilema. Barra: (a)= 2 mm; (b)= 50 um; (c,
detalhe e, f)=20 pm (d-e)= 100 pm; (g)= 200 um. Fonte: Cardona (2017).
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Figura 9. Morfoanatomia da parte aérea de E. grandiflora, aos 43 dias, com
destaque dos indumentos: tricomas capitados e ndo capitados. (a) Planta com
primordios das folhas definitivas, em ME; (b-d) electromicrografias, em MEV, da
superficie epidérmica da face adaxial dos trés tipos foliares; (c) eofilo com detalhe
dos tricomas; (d) formacdo inicial das folhas. Legendas: AP= Apice; CD=
Cotilédones; EPI= Epicétilo; EO= Eofilos; FO= Folhas; PED= Pedlnculo; TRC=
Tricoma capitado; TRN= Tricoma ndo capitado. Barra: (a-b)= 500 pm; (c-d)= 100
um; (detalhe c)= 50 pm. Fonte: Cardona (2017).
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Figura 10. Morfoanatomia das plantas de E. grandiflora, aos 64 dias, associadas ao
P. purpureum. (a) Planta parasitacom haustérios ligados nas raizes do hospedeiro
(cabecga de seta), em ME; (b) electromicrografia, em MEV, da regido proximal da
raiz, com haustorios ligados na raiz do hospedeiro (cabega de seta); (c-g)
fotomicrografias, em MO, de secces transversais (c) caule com grdos de amido no
cortex (cabeca de seta); (d) raiz com grdos de amido no cortex (cabeca de seta); ()
raiz lateral; (f) grdos de amido nas células corticais do caule e (g) graos de amido
nas células corticais em reagdo com o lugol (cabecas de seta). Legendas: CA=
Caule; CD= Cotilédone; CV= Cambio vascular ;EN= Endoderme; EP=Epiderme;
FL= Floema; PE= Periciclo;RAH= Raiz do hospedeiro; RP= Raiz do parasita; XL=
Xilema. Barra: (a)= 2 mm; (b)= 200 um; (c-d)= 100 pm; (e-f)= 50 pm; (detalhe f, g,
detalhe g)= 20 um. Fonte: Cardona (2017).
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Figura 11. Grdos de amido no parénquima cortical da raiz de E. grandiflora. (a)
Aspecto geral dos grdos de amido (cabega de seta), em MEV; (b-c) detalhe dos
amiloplastos com gréos de amido e areas electrodensas (cabega de seta). Legendas:
GA= Gréo de amido; PAC= Parede celular. Barra: (a)= 10 pum; (b)= 2 um; (Detalhe
b, ¢)= 1 um. Fonte: Cardona (2017).
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Figura 12. Aspectos morfoanatdmicos do haustério de E. grandiflora ligado nas
raizes de P. purpureum. (a) Electromicrografia em MEV, destacando o haustorio
com densos e longos pelos radiculares (cabecas de setas); (b-d, f) fotomicrografias
em MO; (b) seccéo longitudinal do haustdrio maduro; (c) seccéo transversal da base
do haustorio, com graos de amido no cdrtex (cabeca de seta); (d) secgéo transversal
evidenciando as células do corpo hialino do haustério em reagdo com vermelho de
ruténio, denota-se a presenca de substancias pécticas de cor rosa na regido
intercelular; (e) elementos traqueais (cabeca de seta) do haustorio observados em
MC com florescéncia; (f) enddfito de parasita (cabeca de setas) no interior do
sistema vascular do hospedeiro. Legendas: CC= Cilindro central; CT= Cortex; EF=
Endofito; EL= Elementos traqueais; Ha= Haustério; HB= Corpo hialino; PE=
Periciclo; PV= Tecido provascular; RAH= Raiz do hospedeiro; RP= Raiz do
parasita; XL= Xilema. Barra: (a-b, ¢)= 100 pm; (c)= 50 um; (d, f)}= 20 um. Fonte:
Cardona (2017).
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Figura 13. Haustorio de E. grandiflora. (a) seccéo transversal do haustério, em MO,
com secrecdo de compostos pécticos concentrados no pice do haustorio (cabeca de
seta) e detalhe dos elementos traqueais do cilindro central; (b-d) electromicrografias
em MET das células do corpo hialino: (b) regido intercelular do corpo hialino,
preenchida com substancias pécticas; (c-d) células do corpo hialino com citoplasma
denso, nucleo visivel e com de grdos de amido. Legenda: EL=Elementos traqueais;
CT= Cortex; GA= grdo de amido; HB= Corpo hialino;N= Nucleo; PAC= Parede
celular; PV= Tecido provascular;RAH= Raiz do hospedeiro; VA= Vacuolo. Barra:
(a)= 100 pum; (detalhe a)= 50 um; (b-d)=2 um. Cardona (2017).
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Figura 14. Formag8o do haustério de E. grandiflora e parasitismo nas raizes do P.
purpureum. (a-b) Fase inicial de formacdo do haustorio: (a) fotomicrografia, em
MO, de secgdo longitudinal do crescimento das células corticais (cabeca de setas);
(b) fotomicrografia da dilatagdo externa da raiz (cabega de seta), em ME, com
formacdo de pelos radiculares; (c) electromicrografia, em MEV, do haustério
desenvolvido (cabeca de seta); (d) fotomicrografia dos pelos radiculares (cabega de
seta), em ME, comecando abranger a superficie da raiz do hospedeiro; (e)
electromicrografia, em MEV, dos pelos radiculares do haustério (cabeca de seta)
abrangendo a raiz do hospedeiro; (f) fotomicrografia da autoflorescéncia da ligacdo
parasita-hospedeiro com os elementos traqueais (cabeca de seta) sem entrar no
tecido do hospedeiro, em detalhe haustorio entrando no tecido, observada em MC;
(9) haustdrios parasitando raizes do hospedeiro, em ME; (h-i) fotomicrografias, em
MO, de secgBes transversais de haustdrios ligado na raiz do hospedeiro (h) aos 22
dias e (i) aos 64 dias, com o enddfito (cabeca de seta) no interior do cilindro
vascular do hospedeiro. Legendas: CT= Cdrtex; EL= Elementos traqueais; GA=
Grdos de amido; Ha= Haustdrio; PL= Pelos radiculares; PV= Tecido provascular;
RAH= Raiz do hospedeiro; RP= Raiz do parasita; XL= Xilema. Barras: (a, h)= 50
um; (b-c, e, detalhe f, )= 100 um; (d, f-g)= 200 um. Fonte: Cardona (2017).
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Figura 15. Morfoanatomia das plantas de E. grandiflora sem hospedeiro.
Desenvolvimento das plantas (a-b) aos 15 dias, (c-d) 22 dias e (e-i) 64 dias da
germinagdo. (a) Plantula, em ME; (b-d, f- g) fotomicrografias em MO. (b-c)
Seccoes transversais da raiz principal; (d) seccdo longitudinal da fase inicial da
formacéo do haustério (seta); (e) planta, em ME; (f-g) seccles transversais (f) da
raiz principal, com gréos de amido no cdrtex (cabeca de seta) e (g) da raiz lateral;
(h) fotomicrografiado haustério, em ME; (i) electromicrografia do haustério, em
MEV. Legendas: CA= Caule; CD= Cotilédones; CT= Cértex; EN= Endoderme; EP=
Epiderme; FL= Floema; Ha= Haustério;HT= Hipocottilo; MX= Metaxilema; PE=
Periciclo; PL= Pelos radiculares; PX= Protoxilema; RL= Raiz lateral; RP: Raiz do
parasita; XL= Xilema. Barra: (a)= 1 mm; (b-d, f-g)= 50 pm; (e)= 5 mm; (h-i)= 200
pm. Fonte: Cardona (2017).
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