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RESUMO

O género Bulbophyllum Thou. possui distribuicdo pantropical;, no Neotropico, é
dividido em seis sec¢des Bulbophyllum sect. Bulbophyllaria, Furvescens, Didactyle,
Micranthae, Napelli e Xiphizusa, baseadas na filogenia molecular. A problematica do
trabalho € a incongruéncia quanto ao posicionamento taxondmico das espécies
basais das secOes Didactyle, Micranthae e Xiphizusa quando se utiliza andlises
moleculares, uma vez que as caracteristicas morfolégicas externa ndo sustentam
estes individuos nas se¢cfes em que estao inseridas. Este trabalho teve por objetivo
caracterizar anatomicamente 0s 6rgaos vegetativos de Bulbophyllum presentes no
Neotropico, utilizando como grupo externo comparativo espécies da Africa e Asia e
uma espécie do género Dendrobium; levantar caracteres anatémicos que auxiliem a
filogenia do grupo e estudar a evolucdo desses caracteres. Amostras de raiz,
pseudobulbo e lamina foliar de 35 espécies foram analisadas em microscopia de luz
e eletrbnica de varredura. Foram levantados 33 caracteres anatémicos, que também
auxiliaram na descricdo das secfes. Desses 33 caracteres, 28 binarios e cinco
multiestados, onde 30 sao qualitativos e trés quantitativos. Destes, nove séo
sinapomorficos e 4 nao informativos. Os caracteres anatdbmicos ndo resolveram as
politomias de Bulbophyllum. A evolucdo dos caracteres permitiu a identificacdo dos
caracteres que agrupam as espécies dentro de quase todas as secdes pré-
estabelecidas pela filogenia molecular, com excec¢do de Napelli. Sendo o carater
lignificacdo da parede periclinal externa das células epidérmicas da lamina foliar
diagnostico para Micranthae. Os caracteres que permitiram esse agrupamento
foram: cuticula moderadamente espessa e bem espessa (dependendo da secéo),
mesofilo heterogéneo, cristais de oxalato de calcio dos tipos rafides, drusas e
prismaticos presentes no mesofilo, nimero de feixes vasculares na lamina foliar e
cuticula moderadamente espessa a espessa no pseudobulbo. O presente trabalho
permitiu concluir que caracteres anatdmicos vegetativos com maior valor taxonémico
sédo encontrados nas laminas foliares; estes caracteres ndo foram suficientes para
resolver as politomias entre as espécies do género, porém permitiram avaliar como
estd a evolucdo dos mesmos nas secdes pré-estabelecidas por filogenia molecular.

Palavras chaves: Orquideas, lamina foliar, pseudobulbo, raiz



Abstract

The issue of labor is the inconsistency regarding the taxonomic position of the
species basal sections Didactyle, Micranthae and Xiphizusa when using molecular
analysis, since the external morphological characteristics do not support these
individuals in the sections in which they operate. This study aimed to characterize
anatomically vegetative organs Bulbophyllum present in the Neotropics, outgroups
using comparative species in Africa and Asia and a species of the genus
Dendrobium; anatomical characters that help raise the phylogeny of the group and
study the evolution of these characters. Root samples, pseudobulb and leaf blade of
35 specimens were analyzed by light microscopy and scanning electron microscopy.
We surveyed 33 anatomical characters, which also help in the description of the
sections. Of these 33 characters, 28 binary-five multiestados, where 30 are
qualitative and three quantitative. Of these, nine are sinapomoérficos four and
uninformative. The anatomical characters have not solved the politomies
Bulbophyllum. The evolution of characters allowed for the identification of the
characters that group species within almost all sections pre-established by molecular
phylogeny, except Napelli. Being the character lignification external periclinal wall of
the epidermal cells of the leaf blade diagnostic Micranthae. The characters that
allowed this grouping were: moderately thick cuticle and thick (depending on the
section), mesophyll heterogeneous crystals of calcium oxalate raphides types,
prismatic and druses present in the mesophyll, number of vascular bundles in the
leaf blade and moderately thick cuticle in the thick pseudobulbs. This study revealed
that the vegetative anatomical characters with greater taxonomic value are found in
the leaf blades, these characters were not enough to resolve the politomies among
species of the genus, but is allowed to assess how their evolution in the sections pre-
established by phylogeny molecular.

Keywords: Orchids, leaf blade, pseudobulb, root.
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1. INTRODUCAO

1.1 Orchidaceae: caracteristicas gerais

Orchidaceae é uma das maiores entre as Angiospermas, possuindo
aproximadamente 800 géneros e 20000 espécies (excluindo os hibridos)
(DRESSLER, 1993). No Brasil sdo encontrados cerca de 235 géneros e
2419 espécies (BARROS et al., 2010). Esta familia esta inserida na ordem
Asparagales (APG lll, 2009) e é subdividida em cinco subfamilias:
Apostasioideae (Rchb. f.), Cypripedioideae (Lindl.), Vanilloideae (Szlach.),
Orchidoideae (Lindl.) e Epidendroideae (Lindl.) (PRIDGEON et al., 1999),
sendo esta a que abrange mais espécies. A maioria das orquideas é
epifita, desenvolvendo-se sobre troncos e ramos de arvores e arbustos, o
gue possibilita a formacédo de nichos especificos (BARBIERI et al., 2008).
Populacbes de espécies epifiticas apresentam distribuicdo fragmentada
por viverem sobre as arvores, o que pode ser o fator responsavel pela
diversidade da familia, uma vez que sdo mais suscetiveis a deriva
genética (BARBIERI et al., 2008). As demais espécies de orquideas sao
litéfitas (rupiculas) ou terrestres, mas algumas podem viver como
macréfitas (POTT e POTT, 2000).

As orquideas séo consideradas cosmopolitas, pois se distribuem
desde o norte da Suécia e Alasca até a Terra do Fogo (PABST e DUNGS,
1975). Embora sejam encontradas em regides temperadas, sua maior
abundéancia, tanto em numero como em variedade, é verificada nas

regides tropicais do planeta (ENGLERT, 2000).
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Alguns pesquisadores como Benzing e Atwood (1984) e Thorsch e
Stern (1997) propdem que as orquideas surgiram em ambientes terrestres
e posteriormente passaram a habitar outros ambientes; enquanto
Robinson e Burns-Balogh (1982) supdem que surgiram em ambientes
epifiticos. Porém os autores supramencionados sdo unanimes em sugerir
que a familia passou por uma grande pressdo ambiental, que levou ao
desenvolvimento de caracteristicas especificas para viver em diferentes
ambientes.

Morfologicamente, a familia pode ser reconhecida por suas raizes
fasciculadas envolvidas por velame (espécies epifitas e rupicolas), ou ser
tuberdides em algumas espécies terricolas. O caule pode ser dividido em
rizoma, que auxilia na formacdo de novos brotos, e pseudobulbo; este
pode ser homoblastico (formado por véarios nés) ou heteroblastico
(formado por um Unico nd), apresentando crescimento simpodial ou
monopodial. As laminas foliares sdo coriaceas ou carnudas, com
nervacdo paralilinérvea ou reticulada, e lamina plana ou plicada, com
origem no pseudobulbo. As inflorescéncias sdo indeterminadas do tipo
racemo, paniculas, espigas e corimbos, ou flores solitarias. As flores sédo
trimeras, diclamideas, zigomorfas, sésseis ou pedunculadas; apresentam
uma seépala dorsal e duas laterais, semelhantes as pétalas, livres ou
unidas formando um sinsépalo. A corola é formada por trés pétalas, sendo
que a mediana € modificada em labelo. O fruto € descrito como capsula,
formado a partir de trés carpelos, cuja deiscéncia ocorre na linha média

de cada carpelo. As sementes sdo minusculas e apresentam um
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tegumento fino e solto em torno do embrido, que compreende uma massa

de células indiferenciadas (DRESSLER, 1981; PRIDGEON et al., 1999).

1.2 Epidendroideae e o género Bulbophyllum Thouars

A subfamilia Epidendroideae apresenta nove tribos e é constituida
por 15.000 espécies distribuidas em 576 géneros (VAN DEN BERG et al.,
2005). A maioria das espécies presentes nessa subfamilia apresenta
habito epifitico ou rupicolo. Nesta subfamilia, ocorre a tribo Dendrobieae
(Lindl. ex Endl.), agrupando as subtribos Dendrobiinae (Lindl.) (VAN DEN
BERG et al.,, 2005) e Bulbophyllinae (Schitr.) (CAMERON et al.,1999;
CHASE et al., 2003; VAN DEN BERG et al., 2005), na qual o género
Bulbophyllum esté incluido.

O género Bulbophyllum é representativo na familia, destacando-se
como 0 maior género pantropical de Orchidaceae, com cerca de
aproximadamente 1700 espécies (VERMEULEN, 1991; DRESSLER,
1993; SIEDER et al., 2007). Espécies desse género sdo encontradas
principalmente na Asia e Oceania, com um ndmero inferior na Africa e na
América (DRESSLER, 1981; 1993; SMIDT et al., 2007, 2011). A provavel
origem do género deu-se no continente asiatico, espalhando-se pelos
outros continentes, o que levou a concluir que as espécies encontradas
no continente americano constituem o grupo irmao das africanas

(GRAVENDEEL et al., 2003).
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O Brasil destaca-se como 0 pais neotropical mais rico em espécies
deste género, com cerca de 60 espécies (SMIDT e BORBA, 2007). A
maioria é endémica do sudeste (22°S - 42°W), encontradas
principalmente no ecétono do Cerrado e da Mata Atlantica e ocorrem em
hébitos epifiticos na regido de mata e rupiculo em afloramentos rochosos
e campos rupestres (SMIDT et al., 2007).

O género pode ser dividido em seis secbes no continente
americano: Bulbophyllaria (Rchb. f.) Griseb (trés espécies), Furvescens
E. C. Smidt, Borba & van den Berg (cinco espécies), Napelli Rchb. f. (12
espécies), Micranthae Barb. Rodr. (12 espécies), Didactyle (Lindl.) Cogn.
(sete espécies) e Xiphizusa Rchb. f. (23 espécies) (SMIDT et al., 2011).
Esta divisdo foi feita a partir de andlises filogenéticas moleculares
utilizando marcadores para a regiao ITS do DNA ribossomal e para duas
regides plastidiais (SMIDT et al., 2007, 2011). Essas analises confirmaram
a monofilia do grupo Neotropical e a divisdo entre as secdes, com
excecao da secdo Furvescens que ndo apresentou valor significativo nas
anailises.

Além das andlises filogenéticas moleculares, caracteres
morfolégicos foram combinados para dar suporte e justificar a separacao
das secdes (SMIDT et al., 2011). Segundo esses autores as modificacdes
morfolégicas séo lentas e graduais entre um clado e outro, dificultando o

posicionamento de algumas espécies nas secoes.
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1.3 Anatomia vegetativa como subsidio a sistemética de

Epidendroideae

Caracteres anatdomicos constituem uma importante ferramenta para
auxiliar a taxonomia e reconstrucfes filogenéticas de Orquideas em
diferentes niveis de classificacdo (HOLTZMEIR et al., 1998; YUKAWA E
STERN, 2002; FIGUEROA et. al, 2008; CARLSWARD e STERN, 2009;
SMIDT et. al, 2012). Para Epidendroideae varios caracteres de raiz, caule
e folha sdo relevantes. Na raiz, o nimero de camadas do velame e o
espessamento das paredes (FIGUEROA et al.,, 2008), a presenca de
tilossomos (HOLTZMEIER et al., 1998, STERN E CARLSWARD, 2006;
FIGUEROA et al.,, 2008), células exodérmicas de paredes espessadas
(CARLSWARD E STERN (2009) e tipo de espessamento da exoderme e
endoderme (HOLTZMEIER et al., 1998) sdo importantes na
caracterizacao de diferentes grupos taxonémicos.

Para o pseudobulbo os principliais caracteres anatémicos utilizados
como subsidio a taxonomia de Epidendroideae, foram: espessamento da
cuticula (HOLTZMEIER et al., 1998; STERN e JUDD, 2002), estegmatas
associados ao esclerénquima dos feixes vasculares (HOLTZMEIER et al.,
1998; STERN e JUDD, 2001; 2002), presenca de cristais no cortex
(YUKAWA e STERN, 2002); células corticais com espessamento de
parede em bandas (STERN e JUDD, 2001) e idioblastos mucilaginosos
(STERN e JUDD, 2001; 2002).

Os caracteres anatomicos mais comumente levantandos para

auxiliar na taxonomia de Epidendroideae s&o os da lamina foliar. Dentre
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eles pode-se citar: a organizacado dos feixes vasculares, espessura da
cuticula, tipos de tricomas, tipos de cristais, organizacdo do mesofilo,
distribuicdo dos feixes de fibras no mesofilo, ocorréncia e localizagédo da
hipoderme e presenca de estegmatas (YUKAWA e STERN, 2002; PIRES
et al., 2003; STERN e CARLSWARD, 2006; YAMAGUTI, 2008;
CARLSWARD e STERN 2009).

Para Bulbophyllum Mohana Rao e Khasim, (1987) utilizaram a
presenca de um anel de esclerénquima envolvendo o cilindro vascular
para distinguir dos genéros da subtribo Dendrobiinae. Smidt et al. (2012)
identificaram, para a sec¢do Micranthae, caracteristicas anatébmicas
sinapomorficas: como cuticula espessa, epiderme uniestratificada,
estbmatos tetraciticos com camaras supraestométicas e presenca de
tricomas e feixes vasculares colaterais nas folhas. Os autores indicam que
estas caracteristicas sao eficazes na proposicdo de hipbteses
filogenéticas em relacao ao uso de sequéncias moleculares.

O género Bulbophyllum THOUARS (Orchidaceae), no continente
americano, também foi estudado quanto a filogenia molecular e a
morfologia externa (Smidt et al. 2011). Entretanto, existem
incongruéncias, quanto ao posicionamento taxonémico quando Ssao
consideradas as analises moleculares para as espécies B. mentosum, B.
ciluliae e B weddellii. Na analise plastidial essas espécies aparecem em
secOes diferentes daquelas da analise de ITS, e quando as analises séo
combinadas, aparecem como basais nas se¢des Micranthae, Xiphizusa e
Didactyle, respectivamente (Smidt et al. 2011). Morfologicamente estas

espécies também ndo apresentam todas as caracteristicas tipicas das
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secdes em que sdo incluidas na analise molecular. As caracteristicas
vegetativas de B. ciluliae sdo as da secéo Xiphisuza, no entanto, as flores
assemelham-se as de Micranthae (quanto as caracteristicas do labelo) e
as de Didactyle (quanto as pétalas). B. weddellii, embora apresente
caracteristicas vegetativas da secao Didactyle, possuem flores em espiral,
tipicamente da secdo Micranthae. B. mentosum apresenta folhas
carnosas, como da secao Micranthae, porém caracteteristicas vegetativas
de Didactyle e flores semelhantes as da secdo Furvescens (Smidt et al.

2011).

Visto que caracteres anatdmicos sdo relevantes na elucidacdo das
relacdes filogenéticas de Bulbophyllum no Neotropico, este estudo tem
como objetivo levantar caracteres anatbmicos dos 6rgdos vegetativos e

analisar sua evolugéo dentro do género.

2. MATERIAL E METODOS

Amostragem dos taxons

O levantamento de caracteres anatdomicos foi efetuado em 35
espécies (cinco espécimes) (tabela 1). Dessas, 34 do género
Bulbophyllum (29 neotropicais e cinco do Paleotr6pico) e Dendrobium
kingianum (Bidwill ex Lindl.) como grupo externo (Dendrobiae,
Dendrobiianae). D. kingianum foi utilizada para o enraizamento nas

analises filogenéticas, por ser considerada a subtribo mais proxima de
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Bulbophyllinae. Na analise da evolucdo dos caracteres foram incluidas

todas as espécies com sequenciamento de DNA ja realizado por Smidt et

al. 2011, para o trabalho de filogenia molecular.

TABELA 1- LISTA DE ESPECIES DE Bulbophyllum E GRUPO EXTERNO

Secéao Espécie Habito Voucher

Bulbophyllaria (Rchb. F.) B. bracteolatum Epifito B. Gravendeel, s.n.;

Griseb Lindl.

Bulbophyllaria (Rchb. F.) B. cirrhosum L.O. Epifito B. Gravendeel, s.n.;

Griseb Williams

Didactyle (Lindl.) Cogn. B. exaltatum Lindl. Rupiculo  E.C. Smidt & al., 753

Didactyle (Lindl.) Cogn. B. involutum Borba, Rupiculo  E.L. Borba
Semir & F. Barr

Didactyle (Lindl.) Cogn. B. perii Schltr. Epifito Bento, s.n.

Didactyle (Lindl.) Cogn. B. perii Schltr. Epifito W.S. Mancinelli &

M.E. Engels 1143
Didactyle (Lindl.) Cogn. B. tripetalum Lindl. Epifito e W.S. Mancinelli &
rupiculo M.E. Engels, 1141

Didactyle (Lindl.) Cogn. B. weddellii (Lindl.) rupiculo C. Azevedo, 188
Rchb. F.

Furvescens E.C. Smidit, B. nagelli L.O. Epifito Salazar, s.n.

Borba & van den Berg Willians

Micranthe Barb. Rodr. B. micranthum Barb.  Epifito G. Hatschbach 20027
Rodr.

Micranthe Barb. Rodr. B.micranthum Barb. Epifito E. Saddi, 82
Rodr.

Micranthe Barb. Rodr B.chloroglossum Epifito W.S. Mancinelli et al
Rchb. f. & Warm. 1129

Micranthe Barb. Rodr. B. epiphytum Barb. Epifito A. Seidel 1220
Rodr.

Micranthe Barb. Rodr B. rupicolum Barb. Rupiculo  E. C. Smidt & al., 766
Rodr.

Micranthe Barb. Rodr B. rupicolum Barb. Rupiculo
Rodr.

Micranthe Barb. Rodr B.mucronifolium Epifito E.C. Smidt & al., 742
Rchb. f. & Warm.

Micranthe Barb. Rodr. B. mentosum Barb. Rupiculo  E.C. Smidt 656
Rodr.

Napelli Rchb. F. B.regnelli Rchb. F. Epifito W.S. Mancinelli 1058

Napelli Rchb. F. B.atropurpureum Epifito Williams & V. Assis
Barb. Rodr. 6493 (RB)

Napelli Rchb. F. B.cantallagense Epifito L. Kullman, s.n.
Barb. Rodr.

Napelli Rchb. F. B.glutinosum (Barb. Epifito W.S. Mancinelli & J.
Rodr.) Cogn. Hellmann 867

Napelli Rchb. F. B.granulosum (Barb.  Epifito W.S. Mancinelli & I.C.
Rodr.) Cogn. Zattar 1060

Napelli Rchb. F. B. malachadena Epifito G. Hatschbach 7795
(Lindl.) Cogn.

Napelli Rchb. F. B. napelli Lindl. Epifito W.S. Mancinelli 1084

Napelli Rchb. F. B.micropetaliforme Epifito E.L. Borba, 2127

Leite
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Xiphizusa Rchb. F. B.ciluliae Bianch. & Epifito e E.C. Smidt & al., 805
J.A.N.Bat. rupiculo

Xiphizusa Rchb. F. B.chloropterum Epifito M. Campacci, s.n.
Rchb. f.

Xiphizusa Rchb. F. B. dusenii Kraenzl. Epifito W.S. Mancinelli 950

Xiphizusa Rchb. F. B. filifolium Borba & Rupiculo  E.C. Smidt & al., 793
Smidt

Xiphizusa Rchb. F. B. gladiatum Lindl. Epifito A. Bresolin 259

Xiphizusa Rchb. F. B. gladiatum Lindl. Epifito Toscano, 1905

Xiphizusa Rchb. F. B.plumosum (Barb. Epifito e W.S. Mancinelli 861
Rodr.) Cogn. rupiculo

Xiphizusa Rchb. F. B. plumosum (Barb. Epifito e E.C. Smidt, 726
Rodr.) Cogn. rupiculo

Xiphizusa Rchb. F. B. bidentata (Barb. Rupiculo E.C. Smidt & al., 777
Rodr.) Cogn.

Grupo externo B. scaberulum Epifito
(Rolfe) Bolus

Grupo externo B. saltatorium Lindl. Epifito

Grupo externo B. lobbi Lindl. Epifito

Grupo externo B. crassipes Hook. f.  Epifito

Grupo externo B. falcatum (Lindl.) Epifito E.C. Smidt, 772
Rchb. f.

Grupo externo D. kingianum Bidwill Epifito

ex Lindl

Analises anatbmicas

As amostras vivas foram fixadas em FAA com etanol 70%
(JOHANSEN, 1940) e armazenadas em etanol 70% até o momento do
seccionamento ou processamento para laminas permanentes.

Amostras de raiz, pseudobulbo e folha foram coletadas na regiao
mediana de cada érgdo. As laminas foliares foram seccionadas no sentido
transversal, longitudinal, paradérmico e maceradas. O pseudobulbo foi

seccionado transversalmente e macerado. A raiz foi seccionada no

sentido transversal e paradérmico longitudinal-tangencial.
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Foram confeccionadas laminas semipermanentes a partir de cortes a
mao livre ou amostras incluidas em Polietilenoglicol 1500 U.S.P. (PEG).
Para inclusdo em PEG, as amostras foram pré-infiltradas em uma solucao
de PEG e alcool etilico 70% na propor¢édo de 1:1, em estufa a 56 °C por
12h; seguido de infiltracdo com solucdo pura de PEG, por 4 horas. As
seccdes foram feitas com 35 pum de espessura em micrétomo de rotacéo
com navalha de aco. As laminas foram coradas com azul de astra e
safranina (BUKATSCH, 1972), montadas em gelatina glicerinada
(KAISER, 1880) e vedadas com esmalte incolor.

Laminas permanentes foram preparadas a partir do material
processado e incluido em historresina (Leica®), segundo orientagdo do
fabricante. As seccBes foram feitas em micrétomo de rotacdo com
navalha de aco, com 5 pm de espessura. As laminas foram coradas com
azul de toluidina (O'BRIEN et al., 1964).

Para a analise dos idioblastos trequeoidais, as amostras foram
maceradas segundo a técnica de Franklin (1945), coradas com safranina
aguosa a 1% e montadas em laminas semipermanentes com gelatina
glicerinada (KAISER, 1980).

Testes histoquimicos de PAS (MCMANUS, 1948) e azul de
metileno (LANGERON, 1949), lugol (JENSEN, 1962), Sudan Il (SASS,
1951), cloreto férrico (JOHANSEN, 1940) e floroglucinol acidificado
(FOSTER, 1949) foram utilizados para identificacdo de polissacarideos
totais, amido, compostos lipofilicos, compostos fendlicos e lignina,

respectivamente.
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As fotomicrografias foram obtidas através de microscépio Olympus
BX41, com camera digital acoplada e programa de captura de imagem
Analysis Getit. A cuticula foi mensurada em microscépio Olympus CBB
com ocular milimetrada. Os feixes vasculares da lamina foliar foram
contados em estéreo microscopio Olympus WMT.

A superficie abaxial e adaxial da lamina foliar, do pseudobulbo e do
velame foram analisadas em microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Para essa analise, foram utilizadas amostras fixadas em FAA. O material
foi desidratado em série etilica ascendente e seco via ponto critico com
CO; no aparelho Bal-Tec CPD 030. Em seguida, o material foi fixado com
fita de cobre adesiva, em suportes metélicos e metalizado com ouro no
equipamento Balzers union FL 9496 SCD 030. As andlises e as
eletromicrografias foram feitas em microscopio eletrdnico de varredura
Jeol e JSM — 6360LV (Jeol Ltd, Tokyo, Japan), no Centro de Microscopia

Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Analise dos caracteres

Os caracteres levantados (tabela 2) foram estabelecidos a partir de
levantamento da literatura e a andlise do estado do carater seguiu a
proposta de Sereno (2007). A espessura da cuticula foi classificada
conforme proposto por Morris et al. (1996): pouco espessa (menor que
3um); moderadamente espessa (de 3-10um) e espessa (acima de 10um).
A codificacdo do carater numero de feixes vasculares foi feito através de

Gap-weighting (GW), onde a amplitude total do carater é estandardizado,
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convertendo médias em valores padronizados de 0-9. Os resultados
anatdmicos estdo descritos segundo relacdo filogenética entre as secdes

neotropicais propostas por Smidt et al. 2011.
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TABELA 2. CARACTERES ANATOMICOS DE LAMINA FOLIAR, PSEUDOBULBO E
RAIZ DE Bulbophyllum

W

©No O

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.

33.

Numero de camadas do velame: (0) uma camada; (1) duas camadas ou mais
camadas.

Espessamento na exoderme: (0) do tipo O; (1) do tipo U; (2) do tipo U invertido.
Tilossomos: (0) ausentes; (1) presentes.

Idioblastos traqueoidias na raiz: (0) espessamento helicoidal; (1) espessamento
reticulado.

Rafides na raiz: (0) ausente; (1) presente.

Cristais prisméaticos na raiz: (0) ausente; (1) presente.

Drusas na raiz: (0) ausente; (1) presente.

Tipo de espessamento na endoderme: (0) espessamento tipo O; (1)
espessamento tipo U.

Tricomas pseudobulbo: (0) ausente; (1) presente.

Espessura da cuticula no pseudobulbo: (0) < 3um; (1) 3-10um; (2) 10 um>.
Parede periclinal externa da epiderme no pseudobulbo: (0) ndo lignificada; (1)
lignificada.

Hipoderme no pseuldobulbo: (0) ausente; (1) presente.

Mucilagem no pseudobulbo: (0) ausente; (1) presente.

Presenca de estegmatas no pseudobulbo: (0) ausente; (1) presente.

Cristais prisméticos no pseudobulbo: (0) ausente; (1) presente.

Presenca de réfides no pseudobulbo: (0) ausente; (1) presente.

Drusas no pseudobulbo: (0) ausente; (1) presente.

Idioblastos traqueoidais no pseudobulbo: (0) espessamento helicoidal; (1)
espessamento reticulado.

Tricoma na folha: (0) ausente; (1) presente.

Espessura da cuticula na folha: (0) < 3um; (1) 3-10um; (2) 10um>.

Aparéncia da cuticula na face abaxial: (0) estriada; (1) lisa.

Aparéncia da cuticula na face adaxial: (0) estriada; (1) lisa.

Espessamento da parede periclinal externa da epiderme na folha: (0) nado
lignificada; (1) lignificada.

Face-de distribuicdo do estébmato: (0) anfiestomatico; (1) hipoestomética.

Tipo de estdmato: (0) anomocitico; (1) ciclocitico; (2) tetracitico.

Tipo de mesofilo: (0) homogéneo; (1) fracamente heterogéneo; (2) heterogéneo.
Presenca de réfides na folha: (0) ausente; (1) presente.

Presenca de cristais prismaticos na folha: (0) ausente; (1) presente.

Drusas na folha: (0) ausente; (1) presente.

Hipoderme esclerificada: (0) ausente; (1) presente.

Numero de feixes vasculares: (0) 6-13; (1) 14-23; (2) 24-34; (3) 35-46; (4) acima
de 46.

Idioblastos traqueoidais na folha: (0) espessamento helicoidal; (1) espessamento
reticulado.

Elemento traqueoidal com mucilagem: (0) ausente; (1) presente.

A matriz de caracteres com seus respectivos estados foi construida

no programa NEXUS Editor (PAGE, 2001) (Anexo 1). Todos os caracteres

foram considerados com igual peso e estados nao ordenados (parcimonia

de Fitch; FITCH, 1971). As analises de maxima parcimonia (MP) foram
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realizadas pelo programa TNT (GOLOBOFF et al., 2008), utilizando o
comando aquicke, que utiliza uma busca heuristica através do algoritimo
TBR, calculando o consenso estrito e analise de suportes (bootstrap e
indice de decaimento), através de uma analise simples. O comprimento
da arvore, indice de consisténcia (IC) e indice de retencao (IR) também
foram calculados através do programa TNT utilizando o comando stats. A
otimizacdo dos comprimentos de ramos foi do tipo ACCTRANA
reconstrucdo dos estados ancestrais foi tracada através do método da
parciménia, com o auxilio do programa MESQUITE versdo 2.75
(MADDISON E MADDISON, 2011) utilizando o médulo “Trace Character

History”.

3. RESULTADOS

3.1. Aspectos Anatémicos

3.1.1Secéao Bulbophyllaria

Raiz

O velame possui uma camada de células com paredes delgadas
(FIGURA 1A). A exoderme e endoderme sdo uniestratificadas e ambas as
camadas possuem ceélulas com espessamento de parede em “O”
(FIGURAS 1A-1B). Entre as células da endoderme ocorrem de 1-3 células
de passagem (FIGURA 1B). O cilindro central apresenta seis polos

xileméaticos e medula esclerificada (FIGURA 1B).
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Pseudobulbo

Em vista frontal a epiderme apresenta células irregulares (FIGURA
1C). Em secéo transversal, a cuticula é moderadamente espessa (8,36
um em B. bracteolatum e 6,22 um em B. cirrhosum) e a epiderme é
uniestratificada com parede periclinal externa ndo lignificada (FIGURA
1D). O cértex apresenta parénquima aquifero com células de mucilagem
em todas as espécies (FIGURA 1E); parénquima amilifero pode estar
presente (B. bracteolatum). Idioblastos com rafides sdo comuns a todas
as espécies enquanto que cristais prismaticos sdo incomuns (presente em
B. cirrhosum). Idioblastos tragueoidais com espessamento helicoidal
(FIGURA 1F) foram encontrados em ambas as espécies analisadas e com
espessamento reticulado somente em B. bracteolatum (dado nao
amostrado).

O cilindro vascular é do tipo atactostélico, sem limite nitido em
relagdo ao cortex. Os feixes vasculares sdo colaterais e envoltos por uma

bainha fibrosa continua ou descontinua (FIGURA 1G).

Lamina foliar

A lamina apresenta estdmatos apenas na face abaxial. As células
epidérmicas, em vista frontal, sdo poligonais em ambas as faces (FIGURA
1H- 11). Os estbmatos sao tetraciticos (FIGURA 1I) e formam camara
supraestomatica formada por projecdo da cuticula. Tricomas estao

presentes em ambas as faces (FIGURAS 1H).
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Em secdo transversal a cuticula apresenta espessamento
moderado (4,46 um B. bracteolatum e 8,36 um B. cirrhosum) e pode ser
estriada (B. bracteolatum) ou lisa (FIGURA 1J-1K). A epiderme é
uniestratificada e apresenta parede periclinal externa né&o lignificada
(FIGURA 1K-1L).

O mesofilo é heterogéneo (FIGURA 1L) com 2-3 camadas de
parénquima palicadico e 2-6 camadas de parénguima esponjoso. Cristais
prismaticos, rafides e drusas estdo dispersos no mesofilo. Idioblastos
tragueoidais com espessamento helicoidal e reticulado estédo presentes.

Os feixes vasculares séo colaterais (FIGURA 1L-1M), ocorrendo
24, em média, por lamina foliar, alinhados na regido mediana do mesofilo.
Estes estdo envoltos por uma bainha fibrosa continua ou descontinua

(FIGURA 1M).
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FIGURA 1- Raiz: corte transversal, Bulbophyllum bracteolatum- A) velame (seta preta) e
exoderme (ex); B) endoderme (en) com célula de passagem (seta branca), periciclo (*) e
medula (me) esclerificada. Pseudobulbo: C) B. cirrhosum, vista frontal epiderme; D) B.
bracteolatum, corte transversal, epiderme (ep) com cuticula espessa (seta); E) B.
bracteolatum, corte transversal, parénquima aquifero com células mucilaginosas; F) B.
cirrhosum, idioblasto traqueoidal com espessamento helicoidal; G) B. cirrhosum, detalhe
do feixe vascular. Lamina foliar: H) B. bracteolatum, vista frontal da epiderme da face
adaxial com insercdo de tricoma (seta); I) B. bracteolatum, vista frontal da epiderme da
face abaxial, com estébmato tetracitico; J) B. bracteolatum, epiderme (ep) da face abaxial
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em vista transversal com cuticula estriada (seta); K) B. cirrhosum, epiderme (ep) da face
adaxial com cuticula lisa (seta); L) B. bracteolatum, corte transversal com mesofilo
heterogéneo com parénquima palicadico (pp), parénquima esponjoso (pe) e feixe
vascular colateral (seta); M) B. bracteolatum, detalhe do feixe vascular colateral com
bainha fibrosa.

3.1.2 Sec¢ao Furvensces

Raiz

O velame de B. nagelli apresenta uma camada de células com
paredes delgadas (FIGURA 2A-2B). A exoderme € uniestratificada com
espessamento em “O” (FIGURA 2B).

O cértex apresenta seis camadas de células parenquimaticas
(FIGURA 2A), onde foram registrados idioblastos traqueoidais de
espessamento helicoidal e rafides. A endoderme é uniestratificada com
espessamento em “O”, intercaladas com 1-2 células de passagem
(FIGURA 2C). O cilindro vascular apresenta 11 polos xileméticos e

medula esclerificada (FIGURAS 2A-2D).

Pseudobulbo

Em vista frontal a epiderme de B. nagelli apresenta células com
formato irregulares (FIGURA 2E). A epiderme é uniestratificada e a
cuticula é espessa (11,95um) (FIGURA 2F). A parede periclinal externa é
delgada nao lignificada (FIGURAS 2F).

O cortex apresenta parénquima aquifero com células

mucilaginosas (FIGURAS 2G). Idioblastos cristaliferos (rafides) e
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idioblastos traqueoidais com espessamento helicoidal (FIGURA 2H)
ocorrem dispersos no parénquima aquifero.

O cilindro vascular é do tipo atactostélico, sem limite nitido em
relagdo ao cortex (FIGURAS 2G). Os feixes vasculares sé@o colaterais e

circundados por bainha fibrosa continua ou descontinua.

Lamina foliar

A lamina foliar de B. nagelli apresenta estbmatos apenas na face
abaxial (hipoestomética). Em vista frontal, as células epidérmicas séo
poligonais em ambas as faces. O tipo de estdmatos predominante € o
tetracitico (FIGURA 21-2J) e, em seccao transversal, é visivel a camara
supraestomatica constituida a partir de prolongamentos da cuticula. Os
tricomas estdo inseridos em depressdo da epiderme e sdo encontrados
em ambas as faces (FIGURAS 2I). A cuticula € espessa (10,03 pum),
sendo a face adaxial lisa e abaxial estriada (FIGURA 2K-2L). A epiderme
é uniestratificada com parede periclinal externa néo lignificada (FIGURAS
2K-2L).

O mesofilo é fracamente heterogéneo com 1-3 camadas de
parénquima regular na face adaxial com células um pouco mais alongada
do que a com parénquima esponjoso que contém cerca de quatro
camadas (FIGURA 2M). Cristais prismaticos e rafides estdo presentes no
mesofilo, assim como idioblastos traqueoidais (FIGURA 2M) com

espessamento helicoidal e reticulado.
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Os feixes vasculares sao colaterais e envoltos por bainha fibrosa

continua ou descontinua (FIGURAS 2N). O namero médio de feixes por

lamina foliar é de 19, ocorrendo alinhados na regido mediana do mesofilo.

.bzl'h""'!w
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Figura 2- Bulbophyllum nagelli — Raiz: cortes transversais. A) vista geral; B) exoderme
(seta) e velame (*); C) endoderme (seta preta) com célula de passagem (seta branca); D)
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cilindro vascular, floema (seta preta) e xilema (seta branca). Pseudobulbo: E) vista
frontal da epiderme com células irregulares; F) corte transversal com epiderme
uniestratificada (seta branca) e cuticula (seta preta); G) corte transversal evidenciando
parénquima aquifero com células mucilaginosas (em azul); H) idioblasto traqueoidal
helicoidal. Lamina foliar: I) epiderme da face adaxial com insercéo de tricoma (seta); J)
epiderme da face abaxial com estdbmato tetracitico; K) epiderme (ep) em corte
transversal com cuticula lisa (seta); L) epiderme (ep) em corte transversal com estdmato
(seta preta) e cuticula estriada (seta branca); M) corte transversal com mesofilo
fracamente heterogéneo, parénquima regular (pr), parénquima esponjoso (pe), feixes
vasculares (setas) e idiblastos traquioidais (*); N) feixe vascular em corte transversal,
com bainha esclerificada.

3.1.3 Secao Napelli

Raiz

O velame possui uma camada de células com paredes delgadas
(FIGURAS 3A). A exoderme é uniestratificada com espessamento em “O”
(FIGURA 3B). O cortex apresenta 4-6 camadas de células de parénquima
fundamental (FIGURA 3A-3D e TABELA 3). Células parenquiméticas com
contetdo amilifero podem estar presentes (B. glutinosum). Cristais
prismaticos, drusas e rafides sdo encontradas em quase todas as
espécies (TABELA 3). Idioblastos traqueoidais com espessamento
helicoidal e com espessamento reticulado sdo comuns (FIGURA 3C e
TABELA 3). A endoderme é uniestratificada com células espessadas em
“O” intercaladas com 1-3 células de passagem (FIGURAS 3C-3D). O
cilindro vascular apresenta de 6-10 pdlos xilematicos e floematicos e

medula esclerificada (FIGURA 3D e TABELA 3).
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TABELA 3- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NA RAIZ DAS
ESPECIES DA SECAO Napelli

Espécies Raiz
N° camdas Idioblastos Idioblasto  Réfide Cristais Drusas N° de
do cértex  traqueoidaisde traqueoidal prismaticos pélos
helicoidal reticulado xileméticos
B. 45 - - + + - 10
atropurpureum
B. cantallagens ni ni ni ni ni ni ni
B. glutinosum 4 - + + - - 9
B. granulosum 4-5 + + + - - 9
B. malachadena 6 + - + + - 12
B. 5 - - + - + 9-10
micropetaliforme
B. napelli 5 - + + - - 4-7
B napelli 5 - - + - - 6
B. regnelli 6 - - - + - 7-8

(+) presente; (-) ausente; (ni) ndo identificado

Pseudobulbo

Em vista frontal as células epidérmicas sao poligonais ou
irregulares (FIGURAS 3E-3F). A cuticula é bem espessa ou
moderadamente espessa (TABELA 4) e a epiderme é uniestratificada,
com parede periclinal externa lignificada ou néao lignificada (FIGURAS 3F-
3H e TABELA 4).

O cortex apresenta parénquima aquifero com células
mucilaginosas (FIGURA 3H). Parénquima amilifero este presente na
maioria das espécies e ausente em B. glutinosum e B. malachadena.
Idioblastos cristaliferos com réafides sdo comuns a todas as espécies,
cristais prismaticos na maioria (TABELA 4) e drusas somente em B.

micropetaliforme. Idioblastos traqueoidais com espessamento helicoidal
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(FIGURA 3I) estdo presentes em todas as espécies, bem como com
espessamento reticulado, com excecédo em B. glutinosum.

O cilindro vascular é do tipo atactostélico, sem limite nitido em
relagdo ao cortex (FIGURA 3H). Os feixes vasculares sdo colaterais,

circundados por bainha fibrosa continua ou descontinua.

TABELA 4- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NO PSEUDOBULBO
DAS ESPECIES DA SECAO Napelli.

Espécies Pseudobulbo
Espessamento da Epiderme - parede Cristal prismatico
cuticula periclinal externa
lignificada

B. atropurpureum 12,82 ym - +

B. cantallagense ni ni ni

B. glutinosum. 10,59 pm - +

B. granulosum 9,66 um - +

B. malachadena 6,67 um + +
B. micropetaliforme 17,82 um
B. napelli 8,92 ym
B napelli 9,03 pm

B. regnelli 10,4 pm - +

(+) presente; (-) ausente; (ni) ndo identificados

Lamina foliar

A lamina foliar apresenta estdmatos apenas na face abaxial. Em
vista frontal as células epidérmicas sédo poligonais (FIGURA 3J), com
excecdo de B. malachadena com formato irregular (FIGURA 3L). O tipo
de estbmato predominante é o tetracitico. Os estdmatos apresentam

camara supraestomatica, devido ao prolongamento da cuticula. Os
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tricomas estdo em depressao nas células epidérmicas, e sdo encontrados
em ambas as faces (FIGURAS 3J; 3K; 3N).

Em seccdo transversal a cuticula é espessa ou moderadamente
espessada (TABELA 5). A cuticula é estriada na face abaxial e lisa na
adaxial em quase todas as espécies (FIGURA 3L-3M), com excecao de B.
micropetaliforme e B. regnelli que é lisa em ambas as faces. A epiderme &
uniestratificada e apresenta células com parede periclinal externa ndo
lignificada (FIGURAS 3L-3M).

O mesofilo € heterogéneo com parénquima palicadico nas espécies
B. atropurpureum, B. cantallagense, B. micropetaliforme, B. regnelli e um
espécie de B. napelli, nas demais € fracamente heterogéneo, variando de
1-4 camadas de células ligeiramente alongadas e de 1-6 camadas de
parénquima esponjoso (FIGURA 3N). Cristais prismaticos estdo dispersos
no mesofilo, bem como drusas e réfides (TABELA 5). Idioblastos
traqueoidais com espessamento helicoidal foram registrados em todas as
espécies, bem como com espessamento reticulado na maioria delas, com
excecdo de B. cantagalense e em um espécime de B. napelli.

Os feixes vasculares sdo colaterais com bainha fibrosa continua
(FIGURA 3N) ou descontinua. Ocorrem entre 14-29 por lamina, alinhados

na regido mediana do mesofilo (TABELA 5).
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TABELA 5- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NA LAMINA FOLIAR
DAS ESPECIES DA SECAO Napelli

Espécies Lamina foliar
Espessura  Parénquima Parénquima Réfide Cristais Drusa N° de
da Palicadico esponjoso Prismaticos feixes
Cuticula vasculares

B.atropurpureum 15,05 pm 2 2-3 - + + 40
B. camtalagense 6,69 um 2-3 4-5 - _ + 20
B. glutinosum. 14,49 ym 2 2-3 + - + 36
B. granulosum 9,66 pm 2 3 - - + 26
B. malachadena 5,01 pm 2-3 2-3 + + - 32
B.micropetaliforme 18,58 um 3 5-6 - - + 28
B. napelli 9,75 pm 2 3 + - - 14
B napelli 9,47 um 1-3 2-3 - - + 28
B. regnelli 7,24 ym 2-4 1-3 + + - 20

(+) presente; (-) ausente
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velame (seta); B-D) B. malachadena: B) exoderme (ex); C) endoderme (en) e idioblastos
reticulados (seta); D) cilindro vascular com medula esclerificada (me). Pseudobulbo: E)
B. regnelli, vista frontal da epiderme com células poligonais; F) B. glutinosum, vista
frontal da epiderme com células irregulares; G) B. malachadena, corte transversal com
detalhe da epiderme (ep) e cuticula (seta); H) B. malachadena, corte transversal,
evidenciando feixes vasculares dispersos (seta) no parénquima aquifero com células
micilaginosas (azul); 1) B. micropetaliforme, idioblasto traqueoidal helicoidal. Lamina
foliar: J) B. atropurpureum, epiderme da face adaxial com células poligonais e insergdo
do tricoma (seta); K) B. malachadena, epiderme da face adaxial com células irregulares e
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insercdo do tricoma (seta); L) B. atropurpureum, corte transversal com epiderme (ep) da
face abaxial, estdbmato (es) e cuticula estriada (seta); M) B. atropurpureum, corte
transversal com epiderme (ep) da face adaxial com cuticula lisa (seta); N) B.
atropurpureum, corte transversal com mesofilo heterogéneo, insercdo de tricoma (seta
branca), parénquima palicadico (pp), parénquima esponjoso (pe), feixe vascular (seta) e
idiblastos traqueoidais (*).

3.1.4 Secao Micranthe

Raiz

O velame possui uma camada de células com paredes delgadas
(FIGURAS 4A-4B). A exoderme é uniestratificada com espessamento em
‘O” (FIGURA 4B). O cortex possui de 4-8 camadas de células de
parénquima fundamental (FIGURA 4A). Cristais prismaticos, drusas e
rafides sdo comuns a maioria das espécies (TABELA 6). Idioblastos
tragueoidais com espessamento helicoidal ou reticulado foram registrados
no coértex (TABELA 6). A endoderme € uniestratificada com células
espessadas em “O”, intercaladas com 1-3 células de passagem (FIGURA
4C). O cilindro vascular apresenta de 4-13 pélos xilematicos e medula

esclerificada (FIGURA 4D e TABELA 6).
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TABELA 6- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NA RAIZ DAS
ESPECIES DA SECAO Micranthe.

Espécies Raiz

Ne Idioblasto Idioblasto
camadas  traqueoidal traqueoial Cristais N° polos
do cortex helicoidal reticulado R&fide prismaticos Drusa xilematicos

ni ni ni ni ni ni 12-13
B.
chloroglossum
B. epiphytum 8 + - + - + 9-10
B. mentosum 4-5 + - + + - 4
B. micranthum 5 - + - + - 8
B. micranthum 4 - + + + - 6
B. ni + - + - i, 6
micronifolium
B. rupicolum ni ni + ni ni ni 10-11
B. rupicolum 5 - + + + R 7-8

(+) presente; (-) ausente; (ni) ndo identificado

Pseudobulbo

Em vista frontal as células epidérmicas possuem formato irregular
ou poligonal (FIGURA 4E, 4F). A cuticula é espessa em todas as espécies
(FIGURA 4G e TABELA 7). A epiderme é uniestratificada e a parede
periclinal externa € lignificada (FIGURA 4G) ou nao lignificadanas
(TABELA 7).

O cortex apresenta células de parénquima aquifero com células
mucilaginosas (FIGURA 4H) e parénquima amilifero em todas as
espécies. ldioblastos cristaliferos com rafides ocorrem em todas as
espécies, mas também sdo comuns 0s cristais prismaticos e mais

raramente drusas (TABELA 7). Idioblastos traqueoidais com

espessamento helicoidal estdo sempre presentes e com espessamento
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reticulados menos comumente (B. chloroglossum, B. epiphytum, B.
mentosum).

O cilindro vascular é do tipo atactostélico, sem limite nitido em
relagdo ao coértex. Os feixes vasculares sdo colaterais e envoltos por

bainha fibrosa continua ou descontinua (FIGURA 4H).

Tabela 7- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NO PSEUDOBULBO
DAS ESPECIES DA SECAO Micranthe

Espécies Pseudobulbo
Espessura da Parede Réafides Cristais Drusas
cuticula periclianal prismaticos
externa
lignificada

B.chloroglossum 23,97um + + + -
B.epiphytum 13,93um + + - -
B.mentosum 31,77um - + - +
B.micranthum 16,72pm - + + -
B.micranthum 14,26 pm + + + -
B.mucronifolium 20,04pm + - + -
B.rupicolum 11,15pum - + + -
B.rupicolum 33,45um - - - -

(+) presente; (-) ausente

Lamina foliar

A lamina foliar apresenta estdmatos apenas na face abaxial. Em
vista frontal as células epidérmicas sdo poligonais em todas as espécies
(FIGURA 4I). O tipo de estbmato predominante é o tetracitico (FIGURA
4J). Os estbmatos apresentam camara supraestomatica formada pelo
prolongamento da cuticula. Os tricomas sdo encontrados em ambas as

faces, inseridos em depressdo na epiderme. A cuticula é espessa em

todas as espécies, lisa em ambas as faces ou estriada somente na
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abaxial (FIGURA 4K-4L). A epiderme é uniestratificada e possui parede
periclinal externa lignificada na maioria das espécies (FIGURAS 4K-4M).

O mesofilo é heterogéneo em quase todas as espécies, com
excecdo de B. epiphytum, B. micronifolium e B. rupicolum, com mesofilo
fracamente heterogéneo com 3-7 camadas de parénquima pali¢cadico e 4-
8 de esponjoso, podendo ser bilateral (FIGURA 4M) ou isobilateral, nesse
caso com parénquima palicddico em ambas as faces. As espécies com
mesofilo fracamente heterogéneo também apresentam parénquima
aquifero. Cristais prismaticos e drusas podem estar presentes e rafides
sdo comuns a todas as espécies, podendo estar ausente em espécimes
de diferentes locais (TABELA 8). Idioblastos traqueoidais de
espessamento helicoidal (FIGURA 4N) ou reticulado sdao comuns a
maioria das espécies.

Os feixes vasculares sédo do tipo colateral, envoltos por bainha
fibrosa continua ou descontinua (FIGURA 4M-40). Ocorrem 14-38 por

|lamina foliar, alinhados na regido mediana do mesofilo (TABELA 8).
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TABELA 8- PRESENCA E ORGANIZAGCAO DAS ESTRUTURAS NA FOLHA DAS
ESPECIES DA SECAO Micranthe

Espécies Folha
Espessur Parede Parénquim Parénquim Réafid Cristal Drus N°
ada periclin a a e prismaétic a feixes
cuticula al palicadico  esponjoso o] vascula
externa r
espessa
B. 33.45um + - 4-8 + + + 20
chloroglossum
B.epiphytum 13,38um + 4-7 5-7 + + - 14
B. mentosum 42,37um + - 9-11 + + - 38
B.micranthum 13,38um + 5 7 + + + 20
B.micranthum 12,85um + 5 5 + + + 16
B.mucronifoliu 21,82um + - 7-8 - - - 17
m
B. rupicolum 15,61um + 4-6 6-8 + - - 23
B. rupicolum 12,26um - 3-4 4-5 - + - 16

(+) presente; (-) ausente
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Figura 4- Raiz: cortes transversais. A) Bulbophyllum micranthum, vista geral; B) B.
micranthum, detalhe do velame (ve) e exoderme (seta); C) B. micranthum, detalhe da
endoderme (seta preta) com células de passagem (seta branca); D) B. micranthum
cilindro vascular com medula esclerificada (me) e poélos floematicos (setas).
Pseudobulbo: E) B. mucronifolium, epiderme com células irregulares; F) B. rupicolum,
epiderme com células poligonais; G) B. chloroglossum, corte transversal da epiderme
(ep) com cuticula espessa (seta preta) e parede periclinal externa lignificada (seta
branca); H) B. chloroglossum, corte transversal evidenciando parénquima aquifero com
células mucilaginosas (azul) e feixes vasculares dispersos; Lamina foliar: 1) B.
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mentosum, vista frontal da epiderme, face adaxial com células poligonais; J) B.
epiphytum, face abaxial com estémato tetracitico; K) B. epiphytum, epiderme (ep) em
corte transversal com parede periclinal externa espessa e lignificada (seta branca),
cuticula estriada (seta preta) e estdmato (*); L) B. chloroglossum, epiderme (ep) em corte
transversal, com parede periclinal externa espessa e lignificada (seta branca) e cuticula
lisa (seta preta); M) B. chloroglossum, seccéo transversal com mesofilo heterogéneo,
parénquima palicadico (PP), parénquima esponjoso (pe) e feixes vasculares (setas); N)
B. epiphytum, idioblasto traqueoidal espiralado; O) B. mentosum, feixe vascular com
bainha fibrosa descontinua.

3.1.6 Secéao Didactyle

Raiz

O velame possui células com parede delgadas e é constituido de
uma camada na maioria das espécies (FIGURA 5A-5C) com excessao de
B. weddelli com duas camadas (FIGURA 5B). A exoderme é
uniestratificada, com espessamento em U invertido (N) (FIGURA 5C) ou
em “O”. B. perii apresentou tanto espessamento em N quanto em O
(FIGURA 5B).

O cortex apresenta de 4-7 camadas de células parénquimaticas
(FIGURAS 5A- 5E, TABELA 9). Cristais prismaticos ocorrem somente em
B. exaltatum, enquanto rafides estdo presentes em todas as espécies.
Idioblastos traqueoidais com espessamento helicoidal sdo frequentes em
todas as espécies enquanto que 0s com espessamento reticulado
(FIGURA 5D) foram encontrados em B. perii, B. tripetalum e B. weddelli. A
endoderme é uniestratificada e as células possuem espessamento em
“O”, intercaladas com 1-3 células de passagem (FIGURA 5D). O cilindro
vascular apresenta de 6-19 pélos xilematicos e medula parenquimatica ou

esclerificada (FIGURA 5E e TABELA 9).
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TABELA 9- PRESENCA E ORGANIZA:CAO DAS ESTRUTURAS NA RAIZ E
PSEUDOBULBO DAS ESPECIES DA SECAO Didactyle

Espécies Raiz Pseudobulbo

N° camadas do cortex N° pélos xileméaticos Espessura da
cuticula
Bulbophyllum exaltatum 5 9-0 12, 61 pm
Bulbophyllum involutum 5 9-19 17,09 pm
Bulbophyllum perii 5 8-9 10, 03 pm
Bulbophyllum perii 7 6-7 9, 66 um
Bulbophyllum tripetalum 4-5 11-12 22,30 um
Bulbophyllum weddellii 6-7 9-10 20, 05 um

(+) presente; (-) ausente

Pseudobulbo

Em vista frontal as células epidérmicas sao poligonais, retangulares
(FIGURA 5F-5G) ou irregulares. Em seccdo transversal a cuticula é
moderadamente espessa ou espessa (FIGURA 5H-51) na maioria das
espécies (TABELA 9). A epiderme é uniestratificada com parede periclinal
nao lignificada em B. exaltatum, B. involutum, um espécime de B. perii e
B. weddellii ou delgada nas demais espécies.

Hipoderme esclerificada foi identificada apenas em B. weddelli
(FIGURAS 5H-5I). O cortex € constituido de parénquima aquifero com
células mucilaginosas e amiliferas. Idioblastos cristaliferos com réafides
sdo comuns a todas as espécies. Idioblastos traqueoidais com
espessamento helicoidal sdo comuns a todas as espécies (FIGURA 5J).
Idioblastos traqueoidais com espessamento reticulado sdo menos
frequentes, sendo identificado apenas em B. exaltatum, um espécime de
B. perii e B. weddellii.

O cilindro vascular é do tipo atactostélico, sem limite nitido em
relacdo ao cortex. Os feixes vasculares sdo colaterais e envoltos por

bainha fibrosa continua ou descontinua (FIGURAS 5H).
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Lamina foliar

A lamina apresenta estdmatos apenas na face abaxial. As células
epidérmicas sdo poligonais em ambas as faces (FIGURA 5K). O tipo
predominante de estdmato é o tetracitico (FIGURA 5L). Os estdmatos séo
visualizados no mesmo nivel das células epidérmicas formando uma
camara supraestomatica através de prolongamentos da cuticula. Os
tricomas ocorrem na epiderme de ambas as faces. Estes sdo bicelulares,
com uma célula basal embutida na epiderme e uma célula apical
alongada, com apice obtuso (FIGURA 5M). Sdo caducos e observados
somente em laminas foliares jovens, nas laminas foliares adultas somente

a célula basal é visualizada.

Em seccdo transversal a cuticula é moderadamente espessa ou
espessa (TABELA 10). A cuticula é estriada na face abaxial e lisa na
adaxial em todas as espécies (FIGURA 5M-5N). A epiderme é
uniestratificada, as células epidérmicas apresentam parede periclinal
externa sem lignificacdo (FIGURA 5M-5N).

O mesofilo € homogéneo com parénquima esponjoso com 4-8
camadas em B. exaltatum, B. involutum e B. perii (FIGURA 50) e
fracamente heterogéneo com 3-6 camadas de parénquima pali¢adico e 5-
7 de esponjoso em B. tripetalum e B. weddellii (FIGURA 5P). Réafides
ocorrem em todas as espécies, mas cristais prismaticos e drusas também
podem estar presentes (TABELA 10). Idioblastos traqueoidais com
espessamento helicoidal e reticulado foram encontrados em todas as

espécies (FIGURA 50-5P).
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Os feixes vasculares, em numero de 26-40 por lamina, sdo
colaterais e alinhados na regido mediana do mesofilo. Estes séo envoltos
por bainha fibrosa continua ou descontinua (FIGURA 50-5P). As

variagoes estruturais estdo sumarizadas na tabela 10.

TABELA 10- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NAS LAMINAS
FOLIARES DAS ESPECIES DA SECAO Didactyle

Espécies Lamina foliar
N° de
Espessurada Parénquima Parénquima Cristal feixe
cuticula palicadico esponjoso prismético Drusa vascular

B.exaltatum 9,46 um - 9 + - 34
B.involutum 20,81 pm 6 7 - - 40
B. perii 7,24 ym - 8 + - 26
B. perii 3,56 um - 4-5 - - 26
B. tripetalum 12,26 pm - 5-7 - - 28
B.weddellii 23,93 pm 3-4 5 - + 32

(+) presente; (-) ausente
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Figura 5- Raiz: Secc¢des transversais. A) Bulbophyllum involutum, vista geral, B) B.
weddellii, velame bisseriado (ve); C) B. involutum, velame unisseriado (ve) e exoderme
com espessamento em “U” invertido; D) B. exaltatum, endoderme (seta preta) e
idioblasto com espessamento reticulado (seta branca); E) B. involutum, cilindro vascular
e medula esclerificada (me). Pseudobulbo: F) B. exaltatum, vista frontal da epiderme
com células poligonais; G) B. perii, vista frontal da epiderme com células retangulares; H)
B. weddellii, corte transversal evidenciando células mucilaginosas (azul) e feixes
vasculares (setas); 1) B. weddellii, corte transversal com hipoderme (hp) e cuticula
espessa (seta); J) B. weddellii, idioblasto traqueoidal helicoidal. Lamina foliar: J) B.
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exaltatum, epiderme da face adaxial com células poligonais; L) B. exaltatum, epiderme
da face abaxial com estdbmato tetracitico; M) B. perii, corte transversal com tricoma
composto de célula basal (seta branca) e célula apical alongada (seta preta); N) B.
weddellii, corte transversal da epiderme (ep) com cuticula estriada (seta) na face abaxial;
O) B. exaltatum, corte transversal da epiderme (ep) com cuticula lisa (seta). P) B.
exaltatum, corte transversal com mesofilo homogéneo, feixe vascular (seta), idioblasto
traqueoidal (*); Q) B. weddellii, corte transversal evidenciando mesofilo heterogéneo,
idioblasto traqueoidal (*).

3.1.7 Secao Xiphizusa

Raiz

O velame possui uma camada de células com paredes delgadas
(FIGURAS 6A-6B). A exoderme é uniestratificada com espessamento em
“‘O” (FIGURA 6B). O cortex apresenta de 4-6 camadas de parénquima
(FIGURA 6A TABELA 11). Células parenquimaticas com conteudo
amilifero foram encontradas em B. ciluliae. Réfides estdo presentes em
guase todas as espécies enquanto que cristais prismaticos sdo raros
(TABELA 11). Idioblastos traqueoidais com espessamento helicoidal
foram identificados apenas em B. ciluliae, B. chloropterum e B. dusenii. A
endoderme é uniestratificada com células espessadas em “O”,
intercalandas com 1-3 células de passagem (FIGURA 6C). O cilindro
vascular apresenta de 5-10 pdlos xilematicos e medula esclerificada

(FIGURA 6D e TABELA11).
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TABELA 11- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NA RAIZ DAS
ESPECIES DA SECAO Xiphizusa.

Espécies Raiz
N° de camadas do Rafides Cristais prismatios Numero de podlos
cortex xilméticos
B. bidentata 4 + - 8-9
B. chloropterum 6 + - 6-7
B. ciluliae 4-5 + - 8-9
B. dusenii 4-5 + - 5-6
B. filifolium ni ni ni ni
B. gladiatum 4 + - 7
B. gladiatum 5 + - 7
B. plumosum 5 + - 6-7
B. plumosum 5 - + 6

(+) presente; (-) ausente; (ni) ndo identificado

Pseudobulbo

Em vista frontal as células epidérmicas sdo poligonais ou
irregulares (FIGURA 6E-6F). Em secdo transversal a cuticula pode ser
pouco espessa, moderadamente espessa ou espessa dependendo da
espécie (FIGURA 6G-6H, TABELA 12). A epiderme € uniestratificada com
parede periclinal externa lignificada ou sem lignificacdo dependendo da
espécie (TABELA 12).

O cortex apresenta parénquima aquifero com células
mucilaginosas (FIGURA 61) e amiliferas.  Cristais prismaticos, drusas e
rafides estdo presentes no cOrtex das espécies de acordo com a
apresentacao na tabela 12. Idioblastos traqueoidais com espessamento

helicoidal estdo presentes em quase todas as espécies, com excecao de
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B. ciluliae. Idioblasto traqueoidal com espessamento reticulado esta
presente em B. bidentatum, B. dusenii e B. gladiatum (FIGURAS 6J).

O cilindro vascular é do tipo atactostelo, sem limite em relacdo ao
cortex. Os feixes vasculares sé@o colaterais e envoltos por bainha fibrosa

continua ou descontinua.

TABELA 12- PRESENCA E ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS NO PSEUDOBULBO
DAS ESPECIES DA SECAO Xiphizusa

Espécies Pseudobulbo
Espessura da Parede Rafides Cristais Drusas
cuticula periclianal Prismaticos
externa
lignificada
B. bidentata 14,49 pm + +
B. chloropterum 7,8 um + + + +
B. ciluliae 8,92 uym +
B. dusenii 2,97 pm - +
B. filifolium 5,59 pm + + +
B. gladiatum 5,01 pm - + +
B. gladiatum 11,15 pm - +
B. plumosum 8,92 um + +
B. plumosum 12,26 pm - + + +

(+) presente; (-) ausente

Lamina foliar

A lamina foliar apresenta estdmatos na face abaxial. As células
epidérmicas apresentam formato poligonal, irregular ou retangular
(FIGURA 6K). Os estdbmatos sao predominantemente do tipo tetracitico e
visualizados no mesmo nivel das células epidérmicas (FIGURA 6K). Os
tricomas ocorrem em depressdo na epiderme e sdo encontrados em

ambas as faces (FIGURA 6L).
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A cuticula é espessa ou moderadamente espessa, estriada na face
abaxial lisa na adaxial (FIGURA 6M- 6N). A epiderme € uniestratificada,
com parede periclinal externa néo lignificada em todas as espécies.

O mesofilo € heterogéneo ou fracamente heterogéneo (FIGURA
60, TABELA 13) ou raramente homogéneo como em B. dusenii (FIGURA
6P). Réfides foram registradas em todas as espécies, enquanto oscristais
prismaticos podem ou nao ocorrer, estando ausentes em B. dusenii.
Idioblastos traqueoidais com espessamento helicoidal sdo comum a todas
as espécies, enquanto que os de espessamento reticulado foram
identificados para quase todas as espécies, com excec¢ao de B. ciluliae e
B. dusenii.

Os feixes vasculares s&o do tipo colateral, circundados por bainha
fibrosa continua ou descontinua. Os mesmo estdo alinhados na regido
mediana do mesofilo, podendo apresentar de 6-34 feixes por limbo

(FIGURAS 60-6P).
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TABELA 13- PRESENCA E ORG@NIZACAO DAS ESTRUTURAS NAS LAMINAS
FOLIARES DAS ESPECIES DA SECAO Xiphizusa

Espécies Lamina foliar
Espessura da cuticula Parénquima paligadico Parénquima esponjoso

B. bidentata 28,99 um 3 3-5
B. chloropterum 9,47 pm 3-4 5-6
B. ciluliae 7,24 pm 2 2-3
B. dusenii 3,12 ym - 3-5
B. filifolium 8,92 uym 2-3 2-3
B. gladiatum 6,69 pm 1-2 2-3
B. gladiatum 10,03 pm 1-2 3-4
B. plumosum 11,00 pm 2-3 5-6
B. plumosum 15,05 pm 2-3 4-5

(+) presente; (-) ausente
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Figura 6- Raiz, secBes transversais: A) Bulbophyllum plumosum, vista geral, velame
(ve); B) B. chloropterum, detalhe do velame (ve) e exoderme (seta); C) B. plumosum,
detalhe da endoderme (seta preta) com célula de passagem (seta branca); D) B.
plumosum, cilindro vascular com medula (me) esclerificada. Pseudobulbo: E) B.
gladiatum, vista frontal da epiderme com células poligonais; F) B. filifolium, vista frontal
da epideme com células irregulares; G) B. dusenii, corte transversal com epiderme (seta
preta) e cuticula fina (seta branca); H) B. plumosum corte transversal com epiderme (ep)
uniestratificada e cuticula espessa (seta); 1) B. plumosum, corte transversal evidenciando
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células mucilaginosas (azul); J) B. bidentata, idioblasto traqueoidal reticulado. Lamina
foliar: K) B. filifolium, vista frontal da face abaxial com células retangulares e estdmato
tetracitico; L) B. plumosum, vista frontal da epiderme com insergdo de tricoma (seta); M)
B. filifolium, corte transversal com epiderme (ep) e cuticula estriada (seta); N) B.
chloropterum, corte transversal com epiderme (ep) e cuticula lisa (seta); O) B. plumosum,
corte transversal com mesofilo heterogéneo evidenciando feixes vasculares (setas),
idioblastos traqueoidais (*), parénquima palicadico (pp) e parénquima esponjoso (pe); P)
B. dusenii, corte transversal com mesofilo homogéneo evidenciando feixes vasculares
(setas), idioblastos traqueoidais (*).

3.1.8 Grupo externo

A) Bulbophyllum (asiaticos e africanos)

Raiz

O velame apresenta uma camada de células com paredes
periclinais externas e anticlinais delgada e periclinal interna lignificada
(FIGURA 7A). Tilossomos estdo presentes nas espécies B. crassipes, B.
falcatum, B. lobbii e B. scaberulum (FIGURA 7B, TABELA 14). A
exoderme € uniestratificada com células espessadas em “O” (FIGURAS
7A e 7B).

O cortex apresenta 5-6 camadas de parénquima (TABELA 14),
com ou sem amido. As rafides estao presentes em todas as espécies e
drusas somente em B. falcatum. Idioblastos traqueoidais com
espessamento helicoidal foram registrados em B. saltatorium, e com
espessamento reticulado em B. crassipes, B. lobbii e B. scaberulum. A
endoderme ¢é uniestratificada com células espessadas em “O”,
intercaladas com 1-3 células de passagem (FIGURA 7C).

O cilindro vascular apresenta de 8-18 polo xileméatico (TABELA 14)

e medula esclerificada.



53

TABELA 14- PRESENCA E ORGANIZAGAO DAS ESTRUTURAS NA RAIZ DAS
ESPECIES DO GRUPO EXTERNO.

Espécie Raiz
Tilossomos N° de camadas do Drusas N° de polos
cortex xileméticos
B. crassipes + 5 - 10-11
B. falcatum + 5 + 13-14
B. lobbii + 5-6 - 8-9
B. saltatorium - 5-6 - 17-18
B. scaberulum + 6 - 14-15

(+) presente; (-) ausente

Pseudobulbo

Em vista frontal as células epidérmicas sdo poligonais (FIGURA
7D-7E) na maioria das espécies, podendo também ocorrer no formato
irregular. Tricoma com extremidade arredondada, inserido em depresséo
na epiderme, foi registrado em B. saltatorium (FIGURAS 7E-7F).

Em seccéo transversal a cuticula é espessa ou moderadamente
espessa (FIGURA 7G, TABELA 15). A epiderme € uniestratificada com
parede periclinal externa lignificada em B. falcatum e sem lignificagdo nas
demais espécies.

O coértex é composto de parénquima aquifero com células
mucilaginosas (FIGURA 71). Em B. crassipes a mucilagem esta presente
dentro dos idioblastos treaqueoidais helicoidais (FIGURA 7H). Réfides
estdo presentes em todas as espécies, cristais prismaticos somente em B.
scaberulum (TABELA 15). Idioblastos traqueoidais com espessamento
helicoidal sdo comuns a todas as espécies (FIGURA 7H), enquanto 0s

com espessamento reticulado foram registrados apenas em B. lobbii.
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O cilindro vascular € do tipo atactostélico, sem limite nitido em
relagdo ao cortex. Os feixes vasculares s@o colaterais, envoltos por

bainha fibrosa que pode ser continua ou descontinua.

TABELA 15- PRESENCA E ORGANIZAGAO DAS ESTRUTURAS NO PSEUDOBULBO
DAS ESPECIES DO GRUPO EXTERNO

Espécies Pseudobulbo
Espessura da cuticula Réfides Cristais prismaticos
B. crassipes 6,55 pm +
B. falcatum 5,57 pm +
B. lobbii 8,36 pm
B. saltatorium 8,92 uym +
B. scaberulum 14,12 pm + +

(+) presente; (-) ausente

Lamina foliar

A lamina foliar apresenta estbmatos somente na face abaxial. As
células epidérmicas sdo poligonais em todas as espécies (FIGURA 7J).
Os estbmatos sdao tetraciticos, posicionados no mesmo nivel das demais
células epidérmicas (FIGURA 7K). Os tricomas ocorrem em ambas as
faces da folha, inseridos abaixo do nivel das demais células epidérmicas
(FIGURA 7L).

A cuticula é espessa ou moderadamente espessa (FIGURA 7L,
TABELA 16), e apresenta estriagcbes nas duas faces em B. saltatorium.
Nas demais espécies a face abaxial € estriada e a adaxial é lisa. A
epiderme é uniestratificada, com parede periclinal externa sem lignificacao

(FIGURA 7L).
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Hipoderme esclerificadas € encontrada em ambas as faces apenas
em B. falcatum e B. scaberulum (FIGURA 7N), e ausente nas demais
espécies. O mesofilo € heterogéneo nas espécies B. crassipes (FIGURA
7M), B. lobbii e B. saltatorium, com 2-3 camadas de parénquima
palicadico e 4-5 de esponjoso, e homogéneo em B. falcatum e B.
scaberulum, com 2-5 camadas parénquima esponjoso. Réafides e drusas
foram registradas na maioria das espécies (TABELA 16). Idioblastos
tragueoidais com espessamento helicoidal estdo presentes em todas as
espécies, tendo conteddo mucilaginoso em B. crassipes e B. lobbii.
Idiblastos traqueoidais com espessamento reticulado foram registrados
em quase todas as espécies exceto em B. lobbii.

Os feixes vasculares sao colaterais e circundados por bainha
fibrosa continua ou descontinua. Estes sdo alinhados na regido mediana
do mesofilo ocorrendo de 26-52 feixes vasculares por lamina (TABELA

16).

TABELA 16- PRESENCA E VARIACAO DAS ESTRUTURAS NA LAMINA FOLIAR DAS
ESPECIES DO GRUPO EXTERNO.

Espécies Lamina foliar
Espessura da Parénquima Parénquima Réfides Drusas
cuticula palicadico esponjoso
B. crassipes 6,49 pm 2-3 4 +
B. falcatum 8,02 um - 2-4 - +
B. lobbii 5,56 um _ 5 + +
B. saltatorium 8,92 um 3-4 5
B. scaberulum 12,63 pm - 5 + +

(+) presente; (-) ausente
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Figura 7- Raiz: Secles transversais A) Bulbophyllum crassipes, detalhe do velame
unisseriado (ve) e exoderme (seta); B) B. crassipes, pormenor do tilossomo (seta); C) B.
lobbii, endoderme (seta preta) com células de passagem (seta branca) e cilindro
vascular. Pseudobulbo: D) B. scaberulum, vista frontal da epiderme com células
poligonais; E) B. saltatorium, vista frontal de um tricoma; F) B. saltatorium, vista frontal de
um tricoma em MEV; G) B. saltatorium, corte transversal com epiderme (seta branca) e
cuticula espessa (seta preta); H) B. crassipes, idioblasto traqueoidal globoso com
mucilagem no seu interior. |) B. lobbii, cértex e cilindro vascular com células
mucilaginosas. Lamina foliar: J) B. lobbii, vista frontal da face adaxial com células
poligonais; K) B. crassipes, vista frontal de um estdmato tetracitico; L) B. crassipes, corte
transversal com cuticula estriada (seta branca) e insercéo de tricoma (seta preta) na face
abaxial; M) B. scaberulum, hipoderme esclerifica (seta) na face adaxial; N) B. crassipes,
corte transversal com idioblastos tragueoidais alongados e globosos (setas),
evidenciando mesofilo heterogéneo.
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B) Dendrobium kingianum

Raiz

O velame apresenta varias camadas de células cujas parede
possuem espessamentos delgados dispostos helicoidalmente (FIGURA
8A). A exoderme é uniestratificada com células espessadas em “O”
(FIGURA 8A).

O cortex apresenta seis camadas de células parénquimaticascom
contetdo amilifero e idioblastos traqueoidais dispersos. A endoderme é
uniestratificada com células espessadas em “O”, intercaladas por duas
células de passagem.

O cilindro vascular apresenta dez polos xilematicos e medula

esclerificada.

Pseudobulbo

Em vista frontal as células epidérmicas séo poligonais alongadas.
Em seccao transversal a cuticula € moderadamente espessa (6,69um). A
epiderme é uniestratificada com parede periclinal externa nao lignificada.

O cértex € composto de parénquima aquifero com células
mucilaginosas e amido. Idioblastos cristliferos (cristais prismaticos e
rafides) e idioblastos traqueoidais com espessamento reticulado integram
a regiao cortical.

O cilindro vascular é do tipo atactostélico, sem limite nitido em
relacdo ao cortex. Os feixes vasculares sdo colaterais, envoltos por

bainha de esclerénquima.
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Lamina foliar

As células epidérmicas sdo poligonais e os estbmatos ocorrem
somente na face abaxial. Esses sdo tetraciticos, posicionados no mesmo
nivel das demais células epidérmicas. Os tricomas estdo embutidos na
epiderme e sao encontrados em ambas as faces.

A cuticula € moderadamente espessa (3,34um) e lisa. A epiderme
€ uniestratificada com células com parede periclinal externa sem
lignificagao.

O mesofilo € homogéneo, com trés camadas de parénquima
regular. Idioblastos cristaliferos (rafides e drusas) e idioblastos
tragueoidais com espessamento reticulado estéo presentes.

Os feixes vasculares colaterais, cerca de 52 por lamina foliar,
distribuem-se em uma Unica linha na por¢cdo central no mesofilo. Estes
sdo envoltos por bainha fibrosa (FIGURA 8B). Estegmatas estao

presentes na regido dos pélos floeméaticos e xileméaticos (FIGURAS 8B -

8C).
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Figura 8- Dendrobium kingianum - Se¢des transversais- Raiz: A) detalhe do velame (ve)
multisseriado. Lamina foliar: B) corte transversal com estegmatas periféricos ao
esclerénquima do feixe vascular (seta); C) corte longitudinal do feixe vascular com
estegmatas periféricos (setas).

3.2 Andlise Cladistica

De acordo com a variacdo encontrada nos 6rgaos analisados, foram
codificados 33 caracteres (30 qualitativos e 3 quantitativos), sendo 28
binarios e cinco multiestados. A matriz de caracteres encontra-se no
Anexo 1.

A andlise de maxima parcimonia para os dados anatdmicos reteve
73 arvores mais parcimoniosas. O consenso estrito destas arvores mais
parcimoniosas, porcentagem de bootstrap e indice de Decaimento sao
apresentados na Figura 9 e as informacdes sobre a andlise filogenética
estdo presentes na tabela 17. As sinapomorfias ocorrentes na topologia
do consenso estrito sdo apresentadas na figura 10.

O ramo que separa o grupo de Bulbophyllum do grupo externo
apresentou um alto suporte (porcentagem de bootstrap de 100, indice de
decaimento de 100, por outro lado todas as demais espécies foram
agrupadas em uma politomia.

Para examinar a evolucdo dos caracteres anatdbmicos, uma
segunda analise foi necessaria. Nesta analise, 0os caracteres anatdmicos
foram plotados sobre a topologia proposta para o grupo através de dados
de sequéncias nucleotidicas do genoma nuclear e plastidial combinadas,

extraidas de Smidt et al. (2011).
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Para que esta arvore fosse gerada foi necessaria a retirada das
seguintes espécies: B. chloropterum, B. crassipes, B. dusenii, B.
glutinosum, B. granulosum, B. involutum, B. saltatorium e B. scaberulum,
totalizando ao final 27 espécies e 33 caracteres. Dos caracteres
analisados, nove foram constantes, 20 foram parsimoniosamente
informativos e quatro ndo foram parsimoniosamente informativos. Todos

os indices dos caracteres diagnésticos estdo sumarizados na tabela 18.

TABELA 17- RESULTADO DAS ANALISES FILOGENETICAS COM A COMBINACAO
DE CARACTERES ANATOMICOS E MOLECULARES

Anatbmica Combinada
Comprimento da Arvore 168 105
indice de Consisténcia (IC) 0,190 0,266
indice de Retenco (IR) 0,186 0,341

indice de Homoplasia (IH) 0,810 0,733




61

7 Dendrobium kingianum

Bulbophyllum plumosum

Bulbophyllum gladiatum

Bulbophyllum filifolium

Bulbophyllum dusenii

Bulbophyllum chloropterum

Bulbophyllum ciluliae

Bulbophyllum bidentata

Bulbophyllum napelli

Bulbophyllum micropetaliforme

Bulbophyllum malachadenia

Bulbophyllum glutinosum

Bulbophyllum cantallagense

Bulbophyllum micronifolium

Bulbophyllum nagelli

Bulbophyllum scaberulum

Bulbophyllum saltatorium

Bulbophyllum lobbii

Bulbophyllum falcatum

Bulbophyllum crassipes

Bulbophyllum weddelli

Bulbophyllum tripetalum

Bulbophyllum perii

Bulbophyllum involutum

Bulbophyllum exaltatum

Bulbophyllum bracteolatum

Bulbophyllum granulosum

24/13 Bulbophyllum cirrhosum

7~ Bulbophyllum epiphytum

24/10 Q:: Bulbophyllum mentosum_ BA
36/22 Bulbophyllum chloroglossum

7~ Bulbophyllum atropurpureum

[7— Bulbophyllum regnelli

Bulbophyllum rupiculum

7 Bulbophyllum micranthum

100/100
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FIGURA 9- Arvore de consenso estrito de 73 arvores retidas pela analise de méaxima
parsimdnia com a inclusdo de caracteres anatdbmicos. A porcentagem de bootstrap e o
Indice de decaimento estdo indicados abaixo dos ramos.
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— Dendrobium kingianum

— Bulbophyllum plumosum

—  Bulbophyllum gladiatum
30 Bulbophyllum filifolium
Bulbophyllum dusenii
16,20  Bulbophyllum chloropterum
15 Bulbophyllum ciluliae
Bulbophyllum napelli
Bulbophyllum micropetaliforme
Bulbophyllum malachadenia
Bulbophyllum cantallagense
Bulbophyllum nagelli
Bulbophyllum saltatorium
15 Bulbophyllum lobbii

59  Bulbophyllum falcatum
— Bulbophyllum crassipes
0,11 Bulbophyllum_weddelli
Bulbophyllum tripetalum
Bulbophyllum perii

17 Bulbophyllum involutum
Bulbophyllum exaltatum
Bulbophyllum bracteolatum

___[:: Bulbophyllum granulosum
Bulbophyllum cirrhosum

17 Bulbophyllum bidentata
3 14,15  Bulbophyllum micronifolium
— Bulbophyllum epiphytum
28 10, 30 Bulbophyllum mentosum B.
16 14  Bulbophyllum chloroglossum
— Bulbophyllum glutinosum
—57—55——— Bulbophyllum scaberulum
14 ! 26— Bulbophyllum atropurpureum
20,27 79 Bulbophyllum regnelli

28 Bulbophyllum rupiculum
— Bulbophyllum micranthum

FIGURA 10- Sinapomorfias encontradas na andlise filogenética com caracteres

anatdmicos, comum para as 73 arvores retidas.
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TABELA 18- iNDICE DAS ARVORES MAIS PARCIMONIOSAS DE CADA CARATER
DIAGNOSTICO.

Min Tree Max G-

Character Range steps steps steps CI RI RC HI  fit
1 1 1 2 2 0.500 0.000 0.000 0.500 0.7530
3 1 1 4 4 0.250 0.000 0.000 0.750 0.500
4 1 1 6 6 0.167 0.000 0.000 0.833 0.375
5 1 1 2 2 0.5300 0.000 0.000 0.500 0.7530
6 1 1 5 8§ 0.200 0.429 0.086 0.800 0.429
7 1 1 2 2 0.5300 0.000 0.000 0.500 0.7530
10 1 1 6 10 0.167 0.444 0.074 0.833 0.375
11 1 1 5 7 0.200 0.333 0.067 0.800 0.429
12 1 1 1 1 1.000 0/0 0/0 0.000 1.000
15 1 1 7 8§ 0.143 0.143 0.020 0.857 0.333
16 1 1 3 3 0.333 0.000 0.000 0.667 0.600
7 1 1 3 3 0.333 0.000 0.000 0.667 0.600

18 1 1 2 2 0.5300 0.000 0.000 0.500 0.7530
20 1 1 6 12 0.167 0.545 0.091 0.833 0.375
21 1 1 8 12 0.125 0.364 0.045 0.875 0.300
23 1 1 1 5 1.000 1.000 1.000 0.000 1.000
26 2 2 10 13 0.200 0.273 0.055 0.800 0.273
7 1 1 5 5 0.200 0.000 0.000 0.800 0.429

28 1 1 8 10 0.125 0.222 0.028 0.875 0.300
29 1 1 7 12 0.143 0.455 0.065 0.857 0,333
30 1 1 1 1 1.000 0/0 0/0 0.000 1.000
31 4 4 9 15 0.444 0.545 0.242 0.5536 0.375
32 1 1 1 1 1.000 0/0 0/0 0.000 1.000
33 1 1 1 1 1.000 0/0 0/0 0.000 1.000

(9 constant characters not shown)

Estatistica dos caracteres sobre a topologia resultante de analises filogenética molecular
(Smidt et al. 2011). CI- indice de consisténcia; RI- indice de retencdo; RC- indice de
consisténcia redimensionado; HI- indice de homoplasia

Os caracteres sinapomoérficos (constantes) para todas as espécies
analisadas (incluindo os grupos externo e basais) foram (8) tipo de
espessamento da endoderme, (9) auséncia de tricomas no pseudobulbo,
(13) mucilagem no pseudobulbo, (14) auséncia de estegmata no
pseudobulbo, (19) presenca de tricomas na folha, (22) cuticula lisa na
face adaxial na lamina foliar, (24) face de distribuicdo do estdémato, (25)
tipo de estdmato (32) tipo de idioblasto traqueoidal. Os caracteres nao
informativos foram (2) espessamento da exoderme, (12) hipoderme
esclerificada no pseudobulbo, (30) hipoderme esclereficada na lamina

foliar e (33) idioblastos traqueoidais com mucilagem na lamina foliar.
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As espécies D. kingianum (grupo externo) e B. weddellii
apresentam mais que uma camada de velame (1), diferente das espécies
das demais secdes que apresentam apenas uma camada. Os tilossomos
(3) estao presentes nas espécies do grupo basal.

Idioblastos traqueoidais no cortex das raizes (4) ocorrem em todas
as espécies. Os que apresentam espessamento helicoidal foram
registrados na maioria dos individuos, enquanto que 0s com
espessamento reticulado foram observados apenas nas espécies
netropicais. Réafides na raiz (5) s6 ndo estdo presentes no grupo externo e
em B. regnelli da secdo Napelli (homoplasia reversa, quando um carater
modifica-se retornando do estado derivado para o primitivo). O grupo
externo, espécies basais, as secdes neotropicais Bulbophyllaria, e
Furvensces ndo apresentam cristais prismaticos na raiz (6), na secao
Micranthae a presenca dessas estruturas é diagnostico, enquanto que
nas demais secbes ocorrem em algumas espécies (homoplasia paralela,
quando a partir do mesmo estado primitivo, surgem duas ou mais vezes o
mesmo estado primitivo). Drusas na raiz (7) ocorrem em apenas duas

espécies B. falcatum e B. micropetaliforme.
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J 10 O Kingianum A
10 B lobbii
0 B ralcatum} B
l_H:I B cimhosum
[ 1 ! B bracteclatum C
O B nagellii
B B epiphytum

D

® B rupicolum
B B micramthum

B mucronifolium

B chiocroglossum
® B mentosul
O B cilulias
B filifolium
O B bidentata
® B plumosum
@ B gladiatum

Character: cristais W B exaltatum

prismaticos na raiz = O B peri

O B tripetalum

sﬁﬂTﬁm

0O B weddelli
¥ B atropurpursum
[ Jausente B B malachadenia
] presente 0 B napelii
[———— 0 B micropetaliforme H

B_cantagalense

B B regnellii

FIGURA 11- Arvore mais parcimoniosa (Cl- 0,500; RI- 0,000; HI- 0,500) evidenciando a
reconstrucdo do estado ancestral cristais prismaticos na raiz, sustentando os ramos que
agrupam as espécies da secdo Furvescens e Didactyle. As cores nos ramos indicam o
estado de carater evidenciado na legenda. A- Grupo externo; B- Bulbophylum
pantropicais; C- secdo Bulbophyllaria; D- se¢édo Furvescens; E- secdo Micranthae; F-
secdo Xiphizusa; G- se¢do Didactyle; H- secdo Napelli. ClI- indice de consisténcia; RI-
indice de reten¢éo; HI- indice de homoplasia.

O carater cuticula moderadamente espessa no pseudobulbo (10) é
uma sinapomorfia para o grupo externo, espécies basais e a secao
Bulbophyllaria. As secdes Furvensces e Micranthe apresentam cuticula
espessa, enquanto nas demais espécies as duas caracteristicas sao
encontradas, caracterizando uma possivel homoplasia reversa. A parede
periclinal externa das células epidérmicas do pseudobulbo (11) apresenta-
se ndo lignificada no grupo externo, espécies basais e nas secgles
neotropicais Bulbophyllaria, Furvensces e Didactyle, caracterizando

uma sinapomorfia. Na secao Napelli ocorre homoplasia paralela, uma vez
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que possuem espécies cuja parede periclinal externa do pseudobulbo é
lignificada. Por outro lado homoplasias reversas sao verificadas nas
se¢cbes Micranthe e Xiphizusa, uma vez que a caracteristica
predominante & a parede periclinal externa lignificada e, em algumas
espécies, delgada.

A auséncia de cristais prismaticos no pseudobulbo (15) é verificada
no grupo externo, espécies basais e nas sec¢des neotropicais Furvensces
e Didactyle. As espécies das secdes Bulbophyllaria e Xiphizusa podem
Oou ndo apresentar esses cristais, evidenciando uma homoplasia paralela.
Por outro lado, a presenca de cristais na secdo Micranthe é comum, so
ocorrendo possivel homoplasia reversa apenas em uma espécie. Por sua
vez, na secdo Napelli pode ou ndo ocorrer cristais prismaticos. A
presenca de réafides no pseudobulbo (16) é constante em quase todos 0s
grupos, exceto em uma espécie do grupo basal (B. lobii) e nas secdes
Micranthe e Xiphizusa. Drusas no pseudobulbo (17) sao registradas em
duas espécies, B. chloroglossum (se¢do Micranthe) e B. micropetaliforme
(secdo Napelli) evidenciando outro caso de homoplasia paralela; nos
demais grupos e sec¢Oes estas estruturas ndoo foram encontradas.

A presenca de idioblastos traqueoidais no pseudobulbo (18) é
constante. Os idioblastos traquoidais que apresentam espessamento
helicoidal ocorrem em quase todas as espécies com exce¢ao do grupo
externo que foi registrado o do tipo reticulado. Homoplasia paralela, para

o idioblastos reticulado, s6 ndo é observada na secdos Furvensces.
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FIGURA 12- Arvore mais parcimoniosa (Cl- 0,167; RI- 0,444; HI- 0,833) evidendiando a
reconstrucdo do estado ancestral espessura da cuticula no pseudobulbo. Onde foi
possivel agrupar as espécies das sec¢fes Didactyle, Furvescens e Xiphizusa. As cores
nos ramos indicam o estado de carater evidenciando na legenda. A- Grupo externo; B-
Bulbophylum pantropicais; C- secdo Bulbophyllaria; D- se¢cdo Furvescens; E- secdo
Micranthae; F- sec@o Xiphizusa; G- secdo Didactyle; H- secdo Napelli. Cl- indice de
consisténcia; RI- indice de retencéo; HI- indice de homoplasia.

O carater espessura da cuticula na lamina foliar (20) (FIGURA 16)
foi sinapomérfico quando caracterizada como moderadamente espessa
para o grupo externo, duas espécies basais de Bulbophyllum (B. falcatum
e B. lobii) e as duas se¢Bes mais basais de Bulbophyllum do Neotrdpico
(Bulbophyllaria e Furvensces). A cuticula bem espessa foi
sinapomorfica para a se¢do Micranthe, enquanto mostra-se como
homoplasias paralelas nas outras se¢Bes A aparéncia lisa da cuticula na

face abaxial (21) € uma homoplasia paralela para as secOes
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Bulbophyllaria, Micranthe, Xiphizusa e Didactyle. Na se¢&do Napelli, a

caracterizagdo estriada € uma homoplasia reversa e sinapomorfica para

0S grupos basais e se¢édo Furvensces.
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FIGURA 13- Arvore mais parcimoniosa (Cl- 0,167; RI- 0,545; HI- 0,833) evidenciando a
reconstrucdo do estado ancestral espessura da cuticula na lamina foliar. Onde foi
possivel agrupar as espécies das se¢fes Bulbophyllaria, Furvescens, Grupos externos
e Micranthe. As cores nos ramos indicam o estado de carater evidenciando na legenda.
A- Grupo externo; B- Bulbophylum pantropicais; C- se¢do Bulbophyllaria; D- secéo
Furvescens; E- secdo Micranthae; F- secdo Xiphizusa; G- secao Didactyle; H- secdo
Napelli. Cl- indice de consisténcia; RI- indice de retencao; HI- indice de homoplasia.

A parede periclinal externa (23) bem espessa na lamina foliar

representa uma sinapomorfia apenas para a secdo Micranthe

(FIGURAL17).
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FIGURA 14- Arvore mais parcimoniosa (Cl- 1,000; RI- 1,000; HI- 0,000) evidenciando a
reconstrucdo do estado ancestral espessamento da parede periclinal externa da
epiderme foliar. Onde foi possivel agrupar as espécies das se¢bes Micranthe. As cores
nos ramos indicam o estado de carater evidenciando na legenda. A- Grupo externo; B-
Bulbophylum pantropicais; C- secdo Bulbophyllaria; D- se¢cdo Furvescens; E- secdo
Micranthae; F- se¢@o Xiphizusa; G- secdo Didactyle; H- secdo Napelli. Cl- indice de
consisténcia; RI- indice de retencéo; HI- indice de homoplasia.

Mesofilo (26) homogéneo ocorre no grupo externo e espécies
basais. Para as secdes do Neotropico, mesofilo heterogéneo pode ser
considerado um caracter sinapomorfico. Em algumas secfes o mesofilo
foi considerado fracamente heterogéneo devido o parénquima palicadico
nao ser tipico (com células ligeiramente alongadas). No entanto,
homoplasia reversa desse caractere (mesofilo homogéneo) ocorreu em

duas espécies da secao Didactyle.
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A presenca de rafides nas laminas foliares (27) é uma
caracteristica sinapomarfica no grupo externo e nas sec¢des do Neotropico
Furvensces, Micranthe, Xiphizusa e Didactyle. Sua auséncia é
registrada como homoplasia paralela em uma espécie do grupo basal (B.
falcatum) e nas secdes Bulbophyllaria e Napelli. Cristais prismaticos nas
laminas foliares (28) estdo ausentes no grupo externo e grupos basais.
Nas secbes do Neotrdpico a presenca € uma sinapomorfia para as se¢oes
Furvensces e Micranthe, nas outras sec¢fes ocorrem homoplasias
reversas. Drusas nas laminas foliares (29) estdo presentes
(sinapomorficas) no grupo externo, basais e na secdo Bulbophyllaria do
Neotropico. Sua auséncia € uma homoplasia paralela nas secfes
Furvensces, Micranthe, Didactyle e Napelli e uma sinapomorfia na

secao Xiphizusa.
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FIGURA 15- Arvore mais parcimoniosa (Cl- 0,200; RI- 0,000; HI- 0,800) evidenciando a
reconstrucdo do estado ancestral presenca de rafides no mesofilo foliar. Onde sua
presenca foi capaz de agrupar as sec¢fes Didactyle e Micranthe. As cores nos ramos
indicam o estado de carater evidenciando na legenda. A- Grupo externo; B- Bulbophylum
pantropicais; C- secdo Bulbophyllaria; D- se¢céo Furvescens; E- secdo Micranthae; F-
se¢do Xiphizusa; G- secéo Didactyle; H- se¢do Napelli. Cl- indice de consisténcia; RI-
indice de retencao; HI- indice de homoplasia.

O numero de feixes vasculares nas laminas foliares (31) € acima
de 46 no grupo externo, nas espécies basais esse nimero cai para 35-46
caracterizando um novo estado. Nas sec¢des do Neotrdpico os nameros
sdo constantes (sinapomoérficos) para as espécies das secbes
Bulbophyllaria e Didactyle (24-34) e Furvensces. Na secéo Xiphizusa
ocorrem duas homoplasias paralelas B. filifolium (6-13) e B. bidentata (14-
23), enquanto na secao Napelli ocorre uma homoplasia reversa e uma

paralela B. atropurpureum (35-46) e B. cantagalense, B. regnelli (14-23).
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Na secdo Micranthae ocorre uma homoplasia paralela em B. mentosum

(35-46) feixes.

4. DISCUSSAO

4.1 Anatomia

De acordo com Porembski e Barthlott (1988), o género
Bulbophyllum possui velame uniestratificado com células altas. No
entanto, foi identificado velame biestratificado em B. weddellii. Dado este,
igualmente encontrados por Mohana Rao e Khasim (1987) em trés
espécies pantropicais desse género.

Fatores ambientais poderiam influenciar o niumero de camadas de
velame (SILVA et al., 2010), onde velame pluriestratificado é encontrado
em espécies de regides mais secas, e velame uni ou biestratificadodo em
espécies de solos encharcados. Entretanto, as espécies do presente
estudo habitam lugares epifiticos e rupiculos (perenes) e ndo apresentam
velame pluriestratificado, supondo-se que o numero de camadas seja
regulado geneticamente.

Tilossomos, que tem funcdo de facilitar a absor¢cdo de agua, ndo
foram encontrados nas espécies Neotropicais de Bulbophyllum.
Confirmando o estudo de Pridgeon et al. (1983) onde os tilossomos sao
geralmente encontrados em espécies do Neotropico, com excecdo dos
género Bulbophyllum e Polystachya, onde apenas espécies do Velho

Mundo possuem essa estrutura.
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O padrdo de espessamento da parede da exoderme € variavel.
Espécies epifitas exibem um padrdo de espessamento da exoderme que
varia de “U”, “O” (MOREIRA e ISAIAS, 2008) ou “N” (HOLTZMEIER et al.,
1998). Espessamento em “N” foi registrado em apenas um espécime de
B. perii e em B. involutum, enquanto o espessamento em “O” é
encontrado nas demais espécies. Possivelmente, o espessamento em “O”
seja a fase final de desenvolvimento do padrdo em “”, uma vez que 0s
dois padrdes foram identificados numa mesma espécie (B. perii),
indicando o espessamento em “O” como uma possivel caracteristica para
0 grupo. Estudos ontogenéticos sdo necessarios para confirmacdo dessa
hipotese.

Endoderme uniestratificada com espessamento em “O”, também é
caracteristico para Bulbophyllum. Esse padrdo € comum em Orchidaceae
(PRIDGEON, 1982; STERN e JUDD, 1999; STERN e JUDD, 2000;
STERN e JUDD, 2001; STERN e JUDD, 2002; MOREIRA e ISAIAS, 2008;
SILVA et al., 2010; AYBEKE et al., 2010; AYBEKE, 2012), embora ocorra
registro de endoderme biestratificada em Vanda tricolor (tribo
Epidendroideae) (OLIVEIRA e SAJO 1999b). Segundo Pridgeon (1982)
essas estruturas sdo incertas para sistematica a niveis genéricos.

Epiderme uniestratificada no pseudobulbo é uma caracteristica
comum a todas as espeécies de Orchidaceae (PRIDGEON, 1982;
KURZWEIL et al., 1995; HOLTZMEIR et al., 1998; OLIVEIRA e SAJO,
2001 e AYBEKE, 2010, 2012). A cuticula moderadamente espessa e
espessa esta relacionada as condigbes xeromorfas (ARDITTI, 1992),

padrdes esses encontrados nas espécies estudadas. A lignificacdo da
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parede periclinal externa da epiderme pode ser um caréater que auxilie na
taxonomia, uma vez que algumas espécies possuem essas paredes sem
lignificacdo e outras com lignificacdo conspicua. Células mucilaginosas
com paredes finas no cortex do pseudobulbo sdo comuns a quase todas
as espécies de Bulbophyllum e em outras subfamilias de Orchidaceae
(Orchidoiedeae e Epidendroiedae) (MOHANA RAO e KASHIM, 1987,
AYBEKE, 2012). B. crassipes apresenta conteudo mucilaginoso também
no interior dos idioblastos traqueoidais do pseudobulbo. Segundo Gbson
e Nobel (1986), a presenca de mucilagem facilita o armazenamento de
agua e esta relacionada a uma adaptacdo a ambientes xéricos.

No presente trabalho ndo foi possivel estabelecer um limite nitido
entre o cortex e o cilindro vascular do pseudobulbo. Ao contrario, periciclo
evidente e espessado no caule foi registrado por Aybeke et al. (2010) em
Orchis e Dactylorhiza, que indicaram esse caractere importante para
distinguir taxéns de determinados grupos. A falta de nitidez entre o coértex
e 0 estelo parece ser tipica de Epidendroideae (MOHANA RAO e
KHASIM, 1987; HOLTZMEIER ET AL. 1998, STERN e JUDD, 1999,
2001).

Epiderme uniestratificada na folha, como registrada em
Bulbophyllum, é wuma caracteristica constante nas espécies de
Orchidaceae (ARDITTI, 1992; KURZWEIL et al., 1995; MORIS e JUDD,
1996; HOLTZMEIER et al., 1998; OLIVEIRA e SAJO, 1999a; STERN e
JUDD, 1999; STERN e WHITTEN, 1999; STERN et al. 2000; COLLETA e
SILVA, 2008; CARLSWARD e STERN, 2009; AYBEKE et al. 2010;

AYBEKE 2012). A lignificagdo da parede periclinal externa €& exclusiva
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para a secdo Micranthae, podendo ser apontado como um caréater
sinapomorfico para a secdo. Smidt et al. (2012), ao estudarem esta
mesma secao afirmam que algumas caracteristicas xeromoérficas sao
convergéncia adaptativa devido a sua exposicdo a condicbes ambientais
similares, especialmente em relagédo ao estresse hidrico.

Estudos recentes indicam que a cuticula € uma estrutura dinamica,
capaz de regular sua espessura de acordo com diferentes fatores
ambientais (SCHREIBER, 2006). Cuticula espessa foi considerada um
carater constante entre todas as espécies da secdo Micranthe,
ocorrentes em ambiente quente e seco. Assim como para as secdes
Bulbophyllaria e Furvescens (epifitas) a cuticula foi considerada
moderadamente espessa.

O padréo de estriacdo cuticular em Bulbophyllum foi constante na
face abaxial (estriada) e adaxial (lisa). No entanto padrdes diferentes
podem ocorrer na mesma espécie, como registrado em Ophrys, Orchis e
Dactylorhiza (AYBEKE et al. 2010).

A presenca de tricomas nas laminas foliares é facultativa nos
diferentes géneros de Orchidaceae. Estas estruturas foram encontradas
em Pleurothallidinae (PRIDGEON, 1981; PRIDGEON, 1982; SCATENA e
NUNES, 1996; SILVA et al., 2006), Maxillaria (HOLTZMEIER et al. 1998);
Stanhopea (STERN e WHITTEN, 1999) e Bulbophyllum (MOHANA RAO e
KHASIM, 1987; SMIDT et al., 2012). Embora a maioria desses autores
refira sua presenca, ilustrando uma depressdo em seccdo transversal,
nao ha descricdo clara do tipo do tricoma. Pridgeon (1981) descreveu a

ontogénese desses tricomas com duas células, sendo a apical globosa ou



76

eliptica, com um conteddo marrom opaco. Stern e Whitten (1999)
descreveram esse tricoma com trés células, sendo a apical caduca
durante o desenvolvimento foliar.

Neste trabalho foram analisadas laminas foliares jovens apenas da
espécie B. perii, onde foi observado tricomas semelhantes aos descritos
por Stern e Whitten (1999), com célula apical alongada, caduca durante o
desenvolvimento da Iamina foliar. Nas laminas foliares adultas de todas as
espécies analisadas, incluindo grupo externo, foi identificada a insercéo
destes tricomas, semelhante ao encontrado por Pridgeon (1981). Devido a
célula apical dos tricomas de Bulbophyllum serem caducas, a
identificacdo dessa estrutura pela morfologia externa € dificultada,
levando taxonomistas a descrever as laminas foliares como glabras.

O mesofilo pode variar entre homogéneo e heterogéneo entre 0s
diferentes géneros de Orchidaceae (KURZWEIL et al., 1995; MORRIS e
JUDD, 1996; OLIVEIRA e SAJO, 1999a; Pires et al., 2003; SILVA et al.,
2006; STERN e CARLSWARD, 2006; CARLSWARD e STERN, 2009;
AYBEKE et al., 2010; AYBEKE, 2012), e esta variacao foi observada nas
espécies estudadas. A presenca de mesofilo heterogéneo € comum a
espécies de orquideas mais expostas ao sol e a ambientes secos. As
camadas de parénquima palicadico toleram maior a exposicao ao sol e
protegem o parénquima esponjoso subjacente contra insolacédo (YUKAWA
e STERN, 2002). Essa adaptacao fica evidente na nossa analise, onde as
espécies do grupo externo, que sdo pantropicais, apresentam constancia
de mesofilo homogéneo enquanto o surgimento de mesofilo heterogéneo

com parénquima palicadico é frequente nas neotropicais.
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A presenca de hipoderme nas laminas foliares é incomum em
orquideas, porém foi registrado por Oliveira e Sajo (1999a) em duas
espécies de Epidendrum e uma de Encyclia, Stern e Carlsward (2006) em
Oncidiinae e Stern e Judd (1999) em Vanilla. No presente trabalho,
apenas B. scaberulum e B. falcatum (espécies do grupo externo)
apresentaram hipoderme nas laminas foliares. A lignificacdo da parede
dessas células pode ndo soO estar relacionada ao ambiente arido como
também a deficiéncia de nutrientes e longevidade das laminas foliares,
podendo ainda dificultar a predacao (DIKCSON, 2000).

Em algumas Orchidaceae ha corpos silicosos denominados
estegmatas. Os corpos silicosos sédo formados quando o ambiente
apresenta abundancia em agua e aumento da decomposi¢cdo da matéria
organica (PRYCHID et al.,, 2003). Segundo Prychid et al. (2003),
orquideas epifitas apresentam corpos silicosos, mesmo nao tendo acesso
a silica soluvel presente em solos alagados, enquanto as terrestres muitas
vezes nao apresentam esta estrutura.

Estegmatas esféricos foram identificados associados ao
esclerénquima dos feixes vasculares de Dendrobium kingianum, indo de
acordo com o que foi apresentado por Mé¢ller e Rasmussen (1984) e
Morris e Judd (1996). Nas espécies de Bulbophyllum, aqui analisadas,
nao foram registrados estegmata, corroborando os resultados de Mgller e
Rasmussen (1984) quanto a auséncia de estegmatas na subtribo
Bulbophyllinae. Segundo este autor a auséncia de estegmatas nesta
subtribo pode ser uma autopomorfia. Ao analisar as laminas foliares da

secdo Micranthe de Bulbophyllum do Neotrépico Smidt et al. (2012)
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registraram a presenca de estegmatas na epiderme. Segundo Prychid et
al. (2003), células epidérmicas com silica, ndo devem ser denominadas
estegmatas, este termo s6 deve ser utilizado quando os corpos silicosos
estdo associados ao esclerénquima dos feixes vasculares e feixes de
fibra.

Cristais de oxalato de célcio (cristais prismaticos, drusas e rafides)
foram registrados em todos os 6rgaos de Bulbophyllum, sendo os cristais
do tipo réfides comuns entre as espécies. Estes cristais foram registrados
por diversos pesquisadores em diferentes géneros de Orchidaceae,
(SILVA et al., 2006; CARLSWARD e STERN, 2009; STERN e
CARLSWARD, 2009; SILVA et al., 2010; AYBEKE et al., 2010), néo
sendo utilizados como carater diagnostico. Os cristais de oxalato de célcio
sdo estruturas importantes para auxiliar a taxonomia, pois sua sintese e
morfologia sdo reguladas geneticamente (FRANCESCHI e NAKATA,
2005).

Idioblastos traqueoidais sao estruturas de diferentes formatos que
ocorrem nos 0rgaos vegetativos de orquideas epifitas com espessamento
de parede (anelar, helicoidal ou reticulado), que pode ou nao ser
lignificada (FOSTER, 1956; OLATUNJI e NENGIM, 1980; PRIDGEON
1982). A origem desses idioblastos ainda néo foi bem investigada, porém
Foster (1956) acredita que surgiram durante a histogénese inicial da
lamina foliar, de alguma célula especifica do meristema fundamental.
Segundo Olantunji e Nengim (1980) estas células séao intimamente ligadas
as células do parénquima e podem assumir morfologia diferente entre os

idioblastos traqueoidais, ndo tendo protoplasto no seu interior (FOSTER,
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1956). Porém, algumas espécies aqui ananlisadas apresentaram
mucilagem e réfides no interior dessas células. Isto evidencia a presenca
de protoplasto, podendo este ser perdido durante o desenvolvimento
celular. A possivel fungéo dos idioblastos traqueoidas € o armazenamento
de agua, suporte mecéanico e evitar o colapso celular na época de seca
extrema (FOSTER, 1956; OLATUNJI e NENGIM, 1980; PRIDGEON
1982). A presenca de mucilagem nessas células reforca a funcéo de
armazenamento de agua (OLATUNJI e NENGIM, 1980), enquanto a de
rafides sugere a possibilidade de prevenir herbivora.

Neste trabalho todos os idioblastos traqueoidias foram classificados
como helicoidal (OLATUNJI e NENGIM, 1980) ou reticulado (com
espessamento de parede continuo, interrompido pelas pontoacdes, com
aspecto de reticulo). Ambos os tipos foram constantes nas secoes
neotropicais. Em algumas espécies os dois tipos estiveram presentes,
enquanto que em outras apenas um. Para Bulbophyllum a utilizacédo

dessas células como caracter taxondmico nao foi eficiente.

4.2 Cladistica

D. kingianum ¢é separado de Bulbophyllum por apresentar
caracteres como idioblastos somente do tipo reticulado no mesofilo e
cortex do pseudobulbo, velame mudltiplo e presenca de rafides no cortex
das raizes. Esses caracteres pertencem a espécie do grupo externo e
nao sao constantes em Bulbophyllum.

As politomias do género Bulbophyllum n&o foram resolvidas devido

aos caracteres anatdbmicos serem homoplasticos. Stern e Carlsward
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(2009) afirmam que a anatomia vegetativa sozinha é insuficiente para unir
os taxons de Laelinae. Para Vanilleae (STERN et al., 2000), os caracteres
anatémicos tem algum valor filogenético, embora ndo sejam suficientes
para resolver as polimorfias do género, a mesma justificativa ocorreu para
Oncidiinae (STERN e CARLSWARD, 2006).

Embora a analise filogenética com dados anatdomicos de 6rgéo
vegetativos seja comumente usada para comparar géneros proximos
(KURZWEIL et al., 1995), estes caracteres geralmente sdo homoplasticos
dificultando a selecdo de caracteres adequados a filogenia. Para tanto, &
necessario a analise de sua evolucéo nas diferentes sec¢fes, previamente
predefinidas em andlise filogenética molecular e de morfologia externa.

As secOes de Bulbophyllum do Neotrépico sdo agrupadas por
terem idioblastos traqueoidais em todos os érgaos, mesofilo heterogéneo
e presenca de cristais prismaticos nas laminas foliares.

Bulbophyllum secdo Bulbophyllaria foi sustentada por apresentar
cuticula foliar moderadamente espessa, presenca de drusas no mesofilo,
namero de feixes vasculares variando entre 24-34 e presenca de cuticula
moderadamente espessa no pseudobulbo.

Os caracteres cuticula foliar moderadamente espessa; cuticula
estriada na face abaxial, presenca de rafides no mesofilo; cristais
prismaticos; feixes vasculares variando entre 14-23; idioblastos
traqueoidais irregulares e alongados; cuticula espessa no pseudobulbo e
idioblastos traqueoidais com espessamento reticulado na raiz agrupam

Bulbophyllum secéo Furvescens.
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Bulbophyllum secdo Micranthe € suportada por apresentar cuticula
foliar bem espessa, lignificacdo da parede periclinal externa da epiderme,
presenca de rafides e cristais prismaticos no mesofilo, cuticula do
pseudobulbo bem espessa e cristais prismaticos na raiz.

Bulbophyllum secdo Didactyle tem suas espécies agrupadas por
apresentarem rafides no mesofilo, nimero de feixes vasculares variando
entre 24-34 e raiz com idioblastos traqueoidais reticulados.

Bulbophyllum secédo Xiphizusa é sustentada pela presenca de
rafides no mesofilo. A se¢do Napelli ndo foi agrupada por caracteristica
alguma, com excecdo dos caracteres sinapomérficos comuns a todas as
espécies estudadas. Essas duas secdes foram as que apresentaram

espécies com mais plasticidade fenotipica em seus caracteres.

5. CONSIDERACOES FINAIS

As estruturas anatdmicas vegetativas, estudadas neste trabalho,
evidenciam a adaptacdo dessas espécies ao ambiente xeromorfico.

A lamina foliar foi o 6rgdo que apresentou maior quantidade de
caracteres que podem ser utilizados para a taxonomia, posterormente o
pseudobulbo e a raiz. O maior nimero de caracteres variaveis na folha
(espessamento da cuticula, lignificacdo da parede epidérmica, tipos de
cristais, mesofilo e numero de feixes vasculares) deve-se a maior
exposicao dessa a fatores externos, além de ser um local onde ocorre
maior numero de processos metabolicos, necessitando de estruturas

especializadas.
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A andlise cladistica utilizando somente os caracteres anatdmicos
ndo foi bem sucedida quanto a organizacdo das sec¢fes propostas para o
género na regido neotropical. Isto se deve a pouca diferenca de
estruturas, presenca de homoplasias para a maioria dos estados de
carater e de caracteristicas das proprias espécies que ocupam ambientes
semelhantes.

Entretanto, a analise da evolugéo dos caracteres combinada com a
andlise filogenética molecular permitiu a identificacdo dos caracteres que
sustentam as espécies dentro de quase todas as secbes pré-
estabelecidas, com excecdo de Napelli. Sobressaindo-se o carater da
parede periclinal externa liginificada das células epidérmicas foliares, que
foi diagnostico para a se¢do Micranthae. Além de indicar que ainda esté
ocorrendo mudanca nestes caracteres para adaptacdo ao ambiente ou
formacao de novas secoes.

Das espécies que apresentavam incongruéncias em relacdo as
suas secOes pode-se afirmar que apresentam alguns caracteres que as
inserem nas sec¢des pré-estabelecidas.

Os caracteres anatomicos vegetativos foram eficazes para
caracterizar o género Bulbophyllum e dar suporte para estudos futuros

para o género e familia.
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gladiatum 1 2 1 1
Bulbophyllum 0+ | 0+ 1+ 0+ 0+ 0+ 1+ 0+ 0
plumosum 11 2 |1 1 1 2 1




