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1. RESUMO

Orchidaceae é uma das maiores familias de Angiospermas, com distribuicdo
cosmopolita, sendo que Bulbophyllum é o maior género da familia, com mais de 1200
espécies. A secdo Micranthae apresenta 12 especies distribuidas na América do Sul e com
grande representatividade no Brasil. A interpretacdo das Orchidaceae de maneira geral, €
dificultada pela grande diversidade de espécies, gerando problemas taxondmicos. Visando
levantar caracteres diagnosticos para as espécies e estados de carater compartilhados entre
elas, foram realizados estudos anatdmicos das folhas de 11 espécies de Bulbophyllum secdo
Micranthae e de outras trés espécies de Bulbophyllum constituindo o grupo externo. As
estruturas anatdmicas: epiderme unisseriada com cera epicuticular espessa; estdmatos
tetraciticos com camaras supraestomaticas; presenca de hipoderme e de feixes vasculares
colaterais caracterizam as espécies estudadas. A forma cilindrica da folha de Bulbophyllum
insectiferum Barb. Rodr. é carater diagnostico da espécie, assim como a auséncia de
idioblastos traqueoidais de paredes espessadas em Dendrobium kingianum Bidwill ex Lindl.
A morfologia das folhas, forma da lamina foliar em seccgdo transversal, forma das células
epidérmicas em vista frontal, tipo de mesofilo, tipos de cristais e nimero de feixes vasculares
sdo caracteres que permitem agrupamentos entre as espécies analisadas. Esses caracteres

serdo utilizados numa futura analise cladistica procurando auxiliar a filogenia do grupo.



2. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae, pertencente a ordem Asparagales, abrange cerca de 7% de
todas as angiospermas, sendo uma das maiores de todas angiospermas (Dressler 1993).
Apresenta cerca de 25000 espécies distribuidas em aproximadamente 880 géneros e 5
subfamilias (Pridgeon et al. 2005), ocorrendo em todos 0s continentes e nos mais diversos
ambientes. A maior quantidade de espécies ocorre nas regiGes tropicais. Na regido
Neotropical podem ser encontrados cerca de 300 géneros e mais de 8000 espécies (Dressler
1981), sendo que aproximadamente 2400 espécies estdo distribuidas nos varios ecossistemas
brasileiros (Barros 1996).

O género Bulbophyllum Thou. pertence a subfamilia Epidendroideae, tribo
Dendrobieae, subtribo Bulbophyllinae, compreendendo cerca de 1.700 espécies (Vermeulen
1991, Dressler 1993, Sieder et al. 2007). E um dos géneros mais representativos dentre as
Orchidaceae e sua distribuicdo se da principalmente na Asia e Oceania, com nimero inferior
de representantes na Africa e nas Américas (Dressler 1981, 1993, Vermeulen 1991). No
Brasil sdo encontradas aproximadamente 60 espécies, sendo um dos paises neotropicais mais
ricos em diversidade do género (Smidt & Borba 2007). A maioria das espécies € endémica da
porcdo sudeste do pais (22°S — 42°W) principalmente em ecétonos entre o Cerrado e a Mata
Atlantica, ocorrendo como epifitas em matas ou rupicolas em afloramentos rochosos de
campos rupestres (Smidt et al. 2007).

Representantes da se¢cdo Micranthae Barb. Rodr. apresentam como caracteristicas
morfolégicas diagnosticas pseudobulbos unifoliados, folhas variando de oblonga a linear,
normalmente carnosas e sulcadas (Smidt 2007). Segundo Smidt (2007), a secdo apresenta 12
espécies distribuidas pela América do Sul, principalmente no Brasil e Bolivia e sdo
encontradas, normalmente, nos Cerrados e Restingas como epifitas e nos campos rupestres

como rupicolas.



Devido a grande diversidade de espécies de Orchidaceae e a escassez de revisdes
taxonémicas recentes, ha dificuldades na interpretacdo de varias espécies, tanto da familia e
género, quanto da se¢do Micranthae, gerando problemas taxonémicos (Borba et al. 1998). Por
este motivo, a anatomia vegetativa € um instrumento importante para a taxonomia da familia,
sendo utilizada desde niveis de subfamilias, tribos, até niveis especificos (Williams 1979).

Em Orchidaceae, alguns dos caracteres anatdbmicos que possuem maior relevancia
taxonémica, estdo associados principalmente as folhas, como por exemplo, 0 espessamento de
paredes das células epidérmicas, espessamento espiralado das paredes das células do
mesofilo, nimero e séries de feixes vasculares e presenca de hipoderme (Pridgeon 1982).

Outros caracteres anatdmicos também foram considerados importantes para a
taxonomia de certos grupos de Orchidaceae, como a presenca de estbmatos tetraciticos, feixes
vasculares colaterais e estdmatos superficiais, presentes nas espécies dos géneros de
Catasetinae (Stern & Judd 2001).

Dada a importéncia de caracteres anatbmicos de representantes de Orchidaceae para a
taxonomia do grupo, o objetivo deste trabalho foi levantar caracteres das espécies de
Bulbophyllum secdo Micranthae e de outras espécies do género constituindo o grupo externo,
a procura de caracteristicas diagnodsticas ou compartilhadas. Esses dados serdo utilizados
numa futura analise cladistica visando uma classificacdo mais natural do grupo e alguns

caracteres poderdo vir a ser sinapomorfias ou homoplasias dentro do género.



3. MATERIAL E METODOS

O estudo anatémico de folhas de todas as espécies de Bulbophyllum secdo Micranthae
e grupo externo, foi feito a partir de material proveniente de colecGes particulares de
pesquisadores de diferentes localidades do Brasil e de outros paises e também de material
coletado em ambientes naturais.

As espécies analisadas da se¢do Micranthae sdo: Bulbophyllum adiamantinum Brade;
B. chloroglossum Rchb.f.; B. epiphytum Barb. Rodr.; B. insectiferum Barb. Rodr.; B.
macroceras Barb. Rodr.; B. mentosum Barb. Rodr.; B. micranthum Hook.f.; B. mucronifolium
Rchb.f.& Warm; B. pitengoense Campacci; B. rupiculum Barb. Rodr.; e B. uhl-gabrielianum
Chiron & V.P. Castro. As espécies do grupo externo sdo: B. plumosum Lindl.; B. tripetalum
Lindl. Foi analisada também uma espécie exdtica do género irmdo de Bulbophyllum:
Dendrobium kingianum Bidwill ex Lindl.

O material coletado foi fixado em FAA 50 e transferido para alcool 70% (Johansen
1940). Em todas as espécies foram feitas secgdes anatdmicas transversais e longitudinais na
regido mediana das folhas, a méo livre com o auxilio de laminas de barbear. As sec¢fes foram
submetidas ao processo de dupla coloracdo com fucsina bésica e azul de Astra (Roeser 1962)
e montadas em laminas semipermanentes com gelatina glicerinada. Para a dissociacdo da
epiderme seguiu-se 0 método de Jeffrey (Johansen 1940), com o mesmo procedimento de
coloracdo e montagem de lamina semipermanente.

Pecas da regido mediana das folhas também foram utilizadas para confeccdo de
laminas permanentes, a partir de material fixado. Amostras de folhas foram desidratadas em
série etilica e infiltradas em historresina (Leica Historesin Embedding Kit), seguidas pela
inclusdo (Feder & O Brien 1968). Foram realizadas sec¢Oes transversais em micrétomo
rotativo e coradas com acido periddico, reativo de Schiff (PAS) e azul de toluidina (Feder &

O Brien 1968), sendo posteriormente montadas em Entellan.



A analise das laminas foi feita a partir de fotomicroscépio, sendo utilizado filtro de luz
polarizada para a anélise de idioblastos.

Para a caracterizacdo anatdmica das folhas, os parametros analisados seguiram a
proposta de Sereno (2007), visando posterior analise cladistica, e estdo relacionados na tabela

1.



4. RESULTADOS

As folhas de Bulbophyllum secdo Micranthae e do grupo externo apresentam
morfologia variada, sendo oblongas em Bulbophyllum chloroglossum, B. macroceras, B.
plumosum, B. tripetalum, B.uhl-gabrielianum e B. mentosum (Figura 1); lineares em B.
adiamantinum, B. epiphytum, B. pitengoense e B. insectiferum (Figura 2) e elipticas em B.
micranthum, B. mucronifolium, Dendrobium kingianum e B. rupiculum (Figura 3). As
espécies estudadas apresentam celulas epidérmicas de diferentes formas em vista frontal,
sendo hexagonais em B. epiphytum, B. insectiferum, B. macroceras, B. mentosum, B.
micranthum, B. tripetalum, B. uhl-gabrielianum, B. adiamantinum (Figura 4) e B.
chloroglossum (Figura 5) e irregulares em B. rupiculum, B. pitengoense, B. plumosum e B.
mucronifolium (Figura 6). Dendrobium kingianum € a Unica espécie que apresenta celulas
epidérmicas retangulares. Ainda em vista frontal, observam-se estegmatas nas células
epidérmicas de B. chloroglossum, B. insectiferum, B. micranthum, B. mucronifolium, B.
pitengoense e B. rupiculum (Figura 7). Todas as espéecies de Bulbophyllum apresentam
tricomas, como pode ser visto pelas células basais de B. adiamantinum (Figura 4) e estdmatos
tetraciticos como em B. chloroglossum (Figura 5).

As laminas foliares apresentam forma variada em seccdo transversal, desde plana até
conduplicada. Bulbophyllum plumosum, B. uhl-gabrielianum e Dendrobium kingianum
(figura 8) apresentam lamina plana. B. chloroglossum B. mentosum, B. micranthum, B.
tripetalum e B. macroceras (Figura 9) apresentam laminas semiplanas; B. insectiferum
(Figura 10) apresenta ldmina cilindrica; B. pitengoense, B. epiphytum (Figura 11) e B.
adiamantinum (Figura 12) apresentam laminas semicilindricas e B. rupiculum e B.
mucronifolium (Figura 13) apresentam laminas conduplicadas.

Todas as espécies estudadas apresentam epiderme unisseriada com espessamento da
parede periclinal externa mais acentuado do que da parede periclinal interna, além de cera

epicuticular, como observada em Dendrobium kingianum (Figura 17). A espessura da cuticula



pode variar de acordo com a espécie, sendo igual a altura da célula epidérmica em B.
adiamantinum, B. insectiferum, B. pitengoense e B. mentosum (Figura 15); espessura de até %
do tamanho da célula epidérmica em, B. micranthum, B. mucronifolium, B. chloroglossum
(figura 14) e B. rupiculum (Figura 16) e de até %5 do tamanho da célula epidérmica como em
Dendrobium kingianum (Figura 17) e nas demais espécies.

A maioria das espécies apresenta hipoderme na face adaxial como em Bulbophyllum
macroceras (figura 9). Bulbophyllum uhl-gabrielianum e Dendrobium kingianum sdo as
uinicas a ndo apresentar hipoderme em nenhuma das faces.

Como caracteristicas compartilhadas por todas as espécies analisadas, pode-se citar: a
presenca de epiderme unisseriada, que pode ser observada em B. rupiculum (Figura 16);
estdmatos tetraciticos presentes apenas na face abaxial como em B. adiamantinum (Figura 4)
e B. chloroglossum (Figura 5); estdmatos com camaras supraestomaticas em seccdo
transversal da folha, como em B. rupiculum (Figura 16) e B. epiphytum (Figura 18); e feixes
vasculares colaterais com fibras de esclerénquima como em B. macroceras (Figura 20) e B.
chloroglossum (Figura 23).

Idioblastos traqueoidais de paredes espessadas distribuidos por todo o mesofilo como
em Bulbophyllum adiamantinum (Figura 19) é um carater compartilhado por todas as espécies
do género analisadas. Dendrobium kingianum nédo apresenta este caracter.

A maioria das espécies apresenta ceélulas buliformes como observado em
Bulbophyllum macroceras (Figuras 21 e 22). Bulbophyllum adiamantinum, B. insectiferum, B.
uhl-gabrielianum e Dendrobium kingianum néo apresentam esse carater. Bulbophyllum uhl-
gabrielianum, D. kingianum, B. insectiferum (Figura 10), B. epiphytum (Figura 11) e B.
adiamantinum (Figura 12) apresentam mesofilo homogéneo e as demais espécies possuem

mesofilo dorsiventral como em B. macroceras (Figura 9).
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Bulbophyllum insectiferum, B. pitengoense, B. tripetalum, Dendrobium kingianum, B.
chloroglossum (Figura 23) e B. adiamantinum (Figura 25) apresentam idioblastos contendo
cristais dispersos no mesofilo na forma de drusa e octaedro respectivamente. Bulbophyllum
chloroglossum, B. pitengoense e B. insectiferum (Figura 24), além de drusas e octaedros,
também apresentam réafides.

Alguns dos caracteres das espécies estudadas foram agrupados na tabela 2 para

auxiliar na discussao.
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5. DISCUSSAO

Todas as espécies estudadas de Bulbophyllum secdo Micranthae, do grupo externo e
também Dendrobium kingianum, caracterizam-se por apresentar: epiderme unisseriada com
cuticula espessa, estbmatos tetraciticos com camara supraestomaética, tricomas e feixes
vasculares colaterais. Esses caracteres podem ser compartilhados com outros tdxons da
familia e constituir importantes sinapomorfias, auxiliando a taxonomia do grupo.

Como os estados de carater acima citados sdo compartilhados entre as espécies de
Bulbophyllum secdo Micranthae e entre Dendrobium kingianum, podem tratar-se de
caracteres sinapomorficos entre os dois grupos que sdo considerados grupos irmaos nas
recentes analises filogenéticas (Van den Berg et al. 2005). Essa inferéncia podera ser
confirmada através de amostragem mais significativa para ambos 0s géneros.

A presenca de caracteres xeromorficos em Bulbophyllum secdo Micranthae, € um
aspecto importante quando se compara com outras Orchidaceae que também crescem em
campos rupestres. Alguns desses caracteres e estados de caréater, tais como: cuticula espessa
nas células epidérmicas, estbmatos com camaras supraestomaticas, idioblastos traqueoidais de
paredes espessadas constituindo o parénquima aqlifero do mesofilo, feixes vasculares
colaterais envolvidos por fibras de esclerénquima nao sdo exclusivos de Bulbophyllum
rupicolas, mas sim, sdo caracteres compartilhados com outras Orchidaceae rupicolas, como
por exemplo, Pleurothallis rupestris (Scatena & Nunes 1996). Essa similaridade de estados de
carater xeromorficos é, portanto, uma convergéncia adaptativa sofrida por essas plantas ao
longo da evolugdo, em decorréncia das pressdes ambientais similares presentes nos campos
rupestres, principalmente no que concerne ao estresse hidrico.

Dendrobium kingianum € a Unica espécie analisada na qual ndo foram encontrados

idioblastos traqueoidais de paredes espessadas. E também a Unica espécie proveniente de
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outro pais: Australia. Talvez por se tratar de um habitat distinto, esse carater evoluiu de forma
independente, em resposta a pressdo ambiental local.

A maioria das espécies analisadas apresenta mesofilo com hipoderme na face adaxial,
com excecdo de Bulbophyllum uhl-gabrielianum e Dendrobium kingianum que nédo
apresentam hipoderme em nenhuma das faces. A presenca de hipoderme provavelmente esta
ligada ao habitat das espécies, ja que é variavel dentro de secBes de distintos géneros, como
exemplo, na secdo Micranthae, onde ocorre mais de um estado de carater.

Em outras espécies de Dendrobium verifica-se que ndo had um padrdo para esse carater.
As secdes Rhizobium e Inobulbon (Stern et al. 1994) apresentam hipoderme na face abaxial,
ja as secdes Monanthos e Grastidium (Stern et al. 1994) néo a apresentam em nenhuma face.
Nas espécies de Bulbophyllum estudadas por Mohana-Rao & Khasim (1987), esse carater
também ndo se apresenta uniforme, pois dentre as trés espécies estudadas, apenas B.
andersonni possui hipoderme.

Outras caracteristicas como: presenga de sutura no mesofilo em espécies de
Dendrobium, secdo Aporum (Carlsward et al. 1997) e presenca de cuticula fina (Pridgeon
1994) em espécies de Caladenia, ndo foram encontradas nas espécies de Bulbophyllum.
Apesar de D. kingianum ter apresentado espessura de cuticula reduzido quando comparado
com as demais espécies analisadas, este ndo foi considerado como cuticula fina. Talvez essa
caracteristica seja mais ou menos derivada tanto para o género Dendrobium como para o
género irmdo Bulbophyllum, ou talvez seja apenas reflexo de pressGes ambientais sofridas
pelas espécies nos respectivos habitats. Uma amostragem maior teria que ser feita para melhor
interpretacdo desse carater numa futura analise filogenética. A mesma posicdo vale para
presenca ou auséncia de sutura no mesofilo, uma vez que com a amostragem deste trabalho é

impossivel afirmar como se deu a evolugéo do carater.
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Chama-se a atencédo para a presenca de folha cilindrica em Bulbophyllum insectiferum;
auséncia de idioblastos traqueoidais de paredes espessadas e presenca de células epidérmicas
retangulares em vista frontal em Dendrobium kingianum, que sdo peculiares dessas espécies,
e, portanto, sdo considerados caracteres diagndsticos. Esses podem auxiliar no entendimento
de como se deu a evolucgdo dentro do grupo analisado, ja que a presenca de folha cilindrica,
por exemplo, pode ser um carater mais ou menos derivado em relacdo aos outros estados de
carater encontrados. Por se tratar de caracteres diagnosticos pode-se dizer que possivelmente
sejam caracteres apomorficos.

Caracteristicas como: forma da folha e da ldmina em seccdo transversal; forma das
células epidérmicas em vista frontal, espessamento da cuticula; presenca ou auséncia de
células buliformes e de cristais; e nimero de feixes vasculares permitem agrupamentos das
espécies no género e entre 0s géneros, podendo representar importantes sinapomorfias dos
taxons estudados.

As caracteristicas observadas para as espécies estudadas podem constituir importantes
estados de carater compartilhados com outros taxons de Orchidaceae, 0 que representaria um

importante passo para uma classificacdo mais natural do grupo.
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Tabela |

Caracteres e estados de carater analisados e codificados segundo proposta de Sereno (2007).

Carater

Estados de carater codificados

Forma da folha

Forma da lamina foliar em
secgdo transversal

Forma das células
epidérmicas em vista frontal
Epiderme unisseriada

Cera epicuticular

Espessura da cuticula

Estdmato tetracitico
Estdmato na face adaxial
Estémato na face abaxial
Céamara supraestomatica
Células buliformes
Mesofilo homogéneo
Mesofilo dorsiventral

Drusas

oblonga (0), linear (1), eliptica (2)
plana (0), semiplana (1), semicilindrica (2), cilindrica (3),
conduplicada (4)

hexagonal (0), retangular (1), irregular (2)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

igual ao tamanho da célula epidérmica (0), até % do tamanho
da célula epidérmica (1), at¢ 5 do tamanho da célula
epidérmica

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)




Tabela I (Continuagéo)
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Cristais octaédricos

Rafides

Idioblastos  traqueoidais  de
paredes espessadas

Estegmatas nas células
epidérmicas

Hipoderme

Quantidade de feixes vasculares

presente (0), ausente (1)
presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

presente (0), ausente (1)

14-15 (0), 18-22 (1), 27-29 (2), 33-38 (3), 40-43 (4)
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8. FIGURAS
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Figuras 1-7. Morfologia das folhas (Figuras 1-3) e vista frontal da epiderme de espécies de
Bulbophyllum. 1. Folha oblonga de B. mentosum. 2. Folha lanceolada de B. insectiferum. 3.
Folha eliptica de B. rupiculum. 4 e 5. Células epidérmicas hexagonais e estdmato
tetracitico de B. adiamantinum e B. chloroglossum respectivamente. 6. Células
epidérmicas irregulares de B. mucronifolium. 7. Estegmatas nas células epidérmicas (setas)
de B. rupiculum. Escala das barras = (4,5,7) 20um; (6) 50um.
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Figuras 8-13. Aspecto geral do mesofilo em seccdo transversal de espécies de
Bulbophyllum secdo Micranthae e grupo externo. 8. Dendrobium kingianum. 9. B.
macroceras. 10. B. insectiferum. 11. B. epiphytum. 12. B. adiamantinum. 13. B.

mucronifolium. Escala das barras = (8-13) 50um.
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Figuras 14-18. Estruturas anatdmicas e detalhes da epiderme em secc¢do transversal do
mesofilo de espécies de Orchidaceae. 14. Epiderme de Bulbophyllum chloroglossum. 15.
Epiderme de B. mentosum. 16. Epiderme de B. rupiculum. 17. Epiderme de Dendrobium
kingianum. 18. Detalhe do estbmato com camara supraestomatica de B. epiphytum. 19.
Detalhe dos idioblastos traqueoidais de B. adiamantinum. Escala das barras = (15-16, 17-
18) 20um; (14, 17, 19) 50um.
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Figuras 20-25. Detalhes de estruturas anatbmicas do mesofilo em seccdo transversal de
espécies de Bulbophyllum. Figura 20. Feixe vascular colateral de B. macroceras. Figuras
21-22. Detalhe das células buliformes da face adaxial de B. macroceras. Figura 23. Feixe
vascular colateral e drusas (setas) de B. chloroglossum. Figura 24. Réafides de B.
insectiferum. Figura 25. Cristal em forma de octaedro de B. adiamantinum. Escala das
barras = (20-25) 20um.
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