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RESUMO

A subtribo Pleurothallidinae (Orchidaceae) se caracteriza pelas espécies epifitas com
crescimento simpodial, ndo pseudobulbosas, com caules secundérios ou “’ramicaules’’, folhas
conduplicadas e raizes velamentosas. Os géneros de Pleurothallidinae apresentam grande
variacdo nos estados de caracter, porém com poucas sinapomorfias reconhecidas. Pabstiella é
um género fortemente suportado na filogenia recente, e ¢ um exemplo desta variacdo. Esse
género, apds analises moleculares, foi dividido em dez secdes: Mentosae, Carinatae,
Linguiformes, Pyramidales, Brevicaules, Brachystachyae, Ornithoides, Longicaules, Effusae
e Pabstiella. Apesar dos crescentes estudos nesta subtribo, os trabalhos com morfologia de
Pabstiella sao poucos, e mais raros ainda sdo os estudos que envolvem caracteres anatdmicos.
Levando isto em consideracdo, a presente pesquisa visa: levantar os principais caracteres
morfoanatdmicos vegetativos das espécies nas dez seg¢des estabelecidas e avaliar a evolugao
dos caracteres através de analises de reconstrugdo de caracteres com base na filogenia do
grupo. Para tal, amostras de raiz, caule e folha foram cortadas transversalmente & mao livre e
analisadas como material fresco e/ou fixado em FAA 50 e processados de acordo com
técnicas basicas para microscopia de luz e eletronica de varredura. A raiz possui velame
biestratificado com epivelame espessado em O ou U; endovelame com células achatadas a
alongadas radialmente, com ou sem espessamento de paredes e tilossomos reticulados na
maioria das espécies; cortex parenquimatico com células isodiamétricas ou aquiferas
arredondadas e grandes; exoderme de paredes delgadas ou ligeiramente espessadas nas
regides mais velhas; endoderme com espessamento em O; cilindro vascular esclerificado com
3-7 polos de protoxilema. Ramicaule com tricomas embutidos, cuticula espessa, paredes
epidérmicas lignificadas ou ndo; hipoderme frequente, esclerificada, simples ou estratificada;
cortex parenquimatico ou esclerificado de 2-8 camadas; cilindro vascular com 4-22 feixes
vasculares envoltos por esclerénquima. A folha possui epiderme simples com tricomas
embutidos e estdmatos na face abaxial no nivel da epiderme; mesofilo constituido de
hipoderme aquifera em ambas as faces, com uma camada na abaxial e varias na adaxial,
intercalado com parénquima clorofiliano regular; feixes vasculares envoltos por fibras, em
fileira Gnica no centro do parénquima clorofiliano, variando em nimero de acordo com a
espécie; bordos agudos ou arredondados com feixes vasculares fibrosos e mais proeminente
que os demais feixes; esclereides reticuladas comumente ao redor dos feixes e idioblastos
traqueoidais dispersos no parénquima clorofiliano em algumas espécies. Essa andlise
evidenciou quatro sinapomorfias para o género sendo estas: a presenga de células do
epivelame mais altas que o endovelame, presenca de células gigantes no cortex e o padrdo de
distribuicao dos tilossomos, caracteristicas da raiz, e 2-3 camadas de tecido aquifero na face
adaxial da folha. Em relacdo as secdes, a sinapomorfia parede da epiderme liginificada no
caule sustenta a se¢cao Pabstiella.

Palavras-chave: Anatomia vegetativa. Filogenia. Orchidaceae. Tilossomos.



ABSTRACT

The subtribe Pleurothallidinae (Orchidaceae) is characterized by epiphytic species with
sympodial growth, without pseudobulbs, with secondary stems or "ramicaul", conduplicate
leaves, and velamentous roots. The genera of Pleurothallidinae show great variation in
character states, but with few recognized synapomorphies. Pabstiella is a strongly supported
genus in recent phylogeny and is an example of this variation. This genus, after molecular
analyses, was divided into ten sections: Mentosae, Carinatae, Linguiforms, Pyramidales,
Brevicaules, Brachystachyae, Ornithoides, Longicaules, Effusae, and Pabstiella. Despite the
growing number of studies in this subtribe, studies on the morphology of Pabsticlla are few,
and studies involving anatomical characters are even rarer. Taking this into account, the
present research aims to: survey the main vegetative morphoanatomical characters of the
species in the ten established sections and evaluate the evolution of the characters through
analysis of character reconstruction based on the phylogeny of the group. For this purpose,
root, stem, and leaf samples were cut transversely freehand and analyzed as fresh material
and/or fixed in FAA 50 and processed according to basic techniques for light and scanning
electron microscopy. The root has a bistratified velamen with an O- or U-shaped thickened
epivelamen; endovelamen with flattened to radially elongated cells, with or without wall
thickening and reticulated tilosomes in most species; parenchymal cortex with large rounded
isodiametric or aquiferous cells; thin-walled or slightly thickened exoderm in older regions;
endodermis with O-shaped thickening; sclerified vascular cylinder with 3-7 poles of
protoxylem. Ramicaule with embedded trichomes, thick cuticle, lignified or not lignified
epidermal walls; frequent, sclerified, simple or stratified hypodermis; parenchyma or
sclerified cortex of 2-8 layers; vascular cylinder with 4-22 vascular bundles surrounded by
sclerenchyma. The leaf has a simple epidermis with embedded trichomes and stomata on the
abaxial surface at the level of the epidermis; mesophyll consisting of aquiferous hypoderm on
both sides, with one layer on the abaxial and several on the adaxial, interspersed with regular
chlorophyll parenchyma; vascular bundles surrounded by fibers, in a single row in the center
of the chlorophyll parenchyma, varying in number according to the species; sharp or rounded
edges with fibrous vascular bundles and more prominent than the other bundles; reticulate
sclereids commonly around the bundles and tracheoidal idioblasts scattered in the chlorophyll
parenchyma in some species. This analysis showed four synapomorphies for the genus,
namely: the presence of epivelamen cells higher than the endovelamen, presence of giant cells
in the cortex and the distribution pattern of tylososomes, root characteristics, and 2-3 layers of
aquiferous tissue in the adaxial face of the leaf. Regarding the sections, the synapomorphy of
the liginified epidermis wall in the stem supports the Pabstiella section.

Key-words: Vegetative anatomy. Phylogeny. Orchidaceae. Tilossome.
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1 INTRODUCAO GERAL

A familia Orchidaceae Juss. ¢ considerada uma das maiores dentro das angiospermas.
Apresenta muita diversidade morfoldgica e adaptativa comportando mais de 26.000 espécies
(POWO, 2023). As orquideas divergiram do ancestral comum de todos os outros membros de
Asparagales por volta de 112 milhdes de anos, e as linhagens de orquideas existentes
comecaram a divergir umas das outras em torno de 90 milhdes de anos (GIVNISH et al.,
2015). Na taxonomia, o grupo que inclui as orquideas ¢ classificado como monofilético e esta
dividido em cinco subfamilias: Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae
e Epidendroideae, a ultima contendo a maior parte dos taxons (CHASE et al., 2003).

Epidendroideae ¢ a maior das subfamilias de orquideas, com uma estimativa de 18.000
espécies em 650 géneros, compreende a maior subfamilia de Orchidaceae; esta
particularmente bem representada nos tropicos e subtropicos do Velho e do Novo Mundo,
mas também é encontrada em areas temperadas, estendendo-se acima do Circulo Polar Artico
até a Argentina, Tasmania e Nova Zelandia no sul. Os representantes ocorrem em todos os
habitats, exceto nos desertos do norte e sudoeste da Africa, na Peninsula Arabica, na Australia
e no extremo sul da América do Sul (PRIDGEON et al., 2005). Caracteristicas derivadas
como epifitismo, pseudobulbos ou cormos, folhas disticas, folhas caducas, folhas carnudas,
folhas conduplicadas (vernagdo duplicada), inflorescéncias laterais, polinias duras, anteras
caducas caracterizam as orquideas epidendroides mais avangadas (DRESSLER, 1993). Dentro
dessa subfamilia encontramos a tribo Epidendreae, com individuos exclusivamente do novo
mundo; epifitas terrestres, litofitas e saprofitas aclorofiladas com raizes velamentosas. As
folhas podem estar ausentes ou, quando presentes, sdo articuladas, estreitamente
conduplicadas, membranosas ou carnudas, planas ou as vezes teretes. As hastes sdo
semelhantes a juncos, delgadas ou expandidas em pseudobulbos. Epidendreae incluiu até 47
subtribos mas foi reduzida acentuadamente nos ultimos anos (STERN, 2014).

A subtribo Pleurothallidinae, possui em torno de 10 milhdes de anos e tem uma das
maiores taxas de diversificagdo de espécies em Orchidaceae. A subtribo é cerca de um tergo
mais jovem que Laeliinae e Oncidiinae e tem mais que o dobro do nimero de espécies, em
comparagao isso significa que além de a especiacdo ser mais rapida em Pleurothallidinae, os
géneros pertencentes as outras subtribos tiveram mais tempo evolutivo para estabelecer e
diferenciar (KARREMANS, 2016). As espécies desta subtribo sdo, em sua maioria, as plantas

mais diminutas do Novo Mundo. Sdo epifitas com crescimento simpodial, raizes
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velamentosas, unifoliadas, ndo pseudobulbosas ou com “’ramicaules’’(RASMUSSEN, 1985),
folhas conduplicadas, flores com articulagdo entre o pedicelo e o ovario (PRIDGEON et al.,
2001). Os integrantes da subtribo sdo substancialmente habitantes de florestas com alto
dossel, umidas, musgosas, sombreadas geralmente em elevagdes mais frias nos tropicos e
subtropicos. Alguns, no entanto, habitam sazonalmente regides mais secas. Ha 37 géneros e
mais de 4000 espécies distribuidas do sul da Florida as ilhas do Caribe México, sul do Brasil e
Argentina, contudo, nos Andes da Colombia, Equador e Peru e as florestas da Costa Rica e do
Panama sdo as regides mais ricas em espécies (STERN, 2014).

Grande importancia tem a anatomia vegetativa na taxonomia de Orchidaceae. As
caracteristicas anatdmicas sdo utilizadas desde subfamilias, tribos, subtribos até niveis
genéricos e especificos. Williams (1974) ressalta o valor dos caracteres vegetativos, em vista
de que estes sdo mais estaveis que os reprodutivos, pois a morfologia reprodutiva pode ser
modificada para atrair agentes polinizadores no decorrer da evolugdo, a exemplo de
Oncidiinae. A anatomia vegetal ¢ consideravelmente importante trabalhando em conjunto
com outras areas, tais como a fisiologia, ecologia e também taxonomia, visto que 0s
caracteres encontrados em diferentes espécies, de um mesmo grupo, podem ser diagnosticos
para a classificagdo. A anatomia comparativa tornou-se uma ferramenta integral na
compreensdo das relagdes filogenéticas, para esclarecer as complexidades sutis de "grupos
problematicos" como as subtribos Pleurothallidinae, Dendrobiinae, Oncidiinae e
Bulbophyllinae, ¢ essencial empregar ndo apenas caracteres morfoldgicos, mas também
caracteres anatdomicos, palinolégicos, fitoquimicos e citologicos (PRIDGEON, 1984).

Dentro e entre os géneros de Pleurothallidinae existe uma grande variacdo nos estados
de caracteres. As orquideas epifitas geralmente apresentam maior variacdo anatOmica que as
terrestres, pelo mesmo motivo que os 0rgdos aéreos sao mais variaveis que os Orgaos
subterraneos, devido as pressdes de sele¢do relacionadas a insolagdo, temperatura, umidade
relativa, chuva, entre outros (PRIDGEON et al., 2005). O uso de caracteres morfoldgicos e
anatomicos sdao de grande importancia, visto que ocorre homoplasia substancial entre os
taxons de Pleurothalidinae estudados (NEYLAND et al., 1995). Em Pleurothallidinae, um dos
orgdos vegetativos com importancia anatomica para a sistematica ¢ a raiz, nesta pode-se
destacar indicadores taxonomicos confiaveis como o numero de camadas de velame, estrutura
da exoderme, numero de polos de protoxilema, tipos de espessamento da parede celular, além
dos tipos de tilossomos (PRIDGEON 1982; BENZING et al., 1982; PRIDGEON et al.,1983).

Entre os representantes de Pleurothallidinae, estd o género Pabstiella Brieger e

Senghas (1976) que possui atualmente 133 espécies com distribuicdo em Argentina, Bolivia,
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Colombia, Costa Rica, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Panamd, Paraguai, Peru,
Suriname, Venezuela, destas, 118 espécies ocorrem de Norte ao Sul no Brasil (BFG,
20232015). Nao ha um estudo anatémico que amostre um grande nimero de espécies de
Pabstiella. Contudo, em pesquisas com representantes da subtribo Pleurothallidinae, algumas
espécies do género sdo amostradas anatomicamente a exemplo de Pabstiella hypnicola
(Lindl.) Luer e P. lineolata (Barb.Rodr.) Luer, onde ¢ relatada a anatomia da raiz para estas
espécies (RODRIGUES et al., 2021); na tese de Kedrovski (2019) ¢ observada a raiz de P.
bacillaris (Pabst) Luer, P. carinifera (Barb.Rodr.) Luer, P. fusca (Lindl.) Chiron &
Xim.Bols. e P. sordida (Kraenzl.) Luer; e na dissertacdo de Warmling (2013) ¢ realizada a
anatomia do caule e da folha da espécie P. fusca.

Apesar dos avancos em compreensdo da filogenética da subtribo Pleurothallidinae, a
identificacdo de sinapomorfias morfolégicas para alguns géneros da subtribo ¢ ainda
problematica. Homoplasia em caracteres levaram a sistematica com arranjos artificiais. E o
caso da Pabstiella, da qual muitas espécies ja foram tratadas em Pleurothallis R.Br.,
Lepanthes Sw., Specklinia Lindl., Acianthera Sw., Stelis Sw. e Restrepia Kunth, no entanto o
género foil amplamente aceito apos as primeiras analises filogenéticas (KARREMANS, 2016).
Estudos com filogenia molecular em Pabstiella relatam fortes evidéncias da monofilia do
grupo (MORALES et al., 2020), contudo h4 ainda discussdes sobre a evolugdo dos diferentes
orgdos e sua importancia no reconhecimento dos clados evidenciados através de dados
moleculares. Assim sendo, temos como objetivos: caracterizar o género Pabstiella quanto a
morfoanatomia de seus 6rgdos vegetativos e analisar a evolugdo dos caracteres anatomicos
para testar a hipotese de que as espécies em Pabstiella t€ém caracteres diagnosticos para o
género ou segoes.

Tendo em vista, que ha poucas pesquisas com espécies de Pabstiella, pois o foco
maior esta na subtribo, os resultados deste trabalho irdo contribuir para o conhecimento sobre
a anatomia dos Orgdos vegetativos de Pabstiella, assim como pode colaborar na sistematica e
evolucao do grupo por meio de analise comparativa de caracteres diagndsticos anatdmicos nas
espécies. Para alcancar os resultados desejados serdo estudadas espécies distribuidas em 10
secoes (MORALES et al., 2020), sendo estas: Secdo Mentosae, Carinatae, Linguiformes,

Pyramidales, Brevicaules, Brachystachyae, Ornithoides, Longicaules, Effusae e Pabstiella.
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2 REVISAO TEORICA

2.1 Raiz

Na subfamilia Epidendroideae, as raizes de espécies de Bulbophyllum, Catasetum e
Oeceoclades maculata, se caracterizam pela auséncia ou presenca de poucos tricomas, velame
variando de 7-14 camadas formado por células de formatos varidveis e com diferentes
espessuras de paredes secunddrias, seguido por uma exoderme de paredes finas ou com
espessamento em U invertido, com presenga de tilossomo. O cértex € parenquimatico, com
nimero de camadas variavel, presenca de amido, cloroplastos, rafides, drusas e idioblastos
com espessamento de parede espiralado. A endoderme ¢ uniestratificada, com células
espessadas em O e intercaladas por 1-3 células de passagem. O cilindro vascular ¢ poliarco,
variando entre 5-26 polos dependendo do didmetro da raiz; a medula ¢ esclerificada ou
ausente (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2012; PIAZZA et al., 2015; RIVERON-GIRO et
al., 2017, MUTHUKUMAR E SHENBAGAM, 2018; SINGH et al., 2021).

Na tribo Epidendreae, orquideas epifitas, como espécies de Encyclia, Epidendrum
saxatile, Epidendrum radicans, Polystachia estrellensis, Lanium avicula e Scaphyglottis
modesta, Cattleya violacea, possuem velame biestratificado ou variado entre 3-12 camadas,
com espessamento de parede em estrias e hifas de fungos concentradas nas células de
passagem da exoderme, esta Ultima espessada em O ou U, com presenca de tilossomos. O
parénquima cortical ¢ constituido de 8-16 camadas de células parenquimaticas, com
endoderme espessada em O, e cilindro vascular com 10-18 polos de protoxilema, a medula
geralmente ¢ esclerificada, mas no centro podem ter paredes finas e pequenos espacos
intercelulares. (MOREIRA E ISAIAS, 2008; MUTHUKUMAR E SHENBAGAM, 2017,
SAONCELLA et al., 2017; SANTOS et al., 2021).

As raizes em Pleurothallidinae apresentam uma camada de velame em espécies de
Phloeophila, Dryadella, Platystele e Trisetella, duas camadas em Dresslerella e Octomeria
ou 2-5 camadas em outros taxons. As células do epivelame sdo pequenas, elipticas a
poligonais ¢ as do endovelame sdo elipticas a retangulares ou poligonais, alongadas
anticlinalmente (STERN, 2014). Os tilossomos s3o crescimentos internos, como papilas
celulodsicas, na parede periclinal interna das células do endovelame que estdo adjacentes as
células de passagem da exoderme (POREMBSKI E BARTHLOTT, 1988; PRIDGEON et al.,
1999). A sintese dessas papilas estd associada a presenca de mitocondrias e RER, durante a

diferenciagdo celular, os tilossomos sofrem impregnagdes de lignina para assumir a sua
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estrutura final (KEDROVSKI E SAJO, 2018). Esses ocorrem nas raizes aéreas de orquideas
epifitas e ¢ interpretado como adaptacdes desenvolvidas em associacdo com habito epifitico
em Orchidaceae (PRIDGEON et al., 1983). Acreditava-se que a funcdo dos tilossomos
estivesse diretamente associada ao balango hidrico na planta, reduzindo a evapotranspiragao
ou promovendo a condensacdo da umidade atmosférica (BENZING et al., 1982). Contudo,
em estudos recentes sobre sua ontogenia, observou-se que os tilossomos provavelmente tém
duas fases funcionais: em tecidos jovens, aumentam a conexdo simplasto, facilitando o
transporte, ja em tecidos maduros, eles protegem, direcionam solutos para as células de
passagem, impondo uma barreira fisico-quimica para patogenos e reconhecendo simbiontes;
(KEDROVSKI e SAJO, 2018).

Os tilossomos sdo classificados em sete amplos tipos morfolégicos que ocorrem em
Orchidaceae e podem servir para caracterizar géneros ou subtribos especificas: esponjoso,
lamelar, baculado, reticulado, em placa, em teia e discoide (PRIDGEON et al., 1983). Na
subfamilia Epidendroideae, em espécies de Bulbophyllium ocorrem tilossomos dos tipos
baculados, lamelares e esponjosos (MUTHUKUMAR E SHENBAGAM, 2018, SINGH et al.,
2021). Na tribo Epidendreae ocorre tilossomos do tipo esponjoso em Epidendrum secundum,
E. xanthinum (SILVA et al., 2010). Na subtribo Pleurothallidinae, os tilossomos sd3o do tipo
lamelar em Anathallis, Scaphosepalum e Stelis, discoides em espécies de Zootrofion, em
malha em Stelis batillacea e esponjoso em algumas espécies de Pleurothallis, Stelis e
Dryadella (STERN, 2014; IMIG et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021).

No cortex, a grande maioria das espécies de Pleurothallidinae, apresentam exoderme e
endoderme com espessamento em U e em O respectivamente (STERN, 2014). O cortex de
células parenquimaticas varia entre os géneros da subtribo, com 3-4 camadas em espécies de
Anathallis, 5-10 camadas em espécies de Dryadella e 7-9 camadas em Acianthera
(ALMEIDA et al., 2019; IMIG et al., 2020). Cloroplastos, amiloplastos, pelotdes fungicos,
idioblastos com rafides e idioblastos traqueoidais sdo frequentemente encontrados na regiao
cortical (RODRIGUES et al., 2021).

O sistema vascular em Pleurothallidinae ¢ delimitado externamente pelo periciclo,
normalmente com uma ou duas camadas espessadas em O, geralmente interrompidas por
células de paredes finas em frente aos varios polos de protoxilema, (RODRIGUES et al.,
2021). O numero de polos de protoxilema varia entre os taxons, quatro em espécies de
Triestella, 4-6 em Dresslerella, 12-16 em Echinosepala, 9-20 em Myoxanthus 10 -11 polos
em Pleurothallis prolifera, 7-9 em P. teres, 7-9 em Acianthera. A medula é parenquimatica

em espécies de Echinosepala, Cogniauxiana, Octomeria, Myoxanthus exasperatus e
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Restrepiella, ou esclereficada na maioria dos outros géneros (SILVA et al., 2010; STERN,
2014; ALMEIDA et al., 2019).

Para o género Pabstiella, foram estudadas por Kedrovski (2019) e Rodrigues et al.
(2021), as raizes de Pabstiella: P. bacillaris, P. carinifera, P. fusca e P. sordida, P. hypnicola
e P. lineolata. As raizes destas espécies se caracterizam por velame biestratificado, com
epivelame com células anticlinalmente achatadas e portadoras de espessamento parietal em
“U” e “O e endovelame com células de paredes finas alongadas radialmente, com tilossomos
na parede periclinal interna. Exoderme com paredes finas e lamelas de suberina em U
invertido. O parénquima cortical possui 3-4 camadas de células, e a camada mediana
apresenta células grandes. A endoderme ¢ composta por c€lulas com paredes espessadas em O
e células de passagem; o cilindro vascular apresenta até oito polos de protoxilema e a medula

¢ composta de células esclerificadas

2.2 Caule

Na subfamilia Epidendroideae, espécies de Bulbophyllum, Dendrobium,
Cephalanthera epipactoides, Cephalanthera rubra, Oeceoclades maculata, possuem o caule
com auséncia a presenga de tricomas glandulares, cuticula lisa a espessa, epiderme
uniestratificada muitas vezes apresentando espessamento de parede; hipoderme simples a
esclerificada. O cortex possui nimero varidvel de camadas, constituido de parénquima
aquifero e clorofiliano, com espessamento helicoidal na parede das células aquiferas; presenca
de amido, rafides, drusas, stegmata com corpos de silica e idioblastos com espessamento
espiralado, com barras finas, ou reticulado. O sistema vascular ¢ do tipo atactostelo com
feixes vasculares colaterais, fibras de esclerénquima abundantes no polo do floema, muitas
vezes sem limite nitido em relagdo ao cortex (MORRIS et al., 1996; PIAZZA et al., 2015;
RIVERON-GIRO et al., 2017, MUTHUKUMAR E SHENBAGAM, 2018; SENEL et al.,
2018).

Na tribo Epidendreae, o caule em espécies de Cattleya e Encyclia possui epiderme
simples com cuticula espessada. No rizoma, a exoderme ¢ constituida por células de paredes
delgadas e, no pseudobulbo, por células de paredes esclerificadas. O cortex ¢ formado por
células parenquimaticas de 20-35 camadas, especializadas para o armazenamento de agua
com paredes finas e alongadas no sentido longitudinal do 6rgao. Ha presenca de células com
cloroplastos, amiloplastos, rafides e cristais, na regido cortical e o cilindro vascular ndo ¢
delimitado. Os feixes vasculares sdo colaterais, os de maior calibre apresentam calota de

fibras em ambos os polos, enquanto que nos menores esse tecido esclerenquimatico ocorre
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apenas no polo floematico. (SILVA E MILANEZE, 2004; SAONCELLA et al., 2017;
SANTOS et al., 2021).

Caracteristicas do ramicaule, como a forma em secdo transversal e tipo de célula do
cortex externo, podem ser usadas para distinguir espécies em Pleurothallidinae (AVI E
RODRIGUES, 2019). No ramicaule, a espessura da cuticula, a forma das células e espessura
da parede da epiderme, a presenga de camadas subepidérmicas esclerificadas sao relevantes
na sistematica de Pleurothallidinae, contudo o caule ¢ o 6rgdo menor variagdo no nivel
genérico (PRIDGEON, 1982). A cuticula deste 6rgdo na subtribo ¢ de varidvel espessura nas
espécies. A epiderme € uniestratificada, lignificada em algumas espécies de Pleurothallidinae,
com cé¢lulas de diferentes formatos; hipoderme distinta presente ou nao, quando presente pode
ser esclerificada e possuir de 1-2 camadas como em Pabstiella tripterantha (Rchb.f.) F.Barros
(antes Pleurothallis tripterantha Rchb.f.), quando esclerificada oferece sustentagdo ao 6rgao,
mantendo-o ereto (PRIDGEON, 1982; OLIVEIRA E SAJO, 2001; STERN, 2014).

O cortex na subtribo Pleurothallidinae se caracteriza por ter um tecido fundamental
claramente delimitado em cortex e medula por uma bainha de fibras, em alguns taxons este
anel esclerenquimatico ¢ interfascicular no anel mais externo dos feixes e pode se estender
para feixes mais internos, em outros tdxons a bainha fibrosa ¢ descontinua, possui numero de
camadas varidveis entre as espécies, com presen¢a de grdos de amido e cloroplastos. O
cilindro vascular consiste em um anel de feixes colaterais ou mais de um anel em
configuragdo concéntrica sempre associados a esclerénquima. O nimero de feixes vasculares
no ramicaule varia em fun¢ao do seu didmetro, ramicaules finos, como os de Dryadella elata,
Pleurothallis brevipes e Platystele stenostachya, possuem 3-5 feixes grandes e 4-5 feixes
menores, enquanto nos ramicaules mais robustos de Restrepiella ophiocephala e Pleurothallis
pubescens pode haver até 75 feixes no entrend. A medula ¢ parenquimatica na maioria dos
taxons, mas pode ser esclerificada como em Specklinia hypnicola (PRIDGEON, 1982;
STERN et al., 1985; SCATENA E NUNES, 1996; OLIVEIRA E SAJO, 2001; STERN, 2014,
ALMEIDA et al., 2019; AVI E RODRIGUES, 2019).

No género Pabstiella, Warmling (2013) descreveu a anatomia do ramicule para a
espécie P. fusca, esta se caracteriza por apresentar formato circular em sec¢do transversal,
epiderme unisseriada, cuticula espessa e lisa, hipoderme bisseriada com células espessadas. A
regido cortical ¢ constituida de células parenquimaticas isodiamétricas de paredes finas e
poucos espacos intercelulares. O cilindro vascular se caracteriza por possuir feixes vasculares
do tipo colateral, com distribui¢do aleatdria na regido central do ramicaule e presenca de

bainha plurisseriada de células.
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2.3 Folha

A anatomia foliar de espécies da subfamilia Epidendroideae, a exemplo de
Cephalanthera (L.) Fritsch, Ornithocephalus Hook., Catasetum Rich. ex Kunth, Dendrobium
Sw. e Bulbophyllum Thouars, se caracteriza por ser hipoestomatica, com cuticula delgada e
lisa a espessada e verrucosa na face abaxial; a epiderme ¢é uniestratificada, as vezes com
células epidérmicas adaxiais maiores que as abaxiais, podendo haver presenca de células
buliformes. Em algumas espécies ha presenca de hipoderme adaxial e abaxial, de paredes
finas ou com espessamentos helicoidais. O mesofilo pode ser homogéneo a heterogéneo com
parénquima clorofiliano e aquifero; possui em sua composi¢ao presenca de cristais de rafides,
drusas e idioblastos. O sistema vascular € constituido por feixes colaterais em disposi¢ao
alternada com esclerénquima circundando o feixe vascular de maior tamanho; em algumas
espécies a folha ¢ dividida bilateralmente por uma fileira de feixes vasculares em ambos os
lados da linha média ou variam em apresentar 2-3 fileiras de feixes vasculares (STERN et al.,
1994; MORRIS et al., 1996; CARLSWARD et al., 1997, DELLA COLLETA E SILVA,
2008, SENEL et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021). Algumas dessas caracteristicas como
epiderme unisseriada com cuticula espessa, estdmatos tetraciticos com camara
supraestomatica, tricomas e feixes vasculares colaterais, sdo caracteres freqlientemente
compartilhados com outros taxons na familia e sdo sinapomorfias importantes na maioria dos
grupos dentro de Orchidaceae (SMIDT el al., 2013).

A anatomia foliar da tribo Epidendreae; a exemplo de espécies dos géneros:
Brassavola R.Br., Caularthron Raf., Constantia Barb.Rodr., Rhyncholaelia Schltr.,
Scaphyglottis Poepp. & Endl., Cattleya Lindl., Encyclia Hook., Jacquiniella Schltr., Leptotes
Lindl.,, Homalopetalum Rolfe, Neocogniauxia (Griseb.) Schltr., e Meiracyllium Rchb. f.; se
caracteriza por possuir folhas hipoestomaticas, cuticula espessa na grande maioria; hipoderme
geralmente ausente, quando presente, pode ser unisseriada a bisseriada. O mesofilo ¢
homogéneo a heterogéneo, em algumas espécies o parénquima aquifero na face adaxial possui
bandas espessadas nas células. Presenca de idioblastos com rafides ¢ comum nas espécies. O
sistema vascular € constituido por feixes vasculares colaterais que se dispdem paralelamente
em relagdo ao eixo longitudinal da lamina foliar e possuem calotas de fibras em ambos os
polos de tecidos condutores, sendo o feixe da nervura central maior que os demais e
deslocado abaxialmente. Stegmatas com corpos de silica conicos ocorrem tipicamente ao
longo do esclerénquima vascular em algumas espécies (ZANENGA-GODOY E COSTA,
2003; SILVA E MILANEZE, 2004; STERN E CARLSWARD, 2009; SAONCELLA et al.,
2017).
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Na subtribo Pleurothallidinae, os caracteres morfoanatdmicos foliares que sao
diagnosticos para espécies € géneros sdo: espessura, ornamentacdes e papilas na cuticula,
formato das células epidérmicas, presenca ou auséncia de tricomas glandulares, presenca ou
auséncia de hipoderme, mesofilo homogéneo ou heterogéneo, barras de espessamento nas
células do mesofilo, presenca de idioblastos (PRIDGEON 1982; AVI E RODRIGUES, 2019).
Essa subtribo tem sua anatomia foliar caracterizada por possuir folhas hipoestomaticas,
estobmatos normalmente tetraciticos ou anisociticos muitas vezes com projecdes cuticulares
que formam uma cdmara supra-estomatica; cuticula fina a espessa; presenga de tricomas
glandulares que se distribuem em ambas as faces, bem como cicatrizes de tricomas; epiderme
com espessura de parede variavel entre os tdxons; presenca de hipoderme adaxial que varia
em até 11 camadas, sendo comumente encontrada pelo menos duas camadas na maioria dos
géneros; possui espessamentos helicoidais birrefringentes que ocorrem nas células
hipodérmicas da maioria dos taxons (SCATENA E NUNES 1996; SILVA et al., 2006;
STERN, 2014; ALMEIDA et al., 2019; AVI E RODRIGUES, 2019; IMIG et al., 2020).

O mesofilo da subtribo Pleurothallidinae varia de homogéneo a heterogéneo
diversificando entre os géneros, observado geralmente com clorénquima voltado para a face
abaxial e camadas de células com parénquima aquifero comumente encontrado na face
adaxial ou disperso por todo o mesofilo. Usualmente ocorrem idioblastos traqueoidais com
espessamento helicoidal lignificado nas paredes. O sistema vascular da subtribo possui,
normalmente, feixes vasculares alinhados na jun¢do do parénquima pali¢adico com o
esponjoso ou alinhados nas camadas superiores de clorénquima em mesofilo homogéneo; os
feixes de maior calibre sdo tipicamente circundados com bainha de esclerénquima, ou com
uma camada estreita de esclerénquima na face adaxial. A presenga de estegmata com corpos
silicosos conicos associados ao esclerénquima vascular também foi registrada (SCATENA E
NUNES, 1996; SILVA et al., 2006; STERN, 2014; ALMEIDA et al., 2019; IMIG et al.,
2020).

A anatomia foliar de Pabstiella mirabilis foi investigada como Pleurothallis por
Pridgeon (1982). A folha de P. mirabilis e P. fusca se caracteriza por possuir cuticula fina,
mas papilosa, hipoestomatica com tricomas glandulares afundados. Presenc¢a de hipoderme 1-
8 camadas adaxialmente e uma camada abaxialmente, com espessamentos espirais. O
mesofilo ¢ heterogéneo com clorénquima homogéneo de até 12 camadas; o parénquima
aquifero possui células de paredes finas e auséncia de barras de espessamento. Idioblastos
contendo drusas e cristais estdo presentes no mesofilo. O sistema vascular possui feixes

vasculares colaterais de tamanhos distintos, estdo dispostos em uma Unica fileira no centro do



18

mesofilo, os feixes maiores possuem bainhas de esclerénquima de 1-2 camadas de fibras
adaxialmente e até trés abaxialmente; feixes menores sem fibras adaxialmente (PRIDGEON

et al., 2005; WARMLING 2013).
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4 CAPITULO 1

Variacao e evolucio dos orgaos vegetativos em Pabstiella (Pleurothallidinae:

Orchidaceae)

Resumo

Os géneros de Pleurothallidinae apresentam grande variagdo morfolégica com poucas
sinapomorfias reconhecidas. Pabstiella ¢ um género fortemente suportado na filogenia
molecular recente, mas com poucos caracteres reconhecidos morfologicamente. Para
Pabstiella poucas sdo as espécies descritas anatomicamente, ndo havendo uma caracterizagao
ampla no género. Nosso objetivo foi levantar os principais caracteres morfoanatomicos
vegetativos em Pabstiella e avaliar a evolugdo destes com base na filogenia do género.
Amostras de raiz, caule e folha de 57 espécies foram analisadas em microscopia de luz e
eletronica de varredura. As diferencas morfoanatomicas encontradas foram analisadas
baseadas na filogenia do género. A anatomia foliar ¢ homogénea, com hipoderme aquifera em
ambas as faces, parénquima clorofiliano centralizado envolvendo os feixes vasculares
dispostos em linha. O ramicaule possui epiderme com paredes primarias ou secundarias,
hipoderme simples a estratificada, cortex com parénquima ou aerénquima, feixes vasculares
com bainha de esclerénquima continua ou descontinua. A raiz apresenta células gigantes no
cortex, células do endovelame maiores que as do epivelame e tilossomos reticulados com
diferentes morfotipos. Foram identificadas quatro sinapomorfias para o género sendo estas: a
presenca de células do epivelame mais altas que o endovelame, presenca de células gigantes
no cortex e o padrao de distribuicao dos tilossomos, caracteristicas da raiz, e 2-3 camadas de
tecido aquifero na face adaxial da folha. Em relagdo as se¢des, a sinapomorfia parede da

epiderme liginificada no caule sustenta a secdo Pabstiella.

Palavras-chave: Anatomia - taxonomia - morfologia tilossomo - anatomia da folha, caule e

raiz - monocotiledonea
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Abstract

Pleurothallidinae genera show great morphological variation with few recognized
synapomorphies. Pabstiella is a strongly supported genus in molecular phylogeny and an
example of this variation. For Pabstiella, there are few species anatomically described, with
no broad characterization of the genus. Our objective was to survey the main vegetative
morphoanatomical characters in Pabstiella and evaluate their evolution based on the
phylogeny of the genus. Root, stem, and leaf samples of 57 species were sectioned and
processed for light and scanning electron microscopy. The variation found was coded and
analyzed on the phylogeny of the genus. Pabstiella has homogeneous leaf anatomy with
aquiferous hypodermis on both sides, and median chlorophyll parenchyma with aligned
vascular bundles P. gracicaulis showed anatomical divergences in relation to the group. The
ramicaule presented characters that support sections, in the anatomy, it presents simple to the
lignified epidermis, simple to the stratified hypodermis, the cortex can be fundamental or
aerenchymatous, with a sheath of sclerenchyma in the vascular bundles, continuous or
discontinuous. The presence of giant cells in the root cortex, endovelamen cells larger than
those of the epivelamen, and reticulated tilososomes are characteristics that support the genus.
The data obtained showed that Pabstiella has diagnostic characters both for the genus and
sections, thus showing the importance of joining morphological and molecular characters in
the phylogenetic study.

Key words: Anatomy - taxonomic - tilosome morphology - leaf, stem and root anatomy -

Monocots
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4.1 INTRODUCAO

Orchidaceae Juss. ¢ considerada uma das maiores familias dentro das angiospermas.
Apresenta muita diversidade morfologica e adaptativa comportando 707 géneros com mais de
26.000 espécies (POWO 2023), atualmente subdividida em cinco subfamilias:
Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideaec e Epidendroideae, a ultima
contendo a maior parte dos taxons da familia (Chase et al. 2003). Em Epidendroideae, a
subtribo Pleurothallidinae possui as espécies epifitas mais diminutas do Novo Mundo, e
comporta cerca de 37 géneros com mais de 4000 espécies distribuidas do sul da Florida as
ilhas do Caribe, - México, sul do Brasil e Argentina (Stern 2014).

O gé nero Pabstiella inclui 133 espécies, distribuidas na Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Costa Rica, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Panama, Paraguai, Peru, Suriname
e Venezuela. No Brasil ocorre 118 espécies em todo o pais, do Norte ao Sul. Estudos
biogeograficos recentes apontam que o género se originou nos Andes e na Mata Atlantica
brasileira no final do Mioceno (c. 7,93 Mya), em uma época em que esses biomas
provavelmente estavam conectados. (Morales et al. 2020; POWO 2023)

Pesquisas em anatomia vegetal de Pleurothallidinae visam encontrar caracteres
anatomicos Uteis na interpretacdo das estratégias adaptativas bem como identificar caracteres
de valor taxondmico (Scatena e Nunes 1996; Almeida et al. 2019; Imig et al. 2020). O uso de
caracteres morfologicos e anatdmicos sao de grande importancia, visto que ocorre homoplasia
substancial entre os taxons de Pleurothallidinae que ja foram estudados (Neyland et al. 1995).
Buscando reconhecer caracteres vegetativos diagnosticos, Pridgeon (1982) realizou um
levantamento de caracteres anatdmicos em 200 espécies em 22 géneros da subtribo
Pleurothallidinae (ndo incluindo Pabstiella). Segundo o autor o velame pode apresentar
caracteristicas taxondmicas confidveis, porém com certas limitacdes. A identificacdo de
sinapomorfias morfoldgicas e anatdmicas na subtribo parece complexa devido a homoplasia
que prevalece em caracteristicas vegetativas e florais (Pridgeon 1982).

Dentre os caracteres morfoanatomicos diagnosticos para espécies e géneros de
Pleurothallidinae pode-se destacar: espessura e ornamentagdes da cuticula, formato das
células epidérmicas, presenca ou auséncia de tricomas glandulares, disposi¢ao do mesofilo,
auséncia de barras de espessamento nas células do mesofilo, organizacdo dos feixes
vasculares, presenca ou auséncia de feixes diferenciados no bordo foliar, presenca ou auséncia
de cristais, compostos fenolicos e Oleos, morfologia da folha e do ramicaule em secgdo
transversal e presenca ou auséncia de esclerénquima subepidérmico nos ramicaules (Avi e

Rodrigues 2019).
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Pabstiella ¢ um género que carece de uma ampla analise anatomica, tendo sido poucas
espécies analisadas no conjunto da subtribo Pleurothallidinae. Nesses estudos a raiz de
Pabstiella hypnicola e P. lineolata foram caracterizadas com velame biestratificado, tendo epi
e endovelame distintos, e presenga de tilossomos (Rodrigues et al. 2021). O ramicaule (i.e.
Pabstiella fusca) se caracteriza pela epiderme simples, presenca de hipoderme, cortex
parenquimatico e feixes vasculares envoltos em bainha de esclerénquima (Warling 2013,
dados ndo publicados). A folha (i.e. Pabstiella fusca) € hipoestomatica com mesofilo
heterogéneo, parénquima aquifero sem barras de espessamento nas paredes, presenca de
cristais e feixes vasculares alinhados no ter¢o inferior da lamina foliar (Warmling 2013).
Anadlises moleculares em Pabstiella relatam fortes evidéncias da monofilia do grupo (Morales
et al. 2020), contudo, hé ainda discussdes sobre a evolucdo morfoldgica nos diferentes 6rgaos
¢ sua importancia no reconhecimento dos clados evidenciados através de dados moleculares.

Apesar do conhecimento acumulado acerca da filogenia e morfologia em Pabstiella,
que apresenta um grande nimero de espécies, ainda ndo ha trabalhos com foco anatomico que
permitam investigar os processos evolutivos e a diversidade no grupo. Para compreender a
estrutura morfoanatdmica nas diferentes espécies de Pabstiella, bem como a evolucao
morfoldgica neste grupo, foi descrito a morfoanatomia, e investigado o padrdo evolutivo
através dos caracteres anatdmicos combinados com os caracteres moleculares, para testar a
hipotese de que as espécies em Pabstiella tém caracteres diagndsticos para o género ou

secoes.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal e processamento

Foram coletadas e analisadas 57 espécies do género Pabstiella, com representantes em nove
das 10 segdes, propostas por Morales et al. (2020) e trés espécies dos géneros Trichosalpinx e
Specklinia para grupo externo (Tabela 1). As amostras foram obtidas de espécimes cultivadas
em casa de vegetacdo e material herborizado armazenado em meio liquido (etanol 70%).
Foram coletadas raizes, ramicaules e folhas totalmente expandidas em individuos adultos. As
amostras foram fixadas in loco em FAA 50 (formaldeido, acido acético glacial e etanol 50%
5:5:90 v/v), mantidas por 48 horas sob vacuo e estocadas em etanol 70% (Johansen 1940). A
preparacdo e analise do material foi feita no Laboratorio de Botanica Estrutural do Setor de
Ciéncia Biologicas da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Para as andlises morfologicas foram definidos o comprimento total da folha e do
ramicaule e a largura e forma do limbo. As mensuragdes foram feitas com paquimetro digital
em uma a trés folhas de cada espécime, quando assim disponiveis. A terminologia
morfoldgica seguiu a defini¢do de Stearn (2004).

Para a analise anatomica a raiz e o caule foram seccionados a mao livre, com auxilio
de navalha descartavel e isopor como suporte. Os cortes foram lavados em agua de torneira,
corados com safrablau (Kraus e Arduim 1997) ¢ montados entre lamina e laminula em
gelatina glicerinada (Kaiser 1880 in Kraus e Arduin 1997). Na preparacdo de laminas das
amostras foliares o material foi infiltrado em uma mistura de polietilenoglicol (PEG) 1500 e
etanol 70% (1:1) por 4h em frasco fechado e cerca de 12 horas em frasco aberto, em estufa a
60 °C, seguida de uma troca total em PEG puro e mantidas em estufa por 12 horas. Apos este
periodo as amostras foram incluidas em PEG puro e solidificadas em refrigerador. Os blocos
foram seccionados em micrétomo de rotacdo (Leica RM 2125 RT) lavadas em dgua de
torneira, coradas com safrablau (Kraus e Arduim 1997), montadas em gelatina glicerinada e
vedadas com esmalte incolor. As laminas foram analisadas em microscopio de campo claro. A
documentacdo dos resultados foi realizada com fotomicrografias obtidas em microscopio

Olympus (BX41) com camera digital CS30 Olympus e softwareanalySIS getIT Olympus.
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4.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Para andlise dos tilossomos em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram
utilizadas raizes fixadas e armazenadas em etanol 70%. O velame foi removido manualmente
com microagulhas, as amostras foram desidratadas em série etilica ascendente e secas via
ponto critico com CO2 no aparelho Bal-Tec CPD 030. Em seguida, o material foi fixado com
fita de cobre adesiva, em suporte metalico (stub) e metalizado com ouro no equipamento
Balzers Union FL 9496 SCD 030. As analises e¢ as eletromicrografias foram feitas em
microscopio eletronico de varredura Jeol e JSM — 6360LV (Jeol Ltd, Tokyo, Japan), no
Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal do Parana (UFPR).

4.2.3 Analise filogenética

Para reconstruir a evolugdo dos estados de caracter ancestral, 35 -caracteres
morfologicos foram categorizados e codificados segundo Sereno (2007) (Tabela 2). Esses
caracteres foram gerados a partir da observacdo das estruturas anatdmicas dos orgaos
vegetativos. Os caracteres quantitativos foram codificados de acordo com Thiele (1991), a
matriz de caracteres morfoanatomicos foi construida e analisada pelo método de maxima
verossimilhanga, juntamente com a arvore de dados moleculares de Morales et al. (2020) no
programa Mesquite 3.1 (Maddison e Maddison, 2019). A evolugdo dos estados de caracter foi

visualizada no programa Winclada v1.00.08 (Nixon 2002) utilizando otimizagao inequivoca.

Tabela 1. Lista e voucher das espécies de Pabstiella analisadas e organizadas por Secdo,

Taxon Sec¢ao Voucher

Pabstiella tripterantha (Rchb.f.) F. Barros ~ Mentosae A.L.V. Toscano de Brito 2897 (UPCB)

P. determannii (Luer) F. Barros A.L.V. Toscano de Brito 3139 (SEL)

P. alligatorifera (Rchb.f.) Luer Carinatae A.L.V. Toscano de Brito 2742 (UPCB)

P. bowmanii (Rchb. F.) Luer A.L.V. Toscano de Brito 3076 (UPCB)

P. calcarata (Cogn.) Luer W.S. Mancinelli 1338 (UPCB)

P. colorata (Pabst) Luer & Toscano M. Rodrigues 61 (UPCB)

P. rubrolineata (Hoehne) Luer Linguiformes A.L.V. Toscano de Brito 2896 (UPCB)

goﬁ _:(e)udotrlﬁda L. Kollmann & D. R. A.L.V. Toscano de Brito 3663 (UPCB)

P. trifida (Lindl.) Luer A.L.V. Toscano de Brito 2878 (UPCB)

P. fragae (L. Kollmann & AP Fontana) - py,.qjgajes ALV Toscano de Brito 3372 (UPCB)
. Kollmann

P. leucopyramis (Rchb.f.) Luer A.L.V. Toscano de Brito 3500 (UPCB)

P. decurva Luer & Toscano Brachystachyae A.L.V. Toscano de Brito 3072 (UPCB)

C. Van den Berg 2128 (HUEFS)/ C.R.M Silva

P. conceicionensis Chiron & N. Sanson 11 (UPCB)



P. aff ramphastorhyncha (Barb. Rodr.) L.
Kollmann
P. lineolata (Barb. Rodr.) Luer
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N. Gutierrez 91 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 3630 (UPCB)
G. Chiron 11081 (HUEFS)/ A.L.V. Toscano de

P. rhombilabia Chiron & Xim. Bols. Brito 3778 (UPCB)

P. crassicaulis (Barb.Rodr.) Luer Ornithoides S.L.X. Tobias 22 (UPCB)

P. quasi Luer & Toscano A.L.V. Toscano de Brito 3074 (UPCB)

P. ephemera (Lindl.) Luer A.L.V. Toscano de Brito 2867 (UPCB)

P. wacketii (Handro & Pabst) Luer Longicaules F.J. de Jesus 10 (UPCB)

P. piraquarensis (Hoehne) Luer A.L.V. Toscano de Brito 3666 (UPCB)

P. fusca (Lindl.) Chiron & Xim. Bols Effusae E.C. Smidt 986 (UPBC)/ J. Klein. 157 (UPCB)

P. arcuata (Lindl.) Luer E.C. Smidt 985 (UPCB)

P. lueriana Fraga & L. Kollmann A.L.V. Toscano de Brito 3374 (UPCB)

P. gracilicaulis (Seehawer) Luer A.L.V. Toscano de Brito 2901 (UPCB)

P. nymphalis Luer & Toscano A.L.V. Toscano de Brito 2874 (UPCB)
A.L.V. Toscano de Brito 2868 (UPBC) / E.C.

P. hians (Lindl.) Luer Smidt 935 (UPCB)

é’:L.XfFuonbaiﬁ:llmna CRMSilva & C.R.M Silva 6 (UPCB)

P. villosisepala L. Kollmann & Fraga A.L.V. Toscano de Brito 2860 (UPCB)

P. carinifera (Barb. Rodr.) Luer Pabstiella M. Bolson 600 (UPCB)

P. sordida (Kraenzl.) Luer
P. versicolor (Porsh) Luer

. bicolor (Barb. Rodr.) Luer & Toscano
. miragliae (Leite) Luer

. purpurea (Seehawer) Luer & Toscano
. recurviloba Luer & Toscano

. ruschii (Hoehne) Luer

. bradei (Schltr.) Luer

. mirabilis (Schltr.) Brieger & Senghas

pristeoglossa (Rchb.f. & Warm.) Luer

acBa-Baviiavia-RavliavBae

verboonenii (Luer & Toscano) Luer
. punctatifolia (Barb. Rodr.) Luer
matinhensis (Hoehne) Luer

. varellae Toscano, Luer & J. Klein

A.L.V. Toscano de Brito 2630 (UPCB)

J. Klein 69 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 3099 (UPCB)/ A.L.V.
Toscano de Brito 2900 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 2908 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 3768 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 3567 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 2872 (UPCB)

W.S. Mancinelli 1177 (UPCB)

E.C. Smidt 921 (UPCB)

S.L.X. Tobias 17 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 3467 (UPCB)/ A.L.V.
Toscano de Brito 3345 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 2894 (UPCB)

A.L.V. Toscano de Brito 2906 (UPCB)

J. Klein 172 (UPCB)

catafaestae Chiron & Xim.Bols. *insertae sedis
podoglossa (Hoehne) Luer
bofiae Chiron & Tesch

transparens (Schltr.) Luer

AcBa~aciiac] lac i viiac ey

. bacillaris(Pabst) Luer

. quadridentata (Barb.Rodr.) Luer
. ribeironensis Chiron & Xim.Bols.
. trimeropetala (Pabst) Luer.

. spilantha

P. seriata(Lindl.) Luer & Toscano
P. lacerticeps Luer & Toscano

P. pterophora (Cogn.) Chiron

P. pleurothalloides(Cogn.) Luer

jaciiaBaviiaviia-]

M. Klingelfus Edmax jun/2019

Klein, J. 69 (UPCB)

M. Klingelfus 30 MG

Klingelfuss, M. 197 (UPCB)

Santos, T.F; Machnicki-Reis, M. 158 (UPCB)/
Toscano de Brito, A.L.V. 3568 (UPCB)
Santos, T.F; Kersten, R. 142 (UPCB)
M. Klingelfus T 3576 (3527)

Toscano de Brito, A.L.V. 3550 (UPCB)
M. Klingelfus 4/10 PONTA GROSSA
Royer, C.A. 86 (UPCB)

M. Klingelfus 30 BA

Toscano de Brito, A.L.V. 3500 (UPCB)
M. Klingelfus 30 RJ

Specklinia biglandulosa (Schltr) Pridgeon
& M.W. Chase

Specklinia grobyi (Bateman ex Lindl.)
Pridgeon & M.W. Chase

Trichosalpinx montana (Barb. Rodr.) Luer

Grupo externo

N. Gutierrez 95 (UPCB)

J. Klein 94 (UPCB)
A.L.V. Toscano de Brito 2909 (UPCB)

*Insertae sedis: espécies que ndo se encontram dentro das 10 se¢des, pois ainda ndo possuem os dados

moleculares para a taxonomia.
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RESULTADOS
4.2.4 Anatomia da raiz

Pabstiella - A raiz, possui velame biestratificado com epivelame espessado em O ou U
(Fig. la-b). Na parede periclinal interna do epivelame héd presenga de poros podendo ser
pequenos e/ou pouco frequentes como em P. podoglossa a grandes e abundantes como em P.
transparens (Fig. 1c). Nas regides sem ou com poucos poros sao visiveis pontoacdes simples
(Fig. 1d). O endovelame ¢ formado de células achatadas a quadradas ou alongadas
radialmente, variando na altura (Fig. le-h); com paredes finas a ligeiramente espessadas, as
vezes com faixas helicoidais finas como em P. alligatorifera (Fig. 11). Os tilossomos sdo
predominantemente reticulados (Fig. 2a-b- Anexo I), podendo os reticulos serem mais frouxos
(Fig. 2a) ou adensados como em P. conceicionenses (Fig. 2b), organizados de forma discoidal
(Fig. 2¢) ou enovelados (Fig. 2d) e ausentes a rudimentares em P. spilantha e P. gracilicaulis
(Fig. 2e-f). Os tilossomos podem estar continuos em todas as células, a exemplo de P.
ephemera e P. determanni (Fig. 2g) ou concentrados sobre a célula de passagem, como em P.
bofiae e P. calcarata (Fig. 2h). O Cértex € delimitado externamente pela exoderme de paredes
delgadas ou ligeiramente espessadas nas regides mais velhas; parénquima na regido central,
com c¢lulas isodiamétricas (Fig. 3a) ou gigantes na maioria das espécies (Fig. 3b) e
endoderme com células de paredes espessadas em O, alternadas com 1-5 células de passagem
(Fig. 3c). As células parenquimaticas corticais apresentam paredes primarias finas nas raizes
jovens e esclerificadas nas raizes mais velhas, formando idioblastos reticulados como em P.
piraquarensis (Fig. 3d). O cilindro vascular possui de 3-8 polos de protoxilema e tecido
fundamental esclerificado (Fig. 3e). Rafides foram identificadas no parénquima clorofiliano
de varias espécies (Fig. 31).

Grupo externo - Em Specklinia (S. biglandulosa, S. grobyi) e Trichosalpinx montana o
velame ¢ biestratificado, com o epivelame espessado em U, e com células mais altas que o
endovelame (Fig. 4a-b). A parede periclinal interna do epivelame possui poucos € pequenos
poros na zona de adesdo e pontoagdes simples na area livre da raiz de S. biglandulosa, S.
grobyi (Fig. 4c) e grandes e abundantes poros em 7. montana (Fig. 4d). O endovelame
apresenta células achatadas a quadradas, sem espessamento de parede em S. biglandulosa, S.
grobyi e com paredes espessadas em 7. montana (Fig. 4b). Os tilossomos sdo discoides em S.
biglandulosa, S. grobyi (Fig. 4e-f) e lamelado paralelo em 7. montana, concentrados nas
células de passagem (Fig. 4e-g). O cortex ¢ delimitado externamente pela exoderme com
paredes delgadas em S. biglandulosa, S. grobyi e T. montana, seguida de 4-5 camadas de

parénquima com células isodiamétricas, frequentemente clorofiladas e presenca de rafides
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(Fig. 4b, h). A endoderme possui células com paredes espessadas em O, alternadas com 1-3 as
células de passagem (Fig. 4i). O cilindro vascular ¢ esclerificado com 5-6 polos e protoxilema

(Fig. 41).

Fig. 1 Raiz de Pabstiella (Pleurothallidinae) em vista transversal (a, b, e-i) e paradérmica (c, d). (a) Epivelame
(epv) com espessamento em O, P. lueriana. (b) Epivelame com espessamento em U, P. rhombilabia. (¢) Poros
evidentes na parede interna do epivelame (seta), P. transparens. (d) Pontoacdes (seta) na parede interna do
epivelame, P. pterophora. (e) Endovelame com células achatadas (seta), P. ribeiroense. (f) Endovelame com
células quadradas (env), P. piraquarensis. (g) Endovelame (env) com células radiais curtas, P. podoglossa. (h)
Endovelame (env) com células radiais longas, P. pterophora. (i) Espessamento em faixas helicoidais (wt) na
parede do endovelame, P. alligatorifera. Escala: 50 um (a, b, ¢, d, e, g, 1), 100 um (f), 200 pm (h).
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Fig. 2 Vista frontal dos morfotipos de tilossomos em Pabstiella (Pleurothallidinae), em microscopia eletronica
de varredura (MEV). (a) Reticulado frouxo, P. trifida. (b) Reticulado denso, P. conceicionenses. (¢) Reticulado
discoide, P. carinifera. (d) Reticulado enovelado, P. transparens. (e) Auséncia de tilossomo, P. spilantha. (f)
Rudimentar, P. gracilicaulis. (g) Tilossomo continuo em todas as células, P. determanii. (h) Tilossomo
concentrado nas células de passagem, P. calcarata. Escala: 5 um (a, f), 10 um (b,c,d,e), 20 um (g,h).
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Fig. 3 Raiz de Pabstiella em vista transversal. (a) Raiz evidenciando epivelame (epv), endovelame (env),
exoderme (ex) e cortex (cx) com células isodiamétricas P. trimeropetala. (b) Cortex com células gigantes em P.
bofiae. (¢) Detalhe do cilindro vascular e endoderme espessada em O (seta preta) e células de passagem
alternadas (seta branca) em P. leucopyramis. (d) Idioblastos reticulado (seta) no cortex, P. piraquarensis. (e)
Cilindro vascular com oito pélos de protoxilema, endoderme (seta preta) e células de passagem (seta branca), P.
wacketii. (f) Feixe de rafides (seta) em P. calcarata. Velame (ve), cilindro vascular (cv). Escala: 50 um (f), 100
um (a, b, c, d, e).
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Fig. 4 Anatomia da raiz das espécies do grupo externo, em vista transversal (a, b, h, i) e paradérmico (c-g). (a)
Epivelame com espessamento em U em Specklinia grobyi. (b) Vista geral da raiz e zona de adesdo (seta) de
Trichosalpinx montana. (c¢) Parede interna do endovelame com pontoagdes simples (seta), Specklinia
biglandulosa. (d) Parede interna do endovelame com poros evidentes (seta), 7. montana. (e) Tilossomos
discoides, em microscopia eletronica de varredura (MEV), S. biglandulosa. (f) Tilossomos discoides em S.
grobyi. (g) Tilossomos lamelados paralelos em 7. montana. (h) Rafides (seta) nas células do cortex, 7. montana.

(i) Cilindro vascular circundado por endoderme espessada em O (seta preta) com células de passagem (seta
branca), 7. montana. Velame (ve), Epivelame (epv), endovelame (env), exoderme (ex). Escala: 10 um (e), 20
um (f, g), 50 pm (a, ¢, d, h, i), 200 pm (b).
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4.2.5 Anatomia do caule (ramicaule)

Pabstiella - O ramicaule possui epiderme uniestratificada com cuticula e tricomas
secretores embutidos (Fig. 5a). As paredes das células epidérmicas podem ser secundarias,
espessas e lignificadas, como em P. matinhensis ¢ P. mirabilis (Fig. 5b), ou primarias finas
como em P. ephemera (Fig. 5c¢). Hipoderme esclerificada uniestratificada ¢ comum na
maioria das espécies, mas pode apresentar mais de uma camada como em P. ephemera (Fig.
5¢) ou ndo evidente, como em P. catafaestae (Fig. 5d). O cortex, internamente a exoderme, ¢
constituido de parénquima, com células arredondadas como em P. catafaestae (Fig. 5d), ou
aerénquima na maioria das espécies (Fig. 5e). O tecido fundamental do cortex pode se
apresentar ligeiramente esclerificado como em P. carinifera e P. pristeoglossa (Fig. 5f). O
nimero de camadas do cortex, incluindo a hipoderme até a célula parenquimatica vizinha a
bainha de esclerénquima, varia de 2-10. O cilindro vascular possui de 4-47 feixes vasculares
envoltos por bainha de esclerénquima em todas as espécies. Os feixes vasculares podem estar
organizados em um unico anel (Fig. 5f) ou difusos (Fig. 5d-e, g). As bainhas de
esclerénquima dos feixes vasculares podem estar interconectadas formando um cilindro
macigo (Fig. Se, g) ou separadas, com os feixes dispersos no tecido fundamental (Fig. 5d). A
medula ¢ pouco delimitada, parenquimatica com células de paredes primarias ou
esclerificadas, formando idioblastos reticulados (Fig. 5h-i).

Grupo externo - Em Specklinia grobyi e S. biglandulosa e Trichosalpinx montana o
ramicaule apresenta epiderme uniestratificada, com paredes primarias, delgadas e cuticula
espessa (Fig. 6a), com tricomas embutidos registrados em S. biglandulosa (Fig. 6b). A
hipoderme ¢ composta por uma camada, com paredes primarias, delgadas, pouco evidentes
nas espécies de Specklinia analisadas e esclerificada em 7. montana (Fig. 6a-f). O cortex ¢é
composto de parénquima fundamental com presenca de cloroplastos e graos de amido
cruciformes em S. grobyi e S. biglandulosa (Fig. 6d, f) e composto de aerénquima em 7.
montana (Fig. 6¢€). As camadas do cortex variam de 3-4 para S. biglandulosa, 5 -7 para S.
grobyi e 2-4 em T. montana. O cilindro vascular possui de 7-9 feixes vasculares em S. grobyi
e S. biglandulosa e 7 em T. montana, organizados em um Unico anel (Fig. 6f). A bainha de
esclerénquima dos feixes vasculares ¢ estreita em Specklinia e larga em Trichosalpinx (Fig.
6g-h), formando uma faixa continua de esclerénquima. A medula é parenquimatica com

células arredondadas e com graos de amido cruciformes (Fig. 61).
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Fig. 5 Caule de Pabstiella em vista transversal. (a) Detalhe da regido periférica com epiderme simples (ep) com
tricoma embutido (seta) e hipoderme esclerificada (hy), P. wacketii. (b) Regido periférica evidenciando a
epiderme (seta preta) ¢ hipoderme (seta branca) com paredes esclerificadas, P. mirabilis. (¢) Regido periférica
evidenciando epiderme com parede primaria ¢ hipoderme (hy) estratificada e esclerificada, P. ephemera. (d)
Vista geral evidenciando tricoma (seta) e tecido fundamental parenquimatico (seta) com feixes vasculares
dispersos, P. catafaestae. (e) Vista geral evidenciando cortex aerenquimatico. (f) Caule com aerénquima
ligeiramente esclerificado no cortex e feixes vasculares organizados em anel, P. pristeoglossa. (g) Vista geral

evidenciando feixes vasculares difusos, com fusdo das bainhas de esclerénquima dos feixes vasculares (seta); P.
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spilantha. (h) Presenca de idioblastos reticulado na medula parenquimatica (pi); P. gracilicaulis. (i) Detalhe dos

idioblastos reticulados (seta) na medula esclerificada, P. pterophora. Escala: 50 um (b, f, h, i), 100 um (c), 200

pm (a, d, e, g).

Fig. 6 Anatomia do caule das espécies do grupo externo, em vista transversal. (a) Epiderme com paredes
primarias e cortex com amido e hipoderme nao evidente, Specklinia grobyi. (b) Epiderme com tricoma imbutido
(seta) em S. biglandulosa. (¢) Epiderme e cortex com hipoderme esclerificada (seta) em Trichosalpinx montana.
(d) Vista geral evidenciando cloroplastos e amido no cortex, S. biglandulosa. (e) Vista geral evidenciando
aerénquima no cortex, cilindro vascular delimitado por bainha de fibra e feixes vasculares em anel, 7. montana.
(f) Detalhe do cilindro vascular em anel em S. grobyi. (g) Detalhe da bainha dos feixes vasculares formando
camada larga e continua (seta), 7. montana. (h) Bainha dos feixes vasculares estreita (seta) em S. grobyi. (i)
Detalhe da medula com graos de amido cruciformes (seta); 7. montana. Escala: 50 um (b, f, h, i), 100 pm (c, d),
200 um (a, e, g).
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4.2.6 Morfologia da folha

As folhas de todas as espécies analisadas sdo de margem inteira, com nervura mediana
saliente na face abaxial, glabras e suculentas. A grande maioria possui forma eliptica com
variagdo a estreito-eliptica ou obovais, a exemplo de P. determannii e P. varellae, e lineares
como em P. lineolata e P. rhombilabia. A forma da base varia de aguda a cuneada. O 4pice
possui formas aguda, cuneada, retusa, e tridentada a exemplo de P. transparens, P. bicolor e

P. quadridentada (Fig. 7a-m).

4.2.7 Anatomia da folha
Pabstiella - A forma da folha, em seccdo transversal, varia de V-sulcada como em P. bofiae
(Fig. 8a), a semissulcada (P. pseudotrifida Fig. 8b), eliptica (P. purpurea Fig. 8c), plano-
convexa (P. pterophora Fig. 8d) e plana (P. versicolor Fig. 8e). A epiderme ¢
uniestratificada, com tricomas embutidos e estdmatos na face abaxial que apresentam crista
externa proeminente (Fig. 9a-c). ). A cuticula pode ser espessa a fina, podendo ser verrucosa
na grande maioria das espécies (Fig. 9d) a lisa (Fig. 9¢). O mesofilo ¢ constituido de
parénquima aquifero em ambas as faces (hipoderme) (Fig. 9a), com varias camadas na face
adaxial e uma camada na abaxial, intercalado com parénquima clorofiliano regular variando
de 5-12 camadas (Fig. 9f) em todas as espécies, com excecdo de P. gracilicaulis que
apresenta o parénquima aquifero central e clorofiliano subepidérmico (sem hipoderme) (Fig.
9¢g). Idioblastos traqueoidais podem ocorrem dispersos no parénquima clorofiliano, bem como
drusas, monocristais e rafides (Fig. 9h-i, 10a). As células do parénquima aquifero se
distribuem em 1-5 camadas e apresentam paredes com espessamentos descontinuos, em
barras de espessura varidvel (Fig. 10b-c). Em algumas espécies ocorre camada regular de
células isodiamétricas entre as células aquiferas como em P. rhombilabia (Fig. 10d). Os
feixes vasculares estdo envoltos por bainha de fibras, alinhados no centro do parénquima
clorofiliano variando de 9-10 (ex. P. bofiae) ou 43-45 feixes (ex. P. arcuata). Esclereides
reticuladas ocorrem ao redor dos feixes vasculares em todas as espécies (Fig. 10e). Os bordos
da folha, em secc¢do transversal, podem ser agudos (Fig. 10f), cuneados (Fig. 10g), ou
arredondados (Fig. 10h) com feixes vasculares envoltos por bainha de fibras. O feixe vascular
do bordo pode ser maior, menor ou de igual tamanho quando comparado ao feixe vascular
mediano. P. gracilicaulis ndo apresentou feixe vascular no bordo (Fig. 101).

Grupo externo - Em secg¢do transversal, a folha de Trichosalpinx montana é V-sulcada

e em Specklinia grobyi e S. biglandulosa ¢ plano-convexa, com bordos cuneados (Fig. 11a-c).
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A epiderme ¢ uniestratificada, com paredes primdrias, tricomas embutidos e estomatos na face
abaxial no nivel da epiderme (Fig. 11d-g). A cuticula ¢ fina com a superficie verrucosa sobre
o feixe central. O mesofilo € constituido de varias camadas de parénquima aquifero
(hipoderme adaxial) com células alongadas na face adaxial, parénquima clorofiliano
homogéneo na face abaxial em S. grobyi e S. biglandulosa e heterogéneo em T. montana (Fig.
11f-1). Na face abaxial ha presenca de hipoderme parenquimatica simples nas espécies de
Specklinia (Fig. 11g-h), e aquifera em 7. montana (Fig. 11d, f, 1). O parénquima clorofiliano
varia de 6-7 camadas e ndo possui idioblastos, mas apresenta monocristais nas espécies de
Specklinia aqui analisadas, enquanto em 7. montana varia de 4-8 camadas com presenca de
idioblastos traqueoidais e parénquima pali¢adico junto ao parénquima esponjoso. Rafides
foram identificadas somente em 7. montana (Fig. 11k). O parénquima aquifero varia de 5-7
camadas em Specklinia e 4 camadas em 7. montana, apresentando espessamentos de parede
pouco evidentes. Os feixes vasculares estdo alinhados no parénquima clorofiliano e variam de
16 (S. biglandulosa e T. montana) a 32 (S. grobyi) feixes. Esclereides reticuladas ocorrem

junto aos feixes vasculares, em todas as espécies (Fig. 111).
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Fig. 7 Morfologia das folha de espécies de Pabstiella. (a) Folha eliptica; P. mirabilis. (b) Folha estreito-
eliptica; P. gracilicaulis. (¢) Folha obovada; P. varellae. (d) Folha linear; P. rhombilabia. (e) Base da folha
aguda; P. lineolata. (f) Apice cuneado; P. catafaestae. (g) Apice tridentado; P. bicolor (h) Base cuneada; P.
leucopyramis (i) Apice retuso; P. conceicionenses (j) Apice agudo e tridentado; P. bofiae (K) T. montana (1) S.
biglandulosa (m) S. grobyi. Escala: 1cm (a-m)
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Fig. 8 Formas da folha e do bordo, em corte transversal, em Pabstiella. (a) V sulcada em P. bofiae. (b) V
semissulcada em P. pseudotrifida. (¢) Eliptica em P. purpurea. (d) Plano-convexa em P. pterophora. (e) Plana
em P. versicolor. Escala: 1 mm (a-e).
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Fig. 9 Anatomia da folha de Pabstiella em secgdo transversal (a, ¢, f-1) e paradérmica (b, d, ¢). (a) Vista geral da
folha com epiderme simples e tricoma embutido (seta), mesofilo com parénquima aquifero (pa), parénquima
clorofiliano (pc) e hipoderme aquifera abaxial (hy), P. lacerticifes. (b) Estomato tetracitico, P. determanii. (¢)
Estomato com crista estomatica (seta), P. podoglossa. (d) P. bacillaris, cuticula verrucosa na face abaxial
(MEV). (e) Cuticula lisa com filamentos de fungo em MEV, P. fusca. (f) Vista geral do limbo com presenga de
parénquima aquifero, clorifiliano e feixe vascular, P. pleurothalloides. (g) P. gracilicaulis com parénquima
clorofiliano (pc) nas extremidades e parénquima aquifero (pa) no centro. (h) Cristais formando pequenas drusas
(setas), P. pseudotrifida. (i) rafides (seta), P. pseudotrifida. Escala: 50 pm (b, c, d, e, g, 1), 200 um (f, g, h), 500

pum (a).
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Fig. 10 Seccdes transversais da folha de espécies de Pabstiella. (a) Mesofilo contendo idioblastos traqueoidais
no parénquima clorofiliano e feixe vascular com bainha esclerificada, P. quasi. (b) Células do parénquima
aquifero com espessamento evidente na parede, P. seriata. (¢) Células do parénquima aquifero com
espessamento pouco evidente; P. bicolor. (d) Mesofilo com parénquima aquifero separado por camada de
células isodiamétricas (seta), P. rhombilabia. (e) Detalhe de esclereides reticuladas junto ao feixe vascular em P.
ribeiroense. (f) Bordo agudo com feixe vascular em P. bofiae. (g) Bordo cuneado com feixe vascular em P.
bacillaris. (H) Bordo arredondado com feixe vascular em P. rhombilabia. (i) Bordo cuneado sem feixe vascular
em P. gracilicaulis. Escala: 100 um (e), 200 um (a,b,c,f,g), 500 um (d,h,i).
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Fig. 11 Anatomia da folha das espécies do grupo externo, em secgdo transversal. (a) Forma V sulcada; T.
montana. (b) Forma plano-convexa; S. biglandulosa. (¢) Forma plano-convexa; S. grobyi. (d) Detalhe da folha
com cuticula verrucosa, hipoderme (hy) e feixe vascular central com bainha esclerificada, Trichosalpinx
montana. (e) Face abaxial evidenciando estdmato na epiderme (seta), S. biglandulosa. (f) Detalhe da hipoderme
aquifera (hy) na face abaxial e parénquima clorofiliano heterogéneo (pc), 7. montana. (g) Vista geral do limbo
com parénquima aquifero (pa) na face adaxial e parénquima clorofiliano (pc) na face abaxial, S. biglandulosa.

(h) Vista geral da folha de S. grobyi. (i) Vista geral da folha de 7. montana. (j) Presenca de idioblastos
traqueoidais (id) no parénquima esponjoso ¢ monocristais no parénquima pali¢adico (seta) em 7. montana. (k)
Rafides (seta) em 7. montana. (1) Esclereide reticulada (seta) junto ao feixe vascular; S. biglandulosa. Escala: 25
pm (i), 100 pm (b, c, h), 200 pm (d), 500 um (a, e, f, g).
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4.3 ANALISE FILOGENETICA

Foram identificados 35 caracteres, destes, 25 qualitativos e 11 quantitativos, sendo 16
binarios e 21 multiestados (Tabela 2). Estes foram utilizados na constru¢do da matriz
morfologica. Dentre os caracteres selecionados, apenas alguns foram mais informativos para a
discussao da evolucao dos o6rgdos vegetativos no grupo.

Com base na filogenia proposta por Morales et al 2020, nossos resultados indicam
algumas sinapomorfias que caracterizam o género Pabstiella (Fig. 12), como raiz com células
do endovelame maiores que as do epivelame (carater 2), presenga de células gigantes no
cortex (carater 5) distribui¢ao de tilossomo em todas as células (carater 7); e 2-3 camadas de
tecido aquifero na face adaxial (carater 30). Além disso, apresenta como homoplasia,entre 4-5
de camadas do parénquima cortical na raiz, (carcter 9), ¢ no ramicaule o estelo com
distruibui¢dao difusa dos feixes vasculares (carater 18), (Fig. 12). Para as sec¢des, houve a
ocorréncia de sinapomorfia somente para a se¢do Pabstiella (carater 16), onde as espécies
deste clado apresentam lignificacdo na parede da epiderme, exceto para P. carinifera, que
apresenta parede nao lignificada. - Entre as nove secOes amostradas, os caracteres se
mostraram muito homoplasticos neste nivel hierarquico, contudo observamos autopomorfias
em algumas espécies e conjunto de homoplasias que podem caracterizam algumas segoes.

Raiz- Houve a ocorréncia de autopomortfias para algumas espécies nos caracteres: tipo
de tilossomo (carater 6) para P. fragae na se¢do Pyramidales (reticulado enovelado), para P.
conceicionesis (retic. Denso) na se¢ao Brachystachyae e para P. carinifera (retic. discoidal)
na se¢do Pabstiella. Na se¢do Longicaules, P. wacketti apresentou 8 polos de protoxilema
(caracter 8) sendo uma autopomorfia para a espécie. A evolugdo de presenca para auséncia de
espessamento na parede do endovelame (caracter 4) ¢ uma homoplasia para espécies das
segoes Brachystachyae e Ornithoides. No caracter (7), a evolucdo de continuo para
concentrado na célula de passagem, na distribui¢do do tilossomo, ¢ uma homoplasia para a
secdo Linguiformes.

Caule- Na secao Pyramidales, a evolugao para o estado 7-8 no caracter (19), nimero
de células da bainha externas ao floema, ¢ uma autopomorfia para P. leucopyramis assim
como para P. quasi, que evoluiu para 5-6 células neste caracter dentro da secdo Ornithoides.
No caracter (20), comprimento do ramicaule, ocorreu uma autopomorfia para P. rhombilabia
que obteve maior comprimento. Ha ocorréncia de homoplasias que caracterizam segoes,
como no caractere 17 a evolucdo dos estados continua para descontinua em relagdo a bainha

de esclerénquima que circunda o cilindro vascular, caracteriza a se¢do Brachystachyae e
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Ornithoides; a evolugdo do estado difuso para em anel no caracter (18), tipo de estelo,
também ¢ uma homoplasia para as secdes Linguiformes, Brachystachyae e Pabstiella. No
caracter (15), a evolugdo de 2-3 camadas para 4-5 camadas no cortex ¢ uma homoplasia que
caracteriza a secdo Effusae. No caracter (20), comprimento do ramicaule, a transi¢do do
estado 0 para 1 € uma homoplasia que ocorre nas se¢des Longicaules e Effusae. A variacdodo
estado 1 para 2 na espessura da parede do esclerénquima (caracter 21) ¢ uma homoplasia para
a secdo Longicaules.

Folha- Dentro da se¢do Linguiformes houve uma autopomorfia para P. rubrolineata
que apresentou auséncia de barras de espessamento nas células aquiferas (caracter 29). Na
secdo Ornithoides, P. crassilicaulis apresentou duas autapomorfias, no caracter (32)
evoluindo para 11-12 camadas de parénquima clorofiliano e no caracter (34) onde a folha
obteve o maior comprimento na morfologia. Na secdo Brachystachyae o caracter (23),
formato do bordo, ¢ uma autopomorfia para P. rhombilabia. Na secdo Effusae, P.
gracilicaulis apresentou duas autopomorfias, sendo estas: a auséncia de feixe vascular no
bordo da folha (caracter 24) e a auséncia de tecido aquifero na face adaxial da folha (caracter
33). No caracter (31), a evolugdo de presenca para auséncia de idioblasto traqueoidal ¢ uma
homoplasia para as se¢des Effusae e Pabstiella. A variagao de 2-3 camadas para 1 camada de
tecido aquifero na face adaxial (caracter 30) ¢ uma homoplasia que caracteriza a se¢ao

Brachystachyae.
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Tabela 2 Caracteres morfoanatomicos usados na reconstru¢ao dos estados ancestrais

Orgao, caracter: estados

1- Raiz, espessamento da parede do epivelame: (0) em O; (1) em U

2- Raiz, epivelame com células mais altas que o endovelame: (0) ausente; (1) presente

3- Raiz, endovelame: altura das células: (0) tangenciais ou quadradas; (1) radiais curtas; (2) radiais longas
4- Raiz espessamento da parede do endovelame: (0) ausente; (1) presente

5- Raiz, células gigantes no cortex: (0) ausente; (1) presente

6- Raiz, tipo de tilossomo: (0) rudimentar/ausente; (1) lamelado paralelo; (2) discoide; (3) reticulado frouxo; (4)
ret. denso; (5) ret. discoidal; (6) ret. enovelado

7- Raiz, ocorréncia do tilossomo: (0) continuo com as demais células; (1) concentrado na célula de passagem
8- Raiz, numero de polos do protoxilema: (0) 3; (1)4a5;(2)6a7;(3)8
9- Raiz, nimero de camadas do parénquima cortical: (0) 2; (1) 3;(2)4a5;(3) 6

10- Raiz, poros na parede periclinal interna do epivelame: (0) raros; (1) pequenos e/ou pouco frequentes; (2)
grandes e/ou abundantes

11- Caule, hipoderme: (0) pouco evidente; (1) simples; (2) estratificada
12- Caule, parénquima do cortex: (0) fundamental; (1) aerénquima

13- Caule, tecido fundamental (cortex, medula e bainha): (0) predominio de parénquima; (1) predominio de
esclerénquima

14- Caule, nimero de feixes vasculares: (0)4 a 11; (1) 12 a25;(2)27 a 31; (3) 47

15- Caule, nimero de camadas no cortex: (0)2a3;(1)4a5;(2)6a8;(3)9al0

16- Caule, parede da epiderme: (0) ndo lignificada; (1) lignificada

17- Caule, bainha de esclerénquima: (0) descontinua; (1) continua

18- Caule, tipo de Estelo: (0) em anel; (1) difuso

19- Caule, nimero de células da bainha externas ao floema: (0) 1 a2;(1)3a4;(2)5a6;(3)7a8

20- Caule, comprimento morfologia: (0) 1,46 a 10,75; (1) 11,15 a27,81; (2) 29,71 a 42,31; (3) 48,38 a 57,63
21- Caule, espessamento da parede das fibras: (0) 2,81 a 3,51; (1) 3,59 a 4,88; (2) 5,06 a 6,05; (3) 6,48 a 7,12
22- Folha, forma corte transversal: (0) V-sulcada; (1) V semissulcada; (2) eliptica; (3) plana; (4) plano-convexa

23- Folha, formato do bordo: (0) agudo; (1) cuneado; (2) arredondado

24- Folha, feixe vascular no bordo: (0) ausente; (1) presente

25- Folha, tamanho do feixe do bordo em relagdo ao feixe central: (0) menor; (1) igual; (2) maior
26- Folha, numero de feixes: (0) 9 a 15; (1) 16 a 28; (2) 30 a43; (3) 45a 50

27- Folha, células isodiamétricas no meio do parénquima aquifero: (0) ausente; (1) presente
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28- Folha, hipoderme aquifera abaxial: (0) ausente; (1) presente

29- Folha, espessamento (barras) parede das células aquiferas: (0) inexistente; (1) pouco evidente; (2) evidente
30- Folha, tecido aquifero nimero total de camadas: (0) 1;(1)2a3;(2)4a5;(3)6a7

31- Folha, idioblasto traqueoidal no parénquima clorofiliano: (0) ausente; (1) presente

32- Folha, nimero de camadas parénquima clorofiliano: (0) 5a6; (1) 7a8;(2)9a10;(3) 11 a 12

33- Folha, tecido aquifero na face adaxial: (0) ausente; (1) presente

34- Folha, comprimento do limbo: (0) 10,45 a 23,51; (1) 23,53 a 52,52; (2) 57,28 a 84,41; (3) 85,78 a 99,67

35- Folha, largura limbo: (0) 3,04 a 6,32; (1) 6,55 a 13.07;:(2) 13.31 a2 19.43: (3) 21,07 223,27

4.4 DISCUSSAO

Algumas caracteristicas anatomicas sao comuns a todas as espécies de Pabstiella aqui
analisadas, tais como: raiz com velame biestratificado, exoderme de paredes finas, endoderme
com espessamento em O e tilossomos; caule com feixes vasculares com bainha esclerificada e
folhas hipoestomaticas com hipoderme aquifera e feixes vasculares alinhados no centro do
parénquima clorofiliano. Essas caracteristicas sdo comuns em espécies de Pleurothalidinae

(Pridgeon 1982, Scatena e Nunes 1996; Stern 2014; Avi e Rodrigues 2019; Imig et al. 2020)

4.4.1 Raiz

No velame biestratificado o epivelame e o endovelame sdo distintos pelas caracteristicas
morfologicas das camadas (Sandford e Adanlawo 1973). Essas diferem na forma, tamanho,
composi¢do da parede e padroes de espessamento nas espécies de Pleurothallidineae
(Rodrigues et al. 2021). Epivelame com paredes espessadas em U ou O também foi
registrado por Kedrovski (2019), e se apresenta como uma caracteristica plesiomorfica em
Pabstiella. A presenga ou auséncia, a densidade e distribuicao de diferentes espessamentos de
parede no epivelame, foram muitas vezes utilizados para delimitar tribos em varios taxons de
Orchidaceae (Porembski e Barthlott 1988). Specklinia e Trichosalpinx, apresentam velame
biestratificado com células do epivelame alongadas radialmente, enquanto que, em Pabstiella
essas células se apresentam curtas e quadradas, pois o endovelame ¢ alongado radialmente,
revelando ser uma sinapomorfia que sustenta o género. Em Epidendroidae, o endovelame
possui espessamento parietal formando finas estrias, com um arranjo variado entre as
espécies, além de suberina e lignina em suas paredes (Pedroso-de-Moraes et al. 2012;

Riverén-Gir6 et al. 2017). Segundo Rodrigues et al. (2021) algumas espécies de
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Pleurothallidinae possuem espessamento helicoidal na parede do velame, a exemplo de
Acianthera, Masdevallia, Myoxanthus e em Pabstiella. Embora esses espessamentos nem
sempre sdo nitidos nas espécies de Pabstiella, sio comuns, diferindo do velame do “tipo
Pleurothallis” de Porembeski e Barthlot (1988), uma vez que, além dos poros, os
espessamentos helicoidais aparecem no endovelame, comumente numa disposi¢ao tangencial
ou helicoidal. O espessamento da parede do endovelame (caracter 4) em Pabstiella ¢ uma
homoplasia caracteristica de espécies das se¢des Brachystachyae e Onithoides. A presenga de
poros, bem definidos na parede do velame, as vezes pequenos e esparsos (P. podoglossa), até
grandes e abundantes (P. transparens), que se organizam pela disposi¢cdo e tamanho, ¢ uma
caracteristica comum em orquideas epifitas devido as células mortas (Hauber et al. 2020).
Segundo o autor, essas células possuem suas paredes perfuradas de forma complexa e espécie-
especifica facilitando a entrada de dgua na raiz. Em Pabstiella o caracter (10), poros na parede
periclinal interna do epivelame, ndo se mostrou util na reconstru¢do de caracteres ancestrais,
pois as espécies do grupo externo compartilham estes estados.

Os tilossomos, projecdes de parede presentes no endovelame e adjacentes as células de
passagem (Porembski e Barthlott 1988; Pridgeon et al. 1983; Stern 2014; Kedrovski e Sajo
2019), sdo comuns nas raizes de orquideas epifitas (Pridgeon et al. 1983; Benzing 1990).
Facilitam o transporte em tecidos jovens; protegem, direcionam solutos e ddo suporte na
maturidade, devido a estrutura inicialmente celuldsica e posteriormente lignificada
(Kedrovski e Sajo 2019). Muitos trabalhos citam a presenca ou auséncia de tilossomo em
diferentes taxons de Orchidaceae, nem sempre identificando seu morfotipo (Porembski e
Barthlott 1988; Stern e Carlsward 2004; Carlsward et al. 2006; Moreira e Isaias 2008;
Figueroa et al. 2008; Silva et al. 2010; Oliveira et al. 2021). No entanto, a variagdo
morfologica dos tilossomos (esponjoso, lamelar, baculado, em malha (meshed), em placa, em
teia (webbed) e discoide) possui importancia taxondmica a nivel de género ou subtribo em
Orchidaceae (Pridgeon et al. 1983). Na subfamilia Epidendroidae foram identificados os
tipos baculado, e pregueado (plaited) em espécies de Maxillaria e Trigonidium (Holtzmeier et
al. 1998) e em teia para Eulophia (Stern e Judd 2001). Em Pleurothallidinac o morfotipo
esponjoso ¢ prevalecente (Pridgeon et al. 2005; Imig et al. 2020), porém o tipo discéide foi
identificado em espécies de Zootrophion (Stern 2014) e Specklinia (Rodrigue et al. 2021) e o
lamelado em algumas espécies de Anathallis, Scaphosepalum e Stelis (Stern 2014).

A presenca ou auséncia de tilossomos ¢ uma caracteristica estdvel nos géneros de
Pleurothallidinae, contudo o morfotipo pode ser varidvel no nivel infragenérico (Rodrigues et

al. 2021). Kedroviski (2019) relata a dificuldade em identificar os morfotipos de tilossomos
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por considerar que existem formas intermedidrias aos ja descritos na literatura, caracteristica
essa confirmada em Pabstiella. E perceptivel a variagdo na densidade e organizagdo das
projecdes de parede dos tilossomos nas espécies de Pabstiella aqui analisadas. Uma vez que
os padroes identificados em Pabstiella parecem diferir dos morfotipos identificados por
Pridgeon et al. (1983), optamos por classifica-los de acordo com a morfologia em vista
frontal, uma vez que sdo estruturas pouco proeminentes no corte transversal. Nesta visao, os
tilossomos em Pabstiella se assemelham a um reticulo na maioria das espécies, diferindo do
padrdo esponjoso de Pridgeon et al. (1983) e Holtzmeier et al. (1998). O mesmo padrdo
esponjoso foi referido por Imig et al. (2020) para Dryadella, que, nitidamente ¢ semelhante a
morfologia do padrdo reticulado aqui exposto. Percebemos claramente a necessidade de uma
reavaliagdo dos padrdes de tilossomos em Orchidaceae (Anexo ). Em Pabstiella, os
tilossomos foram classificados em cinco tipos: i) reticulado frouxo, com maior espassamento
entre os filamentos; ii) reticulado denso, com pequenos intersticios entre os filamentos; iii)
reticulado discoide, com filamentos que se organizam numa estrutura arredondada; e iv)
reticulado enovelado, com filamentos organizados de forma concéntrica. Além dos padrdes
reticulados registramos a auséncia de tilossomo e um tipo rudimentar, com pequenas cristas,
que parece um inicio de formacgdo das projecdes da parede. O morfotipo denominado de
reticulado frouxo, se distribui amplamente dentro de Pabstiella; ja os morfotipos
intermediarios: enovelado, denso, discoide, ausente e rudimentar sdo autopomorfias,
respectivamente, para as espécies P. fragae, P. conceicionenses ¢ P. carinifera; P. spilantha e
P. gracilicaulis. Kedroviski (2019), para Pabstiella (P. bacillaris, P. carinifera, P. fusca e P.
sordida), bem como Pridgeon et al. (1983) referem a continuidade do tilossomo com o
espessamento de parede das demais células do velame. Essa caracteristica ¢ muito evidente
em Pabstiella, variando desde homogeneamente continuo (P. determanii, P. decurva) até
restrito a célula de passagem (P. calcarata, P. pseudotrifida). O estado “continuo com as
demais células” ¢ uma sinapomorfia para Pabstiella, com reversdes em trés terminais.

A exoderme com paredes delgadas em Pabstiella € no grupo externo diferem de
algumas espécies de Epidendreae que possuem espessamento em “O”  (Epidendrum
secundum, E. xanthinum) ou espessamento em U (Pleurothallis teres, P. prolifera) (Silva et
al. 2010). Rodrigues et al. (2021) relata uma exoderme de paredes finas para Pabstiella
lineolata e P. hypnicola, corroborando os nossos resultados, porém para Specklinia grobyi, S.
hypnicola e S. puntactifolia, os mesmos autores relatam espessamento em “U invertido” na
exoderme, divergindo dos nossos achados em S. grobyi e S. biglandulosa.

O cortex das raizes de Pabstiella analisadas assemelha-se aos ja registrados para a
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subtribo Pleurothallidinae (Scatena e Nunes 1996; Silva et al. 2010; Imig et al. 2020). As
células parenquimaticas, aqui denominadas de células gigantes, reforcam os achados de
Rodrigues et al. (2021) para espécies de Anathallis, Pabstiella, Stelis e Zootrophion. Essas
células parecem ter fungdo de armazenamento de agua, visto que sdo células volumosas com
grande vacuolo e paredes finas (Evert 2013). A presenca destas células gigantes nao foi
registrada no grupo externo, sendo assim uma sinapomorfia para Pabstiella. A presenca de
idioblastos traqueoidais em algumas espécies de Pabstiella, assim como a presenca de rafides,
tanto para Pabstiella quanto para o grupo externo, ¢ uma caracteristica comum para
Pleurothallidinae (p.ex. Anathallis, Masdevallia, Octomeria e Specklinia, Rodrigues et al.
2021).

As células da endoderme com espessamento de parede em O, alternadas com 1-5
células de passagem em Pabstiella e alternadas com 1-3 células de passagem em Specklinia
biglandulosa, S. grobyi e Trichosalpinx montana (grupo externo), ¢ uma caracteristica
frequente em Pleurothallidinae a exemplo de espécies de Pleurothallis (Scatena e Nunes
1996, Silva et al. 2010; Stern 2014), Oeceoclades maculata (Riveron-Gir6 et al. 2017) e
Dryadella (Imig et al. 2020). Contudo ha relatos de espessamento em U na endoderme para a
subfamilia Epidendroideae como em Oncidium blanchetii e Zygopetalum brachypetalum
(Silva et al. 2010).

Em Pabstiella e também no grupo externo, o cilindro vascular possui tecido
fundamental esclerificado e o nimero de polos de protoxilema varia entre 3-7 para Pabstiella
e 5-6 para o grupo externo. Scatena e Nunes (1996) relatam que em Pleurothallis rupestris o
centro do cilindro vascular possui medula parenquimatica de paredes nao espessadas nas
raizes jovens, contudo elas se tornam espessas em raizes maduras, como também registrado
para espécies de Dryadella e Masdevallia por Imig et al. (2020). Segundo Stern (2014) a
medula ¢ parenquimdtica em Echinosepala, Neocogniauxia, Octomeria, Myoxanthus

exasperatus € Restrepiella e esclerificada na maioria dos outros géneros de Pleurothallidinae.

4.4.2 Caule

No caule ou ramicaule as células epidérmicas em Pabstiella podem ter paredes primarias ou
secundarias. A parede primdria foi registrada em espécies de Dryadella e Masdevallia (Imig
et al. 2020), contudo ocorrem os dois tipos de parede em Orchidaceae (Morris et al. 1996). Na
filogenia, a presenca de paredes secundarias sustentou a secdo Pabstiella (caracter 16), as
demais espécies do género e também do grupo externo apresentaram paredes primadrias. A

presenca de tricomas embutidos foi registrada na maioria das espécies de Pabstiella aqui



52

analisadas e € uma caracteristica ja registrada em espécies de Dryadella (Imig et al. 2020).

Camada subepidérmica esclerificada, definida como hipoderme, ¢ uma caracteristica
comum em Pleurothallidinae (Pridgeon 1982; Pridgeon e Stern 1982; Stern e Pridgeon 1985)
e tem a fungdo de sustentagdo do 6rgdo, mantendo-o ereto (Oliveira e Sajo 2001). Em
Pabstiella, hd presenca de hipoderme simples, estratificada ou ainda pouco evidente. Na
maioria das espécies essa camada ¢ esclerificada (com excecdo de P. determannii, P.
gracilicaulis). A presenga de hipoderme em Pabstiella ¢ um caracter com muita variacao
infragenérica. No grupo externo a hipoderme foi pouco evidente para as espécies de
Specklinia e simples em 7. montana.

Em Pabstiella ocorrem nitidamente dois tipos de ramicaules, aqueles com predominio
de tecido fundamental esclerificado e os com predominio de parénquima. O cortex caulinar,
em Pabstiella, ¢ composto de parénquima ou aerénquima, com ou sem células esclerificadas.
Na filogenia, esta caracteristica se apresentou como plesiomorfia para Pabstiella, visto que o
grupo externo apresentou os dois estados, parénquima fundamental para as espécies de
Specklinia e aerénquima para 7. montana. Cortex parenquimatico também foi registrado para
Pleurothallidinae em espécies de Acianthera e Anathallis e totalmente esclereficado em
Specklinia seriata (Avi e Rodrigues 2019). Almeida et al. (2019) relata que o maior nimero
de camadas de células esclerificadas em Acianthera crepiniana pode estar associado a
necessidade de suporte mecanico do ramicaule. O cortex parenquimatico foi registrado
também em Epidendroidac em Bulbophyllum sterile (Muthukumar e Shenbagam 2018) e
Maxillaria (Dettke et al. 2007). O nimero de camadas do cortex foi bastante varidvel nas
espécies analisadas, porém a variacao de 2-3 para 4-5 camadas ¢ uma homoplasia para a se¢ao
Effusae; esta caracteristica bem como a presenca de cloroplastos e graos de amido em
algumas espécies aqui observadas, ¢ usual em espécies de Pleurothallidinae (Pridgeon e
William 1979; Stern e Pridgeon 1985; Scatena e Nunes 1996; Stern 2014).

Todas as espécies aqui analisadas apresentaram tecido esclerificado ao redor dos
feixes vasculares; este pode formar uma faixa continua, devido a proximidade dos feixes
vasculares ou, em alguns taxons, a bainha fibrosa ¢ descontinua e envolve os feixes
separadamente, como descrito por Pridgeon (1982). Feixes vasculares sempre associados ao
esclerénquima, formando uma faixa continua com feixes embutidos, ou feixes vasculares
como bainhas individualizadas ¢ amplamente reportado para Pleurothallidinae (Stern e
Pridgeon 1985; Stern 2014; Imig et al. 2020) e, pode ser considerada uma caracteristica
xeromorfica, juntamente com a hipoderme esclerificada (Dickison 2000). A faixa de

esclerénquima continua ¢ predominante em Pabstiella, bem como no grupo externo, contudo
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a evolucao para descontinua ¢ uma homoplasia que caracteriza as se¢oes Brachystachyae €
Ornithoides.

O numero de feixes vasculares no ramicaule de Pabstiella varia bastante espécie-
especifica, de 4-47 feixes, com isso se mostrou uma caracteristica sem utilidade para evolugao
do grupo. Nota-se que as espécies com maior numero de feixes vasculares sao aquelas com
ramicaule de maior diametro, como ja relatado para espécies de Pleurothallidinae (Stern e
Pridgeon 1985; Imig et al. 2020). O tecido fundamental dos ramicaules, seja parénquima ou
esclerénquima, ndo parece estar relacionado ao numero de feixes vasculares. A organizacao
dos feixes vasculares em anel ou de forma difusa também foi relatada para espécies da tribo
Epidendreae (Stern e Carlsward 2009) e filogeneticamente, o estado em anel ¢ uma

homoplasia que caracteriza as secoes: Linguiformes, Brachystachyae e Pabstiella.

4.4.3 Folha

Na folha, caracteristicas da cuticula podem ser utilizadas na delimitacao de taxons (Dickinson
1975; Pridgeon 1982). Em Pleurothallidinae a cuticula ¢ caracterizada como lisa ou papilosa
como em espécies de Masdevallia, Physosiphon, Porroglossum, Salpistele (Pridgeon 1982).
Nas Pabstiella analisadas, a cuticula de espessura varidvel € lisa a verrucosa, assim como no
grupo externo. A caracteristica verrucosa também foi relatada para Acianthera saundersiana e
A. luteola (Almeida et al. 2019), Dryadella ataleiensis € D. pusiola (Imig et al. 2020). Como a
variagdo da espessura e da morfologia, em geral se relacionam com caracteristicas ambientais
(Fahn 1990) e apresentam muita variagdo dentro do género, a cuticula nao foi utilizada na
avaliacdo filogenética para reconstrucao de caracteres ancestrais em Pabstiella.

A parede periclinal externa plana, das células epidérmicas em Pabstiella e
Trichosalpinx, corroboram com o registro de Warmling (2013). As formas plana e convexa,
tanto na face abaxial quanto na adaxial, sio comuns nos géneros da subtribo (Pridgeon 1982;
Pridgeon 1986). A presenca de tricomas embutidos na epiderme foliar em Pabstiella, ndo foi
considerada uma caracteristica diagnostica para o género uma vez que ¢ comum na subfamilia
(Smidt et al. 2013; Riveron-Gir6 et al. 2017; Piazza et al. 2015; Imig et al. 2020). Da mesma
forma, a folha hipoestomatica ¢ usual em Orchidaceae (Bonates 1993; Oliveira e Sajo 1999;
Zanenga-Godoy e Costa 2003; Stern et al. 2004; Silva et al 2006; Pridgeon et al 2009; Avi e
Rodrigues 2019). Essas caracteristicas ndao entraram para matriz filogenética por sua
homogeneidade no género.

A forma do bordo foliar, em seccdo transversal, é variavel em Pabstiella. Embora o

formato do bordo ndo seja uma caracteristica comumente citada na literatura, nota-se que o
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estado agudo ¢ amplamente distruibuido dentro de Pabstiella (Fig. 10), divergindo do tipo
cuneado presente no grupo externo. Também foi registrada uma autopomorfia para P.
rhombilabia, com bordo arredondado (caracter 23), bem como na auséncia de feixe vascular
no bordo da folha de P. gracilicaulis (caracter 24).

A presenca de hipoderme aquifera em ambas as faces, caracteristica em Pabstiella
(excecdo P. gracilicaulis), ¢ comum em outras espécies da subfamilia (Pridgeon ¢ William
1979; Pridgeon e Stern 1982; Pridgeon 1982; Smidt et al. 2013). No entanto, a presenca da
hipoderme aquifera na face abaxial ¢ uma plesiomorfia para o género Pabstiella, ja que
compartilha este estado com Trichosalpinx montana; contudo nas Specklinia aqui analisadas a
hipoderme abaxial aquifera ndo foi registrada. A auséncia de hipoderme ¢ considerada uma
reversao para P. gracilicaulis. Espessamentos anulares ou helicoidais na parede das células da
hipoderme aquifera, sdo comuns em Pleurothallidinae (Pridgeon 1982). Espessamentos
semelhantes a estes também estdo presentes nos idioblastos traqueoidais (Foster 1956)
encontrados no mesofilo das folhas das espécies de Pabstiella. Esses espessamentos nos
idioblastos, comumente encontrado em Pleurothallidinae, tem como principal componente, a
celulose, tendo auséncia de lignina e suberina nos testes histoquimicos (Pridgeon 1982). A
auséncia dos idioblastos traqueoidais no parénquima ¢ uma homoplasia que caracteriza as
secoes Effusae e Pabstiella. Em espécies epifitas de Orchidaceae, caracteristicas anatomicas
como folha hipoestomatica com cuticula espessa, presenca de hipoderme, tecido aquifero,
células com barras de espessamento, posi¢ao dos feixes vasculares colaterais, acompanhados
por bainha de fibras, presenga de rafides e idioblastos traqueoidais, como encontrados em
Pabstiella, caracterizaram as espécies como xeromorficas (Oliveira e Sajo 1999; Zanenga-
Godoy e Costa 2003, Silva e Milaneze 2004; Smidt et al. 2013; Piazza et al. 2015).

O mesofilo em todas as espécies de Pabstiella ¢ heterogéneo, composto por
parénquima clorofiliano e parénquima aquifero, sendo corriqueiro na subtribo (Pridgeon et al.
2005; Avi 2012 dados nao publicados). A nitida distingdo entre clorénquima e parénquima
aquifero e a disposi¢do dos feixes vasculares sdo caracteres diagnosticos para o género
Octomeria (Ferreira 1994). A presenca de mesofilo heterogéneo foi relatada em espécies de
Trichosalpinx, Specklinia e Pabstiella (Avi 2012; Warmling 2013 dados nao publicados). As
células do parénquima aquifero das espécies analisadas possuem variagdo no espessamento da
parede, porém este caracter se mostrou com muita variagdo infragenérica. Outra caracteristica
interessante encontrada para Pabstiella foi a presenca de uma a duas camadas de células
parenquimaticas isodiamétricas no meio do parénquima aquifero, ocorrendo nas espécies P.

mirabilis, P. rhombilabia, P. ruschii, P. pristeoglossa e P. verboonnenii. A presenga de
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cristais em forma de drusa e rafides dispersos no mesofilo ¢ comum na tribo Epidendreae
(Pridgeon e Stern 1982; Pires et al. 2003; Smidt et al. 2013; Senel et al. 2019).

Nossas analises evidenciaram uma anatomia foliar relativamente homogénea, com
excecdo de Pabstiella gracilicaulis, a qual divergiu até com as espécies do grupo externo por
possuir parénquima clorofiliano nas extremidades das margens, parénquima aquifero mediano
e auséncia de feixe vascular no bordo foliar. Esta espécie na filogenia proposta para o género
apresentou reversdo no caracter pétalas sem apice espessado, contudo ela possui suporte
molecular e morfologico neste clado (Morales et al. 2020).

Em relacao a filogenia, a folha foi o 6rgdo com maior nimero de caracteres analisados
(14/35 caracteres), porém dado o maior niimero de estados de caracter devido a alta variagao,
muitos se apresentaram homoplésticos e ndo foram os mais significativos para a analise de
evolugdo em Pabstiella (Tabela 2), o que pode estar relacionado a maior pressao ambiental
sobre este 6rgdo (Oliveira e Sajo 1999; Silva et al. 20006).

O ramicaule e raiz tiveram um maior nimero de caracteres significativos com
potencial filogenético de relevancia para o grupo, como as sinapomorfias que suportam o
género: como na raiz o tamanho das células do endovelame em relagdo ao epivelame (caracter
2), presenca de células gigantes no cortex (caracter 5) e distribuigdo continua do tilossomo nas
células (caracter 7), e a sinapomorfia que sustenta a secdo Pabstiella, presenca de epiderme
lignificada no caule (caracter 16) (Tabela 2, Figura 12). Nesse sentido, os dados aqui obtidos
mostraram que Pabstiella possui caracteres diagnosticos tanto para o género quanto para as
segoes, evidenciando assim a importancia da jungdo de caracteres morfologicos aos
moleculares no estudo filogenético. Os achados desta pesquisa colaboram para um amplo
conhecimento morfoanatomico do género Pabstiella e podem servir de base para futuros

estudos com o grupo e com espécies relacionadas filogeneticamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dessa pesquisa mostram que o género Pabstiella ¢ um grupo relativamente
diverso em sua anatomia vegetativa e que este grupo possui claramente caracteres que
sustentam o género e secdes, sendo a raiz o orgdo que mais possui  caracteristicas
diagnosticas.

As sinapomorfias que sustentam o género Pabstiella sao: a presenca de células do
epivelame mais altas que o endovelame, presenca de células gigantes no cortex e o padrao de
distribuicdo dos tilossomos, caracteres exclusivos da raiz; e o estado 2-3 camadas de tecido
aquifero na face adaxial da folha. Em relacdo as secdes, a sinapomorfia parede da epiderme
liginificada no caule sustenta a secdo Pabstiella.

Também houve a ocorréncia de conjuntos de caracteres homoplasicos exclusivos dos
representantes das secdes, estes com predominancia no orgdo caulinar, sendo eles: o estado
descontinuo, da bainha de esclerénquima que circunda o cilindro vascular, ocorre em espécies
das se¢des Brachystachyae e Ornithoides, tendo o resto das espécies evoluido para o estado
continuo; o tipo de estelo do caule sendo o estado em anel o que ocorre nas secdes
Linguiformes, Brachystachyae e Pabstiella; e a caracteristica de qual tecido fundamental
predomina no caule, sendo o estado de predominio de parénquima o que caracteriza a secao
Ornithoides.

Nossa pesquisa mostra dados anatomicos inéditos para o grupo, em especial a
identificacao dos morfotipos de tilossomos, que na literatura € representado na maioria das
vezes somente como ausente ou presente nas espécies. Relatamos que o morfotipo reticulado
frouxo, originalmente aqui nomeado, ¢ predominante em Pabstiella, com modificagdes em
algumas espécies (Anexo I).

Findando este estudo, observamos a variacdo de caracteres anatomicos vegetativos e
sua utilidade para a delimitacdo de secdes e gé€neros, assim como a combinagdo dos dados
anatomicos aos dados moleculares sdo de grande utilidade e podem nos auxiliar na descoberta

de novas evidéncias morfolédgicas ligadas a especiacdao dentro do género.
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6 ANEXO I

Manual ilustrado

Tilossomos em Pabstiella

Fig S1. (a-b) Auséncia de Tilossomos na raiz de Pabstiella spilantha. (c-e) Tilossomo
rudimentar com hifas de fungos na raiz de P. gracilicaulis. Escala: Spm (d); 10um (c, e); 20

pum (a-b).



Fig S2. Distribuic¢ao dos tilossomos em Pabstiella; (a-¢) Concentrado na célula de passagem,
(f-1) Continuo por todas as células. (a) Pabstiella varellae. (b) P. trimeropetala. (c) P.

bowmanii. (d) P. ramphastorhyncha. (e) P. bradei. (f) P. lueriana. (g) P. pterophora. (h) P.

crassicaulis. (1) P. purpurea. Escala: 10um (a-b), 20pum (c-1).




Fig S3. Morfotipo reticulado frouxo. (A) Pabstiella trifida. (B) P. catafaestae. (C) P.
mirabilis. (d) P. fusca. (€) P. vilosisepala. (f) P. quasi (g) P. pleurothalloides. (h) P. decurva.
(1) P. lacerticifes. Escala: 2um (i) 10 um (a-h).




Fig S4. Morfotipo reticulado frouxo. (a) P. podoglossa. (b) P. bofiae. (c) P. rhombilabia. (d)

P. piraquarensis. (€) P. determannii. (f) P. calcarata. (g) P. eunapolitana. (h) P. bacillaris. (1)
P. seriata. (j) P. quadridentata. Escala: 2 pm (i) 10um (a, d-h, j), 20um (b, c).




Fig SS. (a-d) Morfotipo reticulado denso em P. conceicionenses, com tilossomo concentrado

na célula de passagem. Escala: 10um (c-d); 20um (a-b).
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Fig S6. (a-f) Morfotipo reticulado discoidal em P. carinifera com distribuicdo continua do

tilossomo por todas as células. Escala: Sum (f); 10um (a, e); 20um (b); 50um (c,d).



Fig S7. Morfotipo reticulado enovelado. (a-c) Tilossomo na raiz de P. fragae. (d-f) Tilossomo

na raiz de P. transparens. (g-1) Tilossomo na raiz de P. trimeropetala. Escala: Sum (a, d, g, 1);

10um (b, c, e, h); 20um (f).




Fig S8. Comparagao dos tilossomos em vista frontal e transversal. (a) P. carinifera em vista

frontal. (b) P. carinifera em seccao transversal, tilossomo (seta) em frente a célula de

passagem (cp). (¢) P. determannii em vista frontal. (d) P. determannii em sec¢do transversal

com tilossomo apontado pela seta. (e) P. fusca em vista frontal. (f) P. fusca em sec¢do

transversal com tilossomo (seta) em frente a célula de passagem (cp). (g) P. lacerticifes em




vista frontal. (h-1) P. lacerticifes em sec¢do transversal com tilossomo (seta) em frente a

célula de passagem (cp). Escala: 2,5um (b); Sum (a, d-f, h); 10um (c, g).

Tabela s1 . Matriz com os cddigos dos caracteres.

Pabstiella_trifida  0001123011111000010100000110011(1 2)0(0 1)100
Pabstiella_carinifera 102104501111110001010(0 1)130121011(1 2)0(0 1)101
Pabstiella_mirabilis 001112301122110(1 2)110(1 2)1(1 3)24112111220(1 2)111
Pabstiella_matinhensis 100012301111110011000114011(0 1)01120(0 1)100
Pabstiella_bradei  102112301111110011000(0 1)100120011201100
Pabstiella_piraquarensis  000012301101110001011(1 3)2001210111101(1 2)2
Pabstiella_ephemera 000012302112101(2 3)001101100121011(0 1)1(1 2)12(1 2)
Pabstiella_determannii 102112301110101(0 1)001(0 1)00131121011111101
Pabstiella rhombilabia 1000123021221112001(0 1)0310210(0 1)112(1 2)121(2 3)0
Pabstiella_eunapolitana ~ 001012301111100(0 1)01010110011101210(0 1)111
Pabstiella varellae 001002301211110(0 1)11001(0 1)221120011200100
Pabstiella_bicolor ~ 101102301111110(0 1)010(0 1)00140120011210100
Pabstiella_lineolata000012301111100(0 1)01011(0 1)321110011(0 1)1(0 1)1(1 2)0
Pabstiella_fusca 0001123021121111011(1 2)1(0 1)20010(1 2)011100122
Pabstiella calcarata 0001123111111100010000100110011(1 2)00110
Pabstiella_pristeoglossa102012301212110(0 1)110(1 2)1122112111121(2 3)111
Pabstiella_alligatorifera  1021123021221112011101030122011112122
Pabstiella villosisepala 101112301112111(0 1)01111120011101210(0 1)111
Pabstiella_nymphalis  001112301121101(0 1)011(0 1)0110012(1 2)011101111
Pabstiella_verboonenii 0001123011111100110011141120111211110

Pabstiella _punctatifolia000112301211110(0 1)11001(0 1)24012001120011(0 1)
Pabstiella_decurva  101002301111100(0 1)00101023012101211(0 1)111
Pabstiella_sordida  101012301111110(0 1)11010(0 1)140121011200111
Pabstiella_quasi 1001123011121012011210201121011011121
Pabstiella_tripterantha 102112301122111(1 2)011100100101011100121
Pabstiella crassicaulis100112301112101(2 3)001(0 1)12331113011113133
Pabstiella_bowmanii  101112311111100(0 1)010(1 2)00101120012111110
Pabstiella_colorata  100112301121110(0 1)010(0 1)0(0 1)100120011010110
Pabstiella_rubrolineata0000123022111000010(0 1)0(0 1)1001200101001(0 1)0




Pabstiella_fragae  102114611110100(0 1)011(0 1)0010011101211111(0 1)
Pabstiella_arcuata  002112301112102(1 2)011(0 1)1(1 2)20011(2 3)0121101(2
3)(23)

Pabstiella lueriana 0011123011121011011(0 1)112001120121111(1 2)2
Pabstiella_gracilicaulis100012301120001(1 2)010(1 2)11101031002-010(1 2)(0 1)
Pabstiella_versicolor 1000123012111100110111240120011(1 2)01111
Pabstiella_ruschii  10111230111111001101112401211112011(0 1)1
Pabstiella_purpurea 101112301211110(0 1)110(0 1)1012012001120110(0 1)
Pabstiella_miragliae 100012301221110(0 1)110(0 1)01021120011200100
Pabstiella_leucopyramis 002012302121111001130(1 2)100112011211112
Pabstiella_afframphastorhyncha 100112311112110(1 2)010(1 2)0(0
1)11010101201(0 1)11(0 1)

Pabstiella_conceicionensis 0001124111111100010100100110012010110
Pabstiella_pseudotrifida  00001231211110000100000101100111011(0 1)0
Pabstiella wacketti  1011123032221111011(1 2)1223112201121(0 1)111
Pabstiella_hians 002112302122003(2 3)011(0 1)12100103011112123
Pabstiella_recurviloba 100002301111110(0 1)11001(0 1)221121012(2 3)1110(0 1)
Trichosalpinx_montana 110101111221110(0 1)010(1 2)12201121012211111
Specklinia_biglandulosa 110003211210000(0 1)010(0 1)00041101001300100
Specklinia_grobyi 11000212310000(1 2)01010141102001201111
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