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RESUMO

Bulbophyllum, com 1876 espécies, é considerado o segundo maior género de angiospermas,
com distribuicdo pantropical. Os estudos morfoldgicos e anatdmicos florais no género sdo
incipientes, com dados de ginostémio e labelo de algumas espécies. Atualmente, s&o
propostas seis secOes para 0 género na regido neotropical, dentre elas Bulbophyllum sect.
Micranthae, que compreende 12 especies, distribuidas na regido central da América do Sul. O
presente trabalho teve por objetivo o estudo anatbmico das pecas florais de seis espécies de
Bulbophyllum sect. Micranthae, de modo a levantar caracteres que auxiliem na diferenciagéo
das mesmas e que possam contribuir para o conhecimento anatdmico e caracterizacdo da
secdo. Para o levantamento dos caracteres anatdmicos foram utilizadas técnicas usuais de
microscopia de luz, com documentacdo com projecdo da escala micrométrica. Os resultados
aqui obtidos para B. adiamantinum, B. chloroglossum, B. epiphytum, B. mentosum, B.
micranthum e B. rupicolum permitiram identificar a presenca de tricomas e evidéncias de
regibes produtoras de substancias no labelo, que podem servir como recompensa a
polinizadores. Os caracteres anatdmicos que se mostraram mais significativos na
caracterizacdo das espécies foram o formato e a ornamentacdo das paredes periclinais
externas das células epidérmicas das pecas florais, bem como o nimero de feixes vasculares
nas sépalas, dorsal e lateral, e na porcdo distal do labelo. As caracteristicas levantadas
permitem a diferenciacdo principalmente entre B. epiphytum e B. rupicolum, espécies muito
semelhantes morfologicamente e filogeneticamente relacionadas, além de permitirem
aprofundar a discussdo a respeito da manutengéo ou excluséo de B. mentosum na se¢éo, uma
vez que, apesar de dados moleculares suportarem sua inclusdo, os dados aqui obtidos
demonstram grandes diferencas anatdbmicas em comparagdo as demais espécies, néo
corroborando sua inser¢do em Bulbophyllum sect. Micranthae.

Palavras-chave: Bulbophyllum adiamantinum. B. chloroglossum. B. epiphytum. B. mentosum.
B. micranthum. B. rupicolum. Ginostémio. Labelo.



ABSTRACT

Bulbophyllum, which comprises 1876 species, is considered the second largest genus of
angiosperms, with a pantropical distribution. The morphological and anatomical floral studies
in the genus are incipient, with data restricted to the gynostemium and lip of some species.
Based on molecular data, six sections were recognized within Bulbophyllum at the
Neotropics, amongst them Bulbophyllum sect. Micranthae, which comprises 12 species
distributed in central South America. We aimed to study the floral anatomy of six species of
Bulbophyllum sect. Micranthae, in order to determine useful characters to differentiate them
and contribute to the anatomical characterization of the section as a whole. Floral anatomy
was assessed through usual techniques of light microscopy. The data found here for B.
adiamantinum, B. chloroglossum, B. epiphytum, B. mentosum, B. micranthum and B.
rupicolum allowed to identificate the presence of glandular trichomes and the possible
presence of a secretory region on the lip, which might produce substances used as a reward to
pollinators. The most significant anatomical characters to the species characterization were
the shape and ornamentation of the outer periclinal walls of the epidermal cells, as well as the
number of vascular bundles in dorsal and lateral sepals and at the lip. The data also allowed
the differentiation between B. epiphytum and B. rupicolum, species very similar in
morphology and phylogenetically related. Besides that, the data also allowed the discussion
regarding the maintenance of B. mentosum within the section: although its inclusion is
supported by molecular studies, the anatomical data here presented shows greater differences
compared to the other species, not supporting its maintenance in Bulbophyllum sect.
Micranthae.

Key words: Bulbophyllum adiamantinum. B. chloroglossum. B. epiphytum. B. mentosum. B.
micranthum. B. rupicolum. Gynostemium. Lip.
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1 INTRODUCAO

As monocotiledéneas, com cerca de 65.000 espécies, estdo distribuidas em 12 ordens
(APG 111, 2009). Asparagales, que compreende 15 familias, € a segunda maior ordem dentre
as monocotiled6neas, sendo considerado um grupo monofilético, embora ainda existam
problemas na circunscricdo de algumas familias (APG Iil, 2009).

Orchidaceae, a maior (WORLD ..., 2013) e mais diversa familia vegetal (DRESSLER,
1981), com cerca de 24.500 espécies (DRESSLER, 2005), insere-se em Asparagales (APG
I11, 2009), abrangendo cinco subfamilias (CHASE et al., 2003): Apostasioideae, Vanilloideae,
Cypripedioideae, Orchidoideae e Epidendroideae. Em termos de nimero de espécies,
Epidendroideae é a maior subfamilia, contendo mais da metade de todas as espécies, cerca de
18.000 em 650 géneros (DRESSLER, 1981). Essa subfamilia compreende 16 tribos
(PRIDGEON; CRIBB; CHASE, 2005), dentre as quais, Dendrobieae possui 2.263 espécies
distribuidas em 21 géneros, circunscritos em duas subtribos, Dendrobiinae e Bulbophyllinae.
Bulbophyllinae compreende 1.116 espécies em 15 géneros (DRESSLER, 1993), sendo estes
Bulbophyllum, Chasedlla, Codonosiphon, Dactylorhynchus, Drymoda, Genyorchis,
Hapalochilus, Jejosephia, Monomeria, Monosepalum, Pedilochilus, Saccoglossum, Sunipia,
Tapeinoglossume Trias.

Bulbophyllum Thouars, com 1876 espécies (WORLD ..., 2013), é considerado o
segundo maior género de angiospermas (FRODIN, 2004), com distribuicdo pantropical. A
maior diversidade do género concentra-se no sudeste Asiatico, ocorrendo também na
Australasia e tropicos americanos (DRESSLER, 1993; SIEGERIST, 2001; VERMEULEN,
1987, 1993). Na regido Neotropical, o género é representado por 60 espécies (SMIDT, 2007)
e tem como limites de distribuicdo o México, ao norte e a oeste (Cordova), e o Brasil, ao sul
(Rio Grande do Sul) e ao leste (Pernambuco) (SMIDT et al., 2007). A maior diversidade de
espeécies neotropicais encontra-se no Sudeste brasileiro, nas regides de contato entre o Cerrado
e a Floresta Atlantica (SMIDT et al., 2007).

Os estudos morfoldgicos e anatémicos florais em Bulbophyllum séo escassos, tendo
sido reportadas a morfologia do ginostémio da espécie asiatica B. ecornutum (RASMUSSEN,
1985) e a anatomia do labelo de seis espécies brasileiras, B. epiphytum, B.glutinosum, B.
regnellii, B. involutum, B. ipanemense, B. weddellii, e de uma espécie asiatica, B.
rothschildianum (TEIXEIRA; BORBA; SEMIR, 2004). Além destes trabalhos, vale ressaltar
0s estudos realizados por Borba e Semir (1999) e Borba, Shepherd e Semir (1999), em que

foram investigados os aspectos morfoldgicos associados aos mecanismos reprodutivos das
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espécies B. weddellii, B. involutum e B. ipanemense, e o de Verola (2002), que relacionou a
grande variagcdo morfoldgica floral de sete espécies neotropicais do género a polinizacdo por
diferentes familias de Diptera.

Smidt et al. (2011), com base em caracteres morfologicos e moleculares, reconhecem
seis se¢des monofiléticas formais de Bulbophyllum neotropicais: Bulbophyllaria, Didactyle,
Furvescens, Micranthae, Napelli e Xiphizusa. Destas, Furvescens é proposta pela primeira
vez, e as demais, ja& descritas por outros autores, foram recircunscritas, tornando-se
monofiléticas. Bulbophyllum sect. Micranthae (SMIDT et al., 2011) corresponde a doze
espécies, as quais estdo distribuidas na regido central da América do Sul, principalmente no
Brasil (limite sul no estado do Parana, norte e leste na Bahia) e Bolivia (limite de distribuicdo
oeste no estado de Cochabamba).

Para o presente estudo, foram selecionadas seis espécies de Bulbophyllum sect.
Micranthae, totalizando uma amostragem de metade das espécies descritas para a secao.
Bulbophyllum chloroglossum Rchb.f. & Warm., B. mentosum Barb.Rodr., B. micranthum
Barb.Rodr. e B. rupicolum Barb.Rodr. sdo encontradas apenas no territorio brasileiro, porém
com vasta distribuicdo, enquanto B. epiphytum Barb.Rodr. ocorre amplamente também para a
Bolivia; B. adiamantinum Brade, em contrapartida, tem distribuicdo restrita, com endemismo
no estado de Minas Gerais, sendo considerada uma espécie em perigo por ocorrer em
fragmentos de uma area com menos de 5.000 km de extensdo e ser registrada apenas para trés
localidades (SMIDT, 2007).

Nas analises realizadas a partir do estudo de Smidt et al. (2011), observa-se a
formacéo de dois clados na se¢do Micranthae, um deles com grande suporte (formado por B.
adiamantinum e B. insectiferum) e outro que representa o ndcleo da se¢cdo, mas que possuli
espécies muito intimamente relacionadas (B. epiphytum, B. chloroglossum, B. mucronifolium,
B. rupicolum e B. micranthum), constituindo uma politomia. Desse modo, esses dados
ressaltam a importancia da investigacdo anatbmica para a determinacdo de caracteres, de
modo a permitir o esclarecimento das similaridades entre tais espécies, e determinar possiveis
sinapomorfias ou convergéncias devido a pressdes ecoldgicas e ambientais.

O estudo de Smidt et al. (2011) revelou, também, uma grande incongruéncia na
filogenia, entre dados taxondmicos moleculares e morfologicos, no que diz respeito ao
posicionamento de B. mentosum nas secdes do género. De acordo com este trabalho, esta
espécie possui algumas caracteristicas Unicas, como escapo em forma de fita, enquanto o
mesmo ¢é cilindrico em todas as demais espécies. Além disso, suas caracteristicas vegetativas

a aproximam da secdo Didactyle, mas a mesma apresenta folhas suculentas, tipicas das



espécies da secdo Micranthae. Ainda, aspectos florais, como o arranjo das flores em espiral,
pedicelo curto e labelo inteiro, sem lobos laterais, apenas com a margem ereta, achatado e
ciliado, sugerem a insercdo de B. mentosum na secdo Furvescens. Nas analises de DNA feitas
por Smidt et al. (2011), em contrapartida, os resultados obtidos pelos espacadores de
plastidios apontam que a espécie deve ser incluida no clado da se¢do Xiphizusa, enquanto 0s
dados do espacador ribossomal nuclear indicam sua inser¢éo na se¢do Micranthae; entretanto,
a analise combinada desses espacadores aponta a insercdo dessa espécie na base da secao
Micranthae. Assim sendo, o estudo da anatomia floral de B. mentosum pode contribuir para o
levantamento de caracteres que permitam elucidar e delimitar melhor seu posicionamento
dentro das sec¢des do género.

De acordo com esses dados, 0 estudo de caracteres anatdmicos pode contribuir para a
investigacdo dessas informacdes, de modo a apresentar dados que auxiliem na elucidacao

dessas questdes e contribuam para o conhecimento anatdémico e delimitagéo da secéo.



2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi levantar caracteres anatdmicos florais de seis espécies de
Bulbophyllum sect. Micranthae, de modo a contribuir para o conhecimento anatbmico da
secdo neotropical do género, atentando para a investigacdo de evidéncias histoldgicas da
presenca de nectérios, tricomas, osmoforos e de outras regides produtoras de substancias de
recompensa a poliniza¢do. Buscou-se contribuir para o levantamento de caracteres anatdmicos
florais dentre tais espécies, de modo a fornecer dados que possam ser aplicados em andlises

filogenéticas futuras buscando a elucidacdo de politomias apontadas na secéo.



3 MATERIAL E METODOS

O material utilizado no presente trabalho foi coletado em expedigdes prévias (Tabela
1), com material-testemunho depositado nos Herbéarios da Universidade Estadual de Feira de
Santana (HUEFS) e Universidade Federal do Parand (UPCB). As amostras foram fixadas em
FAA 50 (JOHANSEN, 1940) e armazenadas em etanol 70% com algumas gotas de glicerina.

O material destinado a microscopia de luz foi incluido em historresina Leica,
conforme instru¢bes do fabricante, e seccionado com auxilio de micrétomo rotativo (RM
2245, Leica) em espessuras de 7-12 um, com navalha de ac¢o descartavel. As sec¢des foram
coradas com Azul de Toluidina O 0,05% 1 M em tampao fosfato de sédio pH 6,8 (O’BRIEN;
FEDER; MCCULLY, 1965) para analises gerais.

Foram realizados os seguintes testes histoquimicos: Acido Periddico-Reativo de Schiff
(PAS) para polissacarideos totais (FEDER; O’BRIEN, 1968), Calcofluor White MR2 sob
excitacdo de luz Ultra Violeta (UV) para celulose (HUGHES; MCCULLY, 1975), Coomassie
Brilliant Blue 0,25% em &cido acético 7% para proteinas totais (SOUTHWORTH, 1973), IKI
para amido (JOHANSEN, 1940), Vermelho de Ruténio para acidos pécticos/mucilagem
(JOHANSEN, 1940) e Vermelho Neutro sob excitacdo de luz UV para lipidios totais (KIRK,
1970). Controles positivos e negativos apropriados foram utilizados simultaneamente, quando
aplicaveis.

A andlise, interpretacdo, descricdo e documentacdo dos resultados foram realizadas a
partir das 1dminas permanentes, através de observacGes anatdmicas e histoquimicas realizadas
em microscopia de luz e sob fluorescéncia. Ainda, a documentacdo dos aspectos mais
relevantes foi feita por meio de fotodocumentacdo, através da captura de imagens ao

fotomicroscopio com camera acoplada e projecdo de escala micrométrica.
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4 RESULTADOS

As flores das seis espécies estudadas de Bulbophyllum sect. Micranthae possuem
sépalas livres e eretas, normalmente uninervadas; pétalas eretas, planas e glabras; labelo
trilobado, carnoso e normalmente glabro, com superficie verrucosa, portando lobos frontais
dentiformes e eretos; coluna com estelideos reduzidos, dentes ausentes, pé da coluna curto e
estigma amplo (Fig. 1A, B).

Anatomicamente, as flores das espécies estudadas possuem muitas similaridades, com
diferencas que serdo destacadas a seguir. A Tabela 2 sumariza 0s principais caracteres
anatdmicos observados e 0s respectivos estados.

Na sépala dorsal das seis espécies estudadas, na face adaxial, as células epidérmicas
sdo retangulares e de paredes delgadas (Fig. 2A), com excecdo de B. mentosum, em que sao
espessadas (Fig. 2B); as paredes periclinais externas sdo convexas e com ornamentacio
inconspicua (Fig. 2A-C). Na face abaxial, as células epidérmicas sdo maiores, isodiamétricas,
com paredes delgadas, sendo as periclinais externas espessadas, de formato convexo e com
ornamentacdo conspicua (Fig. 2A-B, D), alternadas com tricomas glandulares (Fig. 2E).
Estébmatos foram observados apenas em B. adiamantinum, B. chloroglossum (Fig. 2F) e B.
epiphytum. Em ambas as faces, a cuticula acompanha a ornamentacdo da parede periclinal
externa, sendo mais espessa na face abaxial (Fig. 2D).

A margem da sépala dorsal ¢ lisa externamente e formada por células da epiderme e do
mesofilo (Fig. 2A-B). Todas as espécies apresentam mesofilo homogéneo, formado por
células parenquimaticas de paredes delgadas (Fig. 2A-B, E-F). Ocorre um numero variavel de
idioblastos com rafides e espiraladamente espessados (Fig. 2A-B), sendo que estes ultimos
ocorrem em maior numero em B. mentosum, B. micranthum e B. rupicolum. A vascularizagdo
é dada por um Unico feixe vascular colateral (Fig. 2A), exceto em B. mentosum, onde ocorrem
trés feixes (Fig. 2B). Em seccdo transversal, observa-se que o formato da sépala é plano em B.
rupicolum (Fig. 2G), sendo curvado nas demais espécies aqui estudadas (Fig. 2A-B).

A sépala lateral das seis espécies estudadas apresenta as faces adaxial e abaxial
formadas por células epidérmicas retangulares a isodiamétricas de paredes delgadas (Fig. 2H),
sendo as periclinais externas convexas, discretamente ornamentadas na face adaxial (Fig. 2H)
e ornamentadas na face abaxial (Fig. 2H). Ocorrem estdmatos na face abaxial apenas em B.
adiamantinum, B. chloroglossum (Fig. 2I) e B. epiphytum, enquanto tricomas foram

observados em todas as espécies (Fig. 2J-K). A cuticula é geralmente conspicua na face
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abaxial, acompanhando a ornamentacdo da parede periclinal externa das células epidérmicas
(Fig. 2L).

A margem da sépala lateral € lisa, formada por células da epiderme e do mesofilo (Fig.
2H). O mesofilo da sépala lateral é similar ao da sépala dorsal, diferenciando-se pela presenca
de trés feixes vasculares em todas as espécies (Fig. 2H), com excecdo de B. rupicolum, que
apresenta um Unico feixe vascular (Fig. 2M). A regido da nervura principal é levemente
proeminente nas espécies aqui estudadas (Fig. 2H, M).

As pétalas possuem epiderme uniestratificada, composta, ha maioria das espécies, por
células retangulares a isodiamétricas de paredes delgadas (Fig. 2N), sendo as periclinais
externas convexas (Fig. 2N); em B. mentosum, as células epidermicas séo papilosas (Fig. 20).
Tanto na face adaxial quanto na abaxial, as células epidérmicas apresentam paredes
periclinais externas ndo ornamentadas, recobertas por cuticula inconspicua em todas as
espécies (Fig. 2N-0O).

A pétala apresenta margem externamente lisa e, em seccdo transversal, é possivel
observar que a mesma é formada por células epidérmicas e do mesofilo (Fig. 2N-O). O
mesofilo € homogéneo, formado por parénquima regular, com células de paredes delgadas, e
contém apenas um feixe vascular colateral (Fig. 2N-O). Ocorrem idioblastos com rafides e
espiraladamente espessados, em numero varidvel (Fig. 2N-O). Em B. rupicolum,
eventualmente, pode ocorrer uma pétala extranumeraria com estrutura anatémica similar
aquela das outras pétalas.

Nas espécies aqui estudadas, o labelo, em toda sua extensdo, apresenta epiderme
uniestratificada, formada por células de paredes delgadas (Fig. 3A); a margem é
predominantemente papilosa nas espécies (Fig. 3A-F), exceto em B. rupicolum, na qual é lisa
(Fig. 3G). A cuticula confere ornamentacéo a ambas as faces (Fig. 3H).

Nos tercos distal e mediano do labelo, tanto na face adaxial quanto na abaxial, as
células epidérmicas sdo papilosas (Fig. 3B-D, F), podendo também ser isodiamétricas com
parede periclinal externa convexa em B. mentosum (Fig. 3E) e B. rupicolum (Fig. 3G). Em B.
mentosum, na face adaxial desta regido as células epidérmicas sdo arredondadas e constituem
uma camada frouxa, com espacos intercelulares irregulares, formando pontes intercelulares
(Fig. 31); na face abaxial, esta mesma regido é formada por células epidérmicas papilosas
alongadas, afiladas na porc¢éo apical, de citoplasma denso e nucleo central (Fig. 3J). Na face
abaxial destas porcdes do labelo, em todas as espécies estudadas, estdo ausentes tricomas e
estomatos (Fig. 3B-G). A cuticula é delgada (Fig. 3B-F), embora seja espessa em B.

rupicolum (Fig. 3G-H).
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O mesofilo é homogéneo, formado por paréngquima regular de paredes delgadas,
contendo idioblastos com rafides (Fig. 3A-G); nesta regido estdo ausentes idioblastos
espiraladamente espessados. Testes histoquimicos evidenciaram a presenca de células com
amido no mesofilo. Os feixes vasculares sdo colaterais e em nidmero de dois (Fig. 3C, F-G),
exceto em B. adiamantinum e B. epiphytum, onde séo trés (Fig. 3B, D), e B. mentosum, onde
estdo ausentes nesta porgéo (Fig. 3E).

No terco proximal, em ambas as faces, a parede periclinal externa das células
epidérmicas varia de exclusivamente papilosa em B. adiamantinum, B. chloroglossum e B.
micranthum (Fig. 4A-C), a convexa em B. rupicolum (Fig. 4D), sendo convexo-papilosa em
B. epiphytum e B. mentosum (Fig. 4E-F). A cuticula é espessa apenas em B. rupicolum
(Fig.4D). Na face adaxial, na maioria das espécies, ocorre um sulco central secretor, que é
raso; o sulco é formado por células convexas ou papilosas (Fig. 4A-E), com nucleo grande e
basal e citoplasma denso (Fig. 4G). Testes histoquimicos evidenciaram a presenca de
proteinas no citoplasma da epiderme e do tecido subepidérmico da cavidade do sulco secretor.
Estébmatos foram encontrados apenas na face abaxial de todas as espécies (Fig. 4D, H).

Todas as espécies estudadas apresentam, no terco proximal do labelo, dois lobos
laterais, que possuem a margem papilosa (Fig. 4A-C, E), exceto B. rupicolum em que é lisa
(Fig. 4D). Bulbophyllum mentosum diferencia-se por ndo possuir lobos (Fig. 4F) e apresentar
margem do ter¢o proximal papilosa (Fig. 4F). Devido & auséncia dos lobos, B. mentosum
apresenta sulco secretor inconspicuo, formado por células epidérmicas arredondadas,
frouxamente arranjadas, com pontes intercelulares, formando espacos intercelulares
irregulares (Fig. 4l); na regido central do labelo de B. mentosum, a face abaxial é papilosa
(Fig. 4F).

O mesofilo do terco proximal ¢ homogéneo, formado por parénquima regular de
paredes delgadas (Fig. 4A-F), com células contendo amido. Ocorrem idioblastos com rafides
em todas as espécies estudadas (Fig. 4A-F), enquanto que idioblastos espiraladamente
espessados estdo presentes apenas em B. chloroglossum (Fig. 4B, J) e B. micranthum.
Ocorrem trés feixes vasculares colaterais na maioria das espécies estudadas (Fig. 4B-E), com
excecdo de B. adiamantinum (Fig. 4A) e B. mentosum (Fig. 4F), onde ocorrem 11 feixes.

No ginostémio, a epiderme € uniestratificada, formada por células retangulares a
isodiamétricas de paredes delgadas, com paredes periclinais externas espessas, ornamentadas
e que, em seccdo transversal, sdo convexas em todas as espécies analisadas (Fig. 5A); a
cuticula acompanha a ornamentacdo das paredes periclinais externas das células epidérmicas

(Fig. 5A). O mesofilo € homogéneo, formado por parénquima regular, e apresenta tanto
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idioblastos com rafides quanto idioblastos espiraladamente espessados; estes Ultimos em
maior quantidade em B. chloroglossum e B. epiphytum (Fig. 5A).

A antera é formada por epiderme uniestratificada, papilosa e com ornamentacéo,
recoberta por cuticula fina (Fig. 5B); o conectivo apresenta feixe vascular colateral Gnico (Fig.
5B). O polinario contém quatro polinias, proporcionais ao tamanho da superficie estigmatica,
embora as duas polinias centrais sejam menores que as externas (Fig.5B).

O estigma é raso em todas as espécies (Fig. 5C) e sua cavidade apresenta células
destacadas, que ndo a preenchem completamente, dispostas em uma matriz mucilaginosa (Fig.
5C). Em seccéo longitudinal, é possivel observar a formacdo de viscidio na regido do rostelo
(Fig. 5C). O ovério é formado pelos trés lobos internos de uma estrutura que engloba também
as bases das trés sépalas, na porcdo do ginostémio (Fig. 5D). A epiderme do ovaério é
uniestratificada; na epiderme externa, as células sdo retangulares, com parede periclinal
externa convexa, espessa e ornamentada, enquanto que na epiderme interna, as mesmas Sao
menores e apresentam a parede periclinal convexa, delgada e ndo ornamentada (Fig. 5E). O
mesofilo é homogéneo e formado por parénquima regular, com idioblastos espiraladamente
espessados presentes em B. adiamantinum, B. chloroglossum, B. epiphytum e B. rupicolum
(Fig. 5D), e idioblastos com rafides presentes em todas as espécies, exceto em B.
chloroglossum (Fig. 5D-E). Ocorrem trés feixes vasculares colaterais, um em cada lobo (Fig.
5D).

O pé da coluna possui epiderme uniestratificada, formada por células retangulares de
paredes delgadas (Fig. 5F); as paredes periclinais externas dessas células sdo ornamentadas e
convexas (Fig. 5F-H), recobertas por uma cuticula delgada (Fig. 5F-H). O mesofilo &
homogéneo, de parénquima regular, formado por celulas de paredes delgadas (Fig. 5F-H);
idioblastos com rafides sdo encontrados em todas as espécies, enquanto que aqueles
espiraladamente espessados estdo presentes apenas em B. chloroglossum (Fig. 51).

Todas as espécies estudadas apresentaram, eventualmente, em todas as pecas florais
analisadas, idioblastos mistos, com parede espiraladamente espessada e rafides no interior
(Figs 2M, 5A).

Os resultados dos testes histoquimicos permitiram confirmar a natureza de alguns dos
compostos presentes nas pecas florais, bem como constatar alguns sitios de reacdo presentes

nas mesmas, conforme listado na Tabela 3.
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5 DISCUSSAO

As flores das espécies de Bulbophyllum sect. Micranthae aqui estudadas, além de
apresentarem similaridades morfoldgicas ja evidenciadas nos estudos taxondmicos prévios
(TEIXEIRA; BORBA; SEMIR, 2004), também compartilham varios caracteres anatbmicos
em todas as pecas, tais como: a epiderme uniestratificada, formada por células de paredes
delgadas, e o mesofilo homogéneo, formado por parénquima regular, com feixes vasculares
colaterais e idioblastos com rafides.

Em todas as espécies aqui estudadas, principalmente na face abaxial das sépalas dorsal
e laterais, é possivel constatar a presenca de cuticula relativamente espessa, além de
espessamento também nas paredes periclinais externas das células epidérmicas dessas pecgas
florais. Riederer e Schreiber (2001) afirmam que uma das maiores dificuldades das plantas
terrestres é desenvolver uma barreira para o controle da perda excessiva de dgua, uma vez que
ela deve ser eficiente, translicida a radiacdo necessaria a fotossintese, flexivel e capaz de se
regenerar. Nesse sentido, a cuticula das plantas combina todas essas caracteristicas com baixo
custo energético para a planta. Dessa forma, os resultados aqui obtidos, como cuticula e
parede periclinal externa das células espessas, sdo fatores que, certamente, estdo relacionados
a uma intensificacdo na cobertura visando evitar a perda excessiva de agua pela evaporacéo,
especialmente nessas estruturas que estao posicionadas mais externamente na flor.

Entretanto, em B. mentosum e B. rupicolum, é possivel detectar o espessamento da
cuticula também em outras pecas florais, como pétalas, labelo, ginostémio e pé da coluna,
quando em comparacdo as cuticulas das mesmas pecas florais nas demais espécies. A cuticula
conspicua pode ser explicada pelo ambiente de ocupacdo dessas espécies, uma vez que B.
mentosum ocorre em campos rupestres entremeados com Caatinga na Chapada Diamantina
(SMIDT, 2007), enquanto B. rupicolum é normalmente encontrada como rupicola nos
Cerrados dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso (SMIDT, 2007); as demais
espécies da secdo sdo normalmente encontradas em ambientes rupestres de cerrado, em matas
de galeria de campos rupestres ou em areas de contato entre Mata Atlantica e Cerrado
(SMIDT, 2007). Assim sendo, a intensidade solar, bem como a disponibilidade hidrica para as
duas espécies em questdo, podem explicar a diferenca de espessura na cuticula em relacdo as
demais espécies, atuando de forma a evitar a perda excessiva de agua por evaporacao.

Barthlott (1981), que estudou as caracteristicas da superficie da epiderme com enfoque

taxonbmico em angiospermas, avaliou que os caracteres epidérmicos sdo apenas ligeiramente
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influenciados pelas condi¢bes ambientais e, sendo assim, a elevada diversidade estrutural
encontrada pode fornecer critérios valiosos para a classificacdo entre as espécies e também no
nivel de familia. Desse modo, os padrdes de ornamentacdo observados neste trabalho, na
parede periclinal externa das células epidérmicas e acompanhada pela cuticula, podem
constituir caracteres Uteis na diferenciacdo das espécies. A verificagcdo destes padrdes pode ser
mais bem estudada através da visualizagdo em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
como realizado para espécies de Bulbophyllum sect. Didactyle (NUNES et al., [20137?]). Além
disso, é sabido que a superficie cuticular da planta ¢ a zona de contato priméaria para a
aproximacéo de um inseto, seja para procurar alimentos, um local para depositar seus ovos ou
um abrigo contra predadores, parasitas ou condicdes abiéticas desfavoraveis (MULLER,
2006). Assim, a ornamentacdo da cuticula nas espécies de Bulbophyllum sect. Micranthae
aqui estudadas pode atuar refletindo a luz solar que nela incide, de modo a atrair a atengdo dos
polinizadores dessas espécies.

O papel da ornamentacdo da cuticula para atracdo de polinizadores €, contudo,
meramente especulativo, uma vez que a maioria dos estudos referentes a polinizacdo em
Bulbophyllum apontam o papel dos odores como sendo majoritario na atracdo dos
polinizadores (TEIXEIRA; BORBA; SEMIR, 2004; VEROLA, 2002). Ainda, para a
confirmacdo dessa hipotese seria necessaria a realizacdo de estudos e testes de reflexdo para
analisar se de fato esse papel pode ser atribuido a cuticula e as ornamentacfes, bem como
consideracdes relativas a biologia e fisiologia dos grupos de insetos que atuam como
polinizadores para as espécies em questdo, analisando se de fato uma possivel reflexdo
poderia ser percebida por esses animais.

A presenca de tricomas glandulares na face abaxial das sépalas é uma caracteristica
unificadora para as espécies de Bulbophyllum sect. Micranthae aqui estudadas, podendo
também ser esperado para as demais espécies da se¢do. Em B. sect. Didactyle (NUNES et al.,
[20137]), tricomas muito semelhantes foram encontrados, observados também na face abaxial
das sépalas, para todas as espécies estudadas. Verola (2002), em seu estudo sobre biologia
reprodutiva e sistemas de polinizagdo no género Bulbophyllum, que incluiu trés espécies de B.
sect. Micranthae, dentre elas B. epiphytum, objeto também do presente estudo, constatou a
presenca de odores adocicados a citricos, para todas as espécies estudadas. Tais dados,
juntamente com os indicativos de alta atividade celular, como citoplasma denso, nucleo
proeminente e vactolo grande nas células basais dos tricomas, aqui visualizados, permitem
sugerir que 0s mesmos atuem como osmoforos nessas pecas florais. Apesar da ampla gama de

testes histoquimicos aqui realizados, o conteudo celular dos tricomas nao reagiu com nenhum



16

deles, o que dificulta a elucidagdo de sua composicao.

Em Bulbophyllum, osmdforos derivados de tricomas nas flores foram detectados
apenas para o labelo (TEIXEIRA; BORBA; SEMIR, 2004), tendo sido descritos como
unicelulares. No presente trabalho, contudo, foram observados tricomas glandulares para as
sépalas das espécies estudadas, embora ndo se tenha registro dos mesmos para o labelo. Desse
modo, a partir dos resultados aqui obtidos, pela caracterizacdo anatémica dos tricomas,
localizacdo dos mesmos e auséncia de secrecdo aparente, sugere-se que, para as especies
estudadas neste trabalho, tais tricomas atuem como osmadforos. Essas evidéncias sdo inéditas
para 0 género e estdo sendo confirmadas em outras se¢des (NUNES et al., [2013?]).

A ocorréncia de estbmatos aparentemente funcionais na face abaxial das sépalas de B.
adiamantinum, B. chloroglossum e B. epiphytum pode estar relacionada ao ambiente de
ocupacdo dessas espécies. A auséncia em B. mentosum e B. rupicolum pode estar ligada ao
seu habito rupicola e de ocupacdo no Cerrado e em campos rupestres entremeados a caatinga,
evitando, assim, a perda excessiva de agua pela evaporacao nesses ambientes xeromorficos.
Em B. micranthum, contudo, a auséncia de estdbmatos ndo deve estar relacionada ao controle
hidrico, uma vez que esta espécie ocorre normalmente como epifita em areas de Mata
Atléantica ou Cerrado. Relato para estomato em peca floral foi feito por Hew, Lee e Wong
(1980), que demonstraram que em algumas espécies de orquideas tropicais essas estruturas
sdo ndo-funcionais sem qualquer relacdo com o controle hidrico.

No labelo das espécies estudadas foram identificadas células epidérmicas papilosas na
superficie adaxial, que parecem funcionar como osmoforos, devido a presenca de
caracteristicas anatdmicas como nudcleo grande e basal e citoplasma denso. Ainda, no
momento da coleta das amostras, foi feito o registro de odores para as trés espécies em
questdo, deteccdo confirmada anteriormente apenas para B. epiphytum (VEROLA, 2002).
Desse modo, os dados do presente estudo corroboram os resultados previamente publicados
por Teixeira, Borba e Semir (2004).

Ainda no labelo, foi constatada pela primeira vez a natureza secretora do sulco
localizado na face adaxial da por¢do proximal do mesmo. Teixeira, Borba e Semir (2004), em
seu trabalho que estudou B. epiphytum e outras espécies do género, pertencentes as secles
Didactyle e Napeli, ndo confirmaram, para a espécie da secdo Micranthae, a natureza do
respectivo sulco como sendo secretora. Além disso, 0s mesmos autores revelam que, apesar
da presenca de néctar nas flores de B. epiphytum, ndo foram encontradas evidéncias
histoldgicas que indiquem a presenca de nectdrio no labelo desta espécie, embora Verola

(2002) enfatize, em seu trabalho, a producdo e o acimulo de néctar na base do labelo em B.
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epiphytum. Assim, Teixeira, Borba e Semir (2004) discutem a possibilidade de ocorréncia do
nectario em outras regides das flores para a espécie.

No presente estudo, contudo, para todas as espécies estudadas, ndo foram encontradas
estruturas nectariferas em nenhuma outra peca floral, a ndo ser a evidéncia de atividade
secretora presente no sulco do labelo. A superficie do labelo das espécies de B. sect.
Micranthae aqui estudadas, ao contrario do que ocorre nas demais pecas florais, ndo tem sua
ornamentacdo devido a parede periclinal externas das células epidérmicas, mas sim a
estriacOes da propria cuticula. Essa caracteristica pode reforcar a hipotese do labelo como
secretor, uma vez que a presenca de paredes periclinais externas delgadas e ndo ornamentadas
facilitaria a permeabilidade do conteudo secretado.

Em B. mentosum, apesar da auséncia de uma porcao sulcada na face adaxial do labelo,
é possivel identificar uma regido anatomicamente diferenciada das demais espécies, contendo
células arredondadas e frouxamente arranjadas. Esse arranjo, com formacdo de pontes e
grandes espacos intercelulares é uma caracteristica que deve ser ressaltada na espécie
estudada, ndo relatada previamente na literatura, mas que pode estar relacionada a secrecdo de
compostos.

Foram encontrados idioblastos contendo rafides e espessamentos celul6sicos
helicoidais para todas as espécies analisadas, sendo encontrados na maioria das pecas nas
espécies estudadas. A ocorréncia de idioblastos com réafides ja foi extensamente documentada
em Orchidaceae (ASCENSAO et al., 2005; KOCYAN: ENDRESS, 2001; PRYCHID;
RUDALL, 1999; STERN et al., 1993; STERN ; JUDD, 2001), com registros inclusive para o
labelo de espécies de Bulbophyllum (TEIXEIRA; BORBA; SEMIR, 2004). Devido a sua
ampla distribuicdo nas pegas florais, inclusive com elevada incidéncia nas mesmas, é possivel
ressaltar seu papel principalmente na protecdo mecanica contra a herbivoria.

A presenca de idioblastos com espessamentos celuldsicos helicoidais também ja foi
registrada para a familia (OLATUNJI; NENGIM, 1980; PRIDGEON, 1981, 1982). De acordo
com Pridgeon (1982), a denominagdo mais adequada para tais células seria a de idioblastos
espiraladamente espessados, uma vez que geralmente ndo sdo lignificados e ndo parecem
apresentar relacdo fisica, ontogenética ou funcional com elementos traqueais. Sua ocorréncia
seria uma adaptacdo das Orchidaceae epifitas as condi¢cdes de seca (BURR; BARTHLOTT,
1991; OLATUNJI; NENGIM, 1980). Em B. mentosum, a grande quantidade de idioblastos
espiraladamente espessados nas sépalas e pétalas pode estar relacionada & ocupacdo dessa
espécie em ambientes de campos rupestres entremeados a caatinga, nos quais essas estruturas

podem atuar na adaptacdo a ambientes xeromdrficos. Os resultados aqui obtidos a partir da
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realizacdo do teste histoquimico com Calcofluor White MR2 permitiram confirmar a natureza
celulésica dos espessamentos de parede nesses idioblastos, corroborando, assim, os dados de
Pridgeon (1982) quanto a auséncia de lignina para esse tipo especial de idioblastos.

Nas espécies de Bulbophyllum sect. Micranthae aqui estudadas foram observados,
ainda, idioblastos mistos, com espessamentos de parede e contendo rafides. A presenca deste
tipo especial de idioblastos para as espécies desta se¢do, que ocorrem em ambiente rupestre de
Cerrado ou mata de galeria de campos rupestres, sugere que talvez os dois tipos de idioblastos
sejam interconversiveis e possam apresentar uma relacdo com a ocupacdo de diferentes
ambientes. Tal hipo6tese é apenas especulativa e mais dados precisam ser levantados para
propiciar qualquer concluséo.

Os dados obtidos no presente trabalho, para as espécies de Bulbophyllum sect.
Micranthae estudadas, demonstram uma grande similaridade e homogeneidade entre as
mesmas. As espécies sao muito semelhantes morfolégica e anatomicamente e poucas
caracteristicas as diferenciam. Por isto, é notavel que B. mentosum, tido como grupo-irméo do
core da se¢do Micranthae, apresente muitas caracteristicas distintas das demais espécies, tais
como sépala dorsal com trés feixes vasculares; labelo com tricomas longos na margem e onze
feixes vasculares; pétalas com epiderme papilosa e com tricomas na margem. Desta forma,
apesar do alto suporte molecular para a inclusdo desta espécie na se¢cdo Micranthae (Smidt et
al., 2011), os dados anatdmicos aqui levantados ndo corroboram a manutencdo da mesma na
secdo. Para confirmar tal sugestdo, se faz necessario estudar espécies das demais secOes
neotropicais de Bulbophyllum (NUNES et al.,, [201-7]), verificando se B. mentosum se
encaixaria melhor em alguma delas, como por exemplo em B. sect. Furvescens, como
sugerido por Smidt et al. (2011).

Segundo Smidt (2007), deve haver, aparentemente, uma grande convergéncia floral
entre B. epiphytum e B. rupicolum, espécies muito préximas entre si, distintas
morfologicamente apenas pelo habito, forma do pseudobulbo, tamanho das flores e forma e
caracteristicas do labelo. Recentemente, Azevedo et al. (2007) incluiram algumas populac6es
destas espécies em seus estudos sobre variabilidade genética no género, e obtiveram
resultados que sugerem tanto uma grande proximidade filogenética quanto eventos de
introgressdo; tal estudo revelou que, dentre as espécies analisadas, a variacdo genética
intrapopulacional era relativamente elevada.

Os dados obtidos no presente trabalho, contudo, apontam que existem caracteristicas
Unicas para B. epiphytum e B. rupicolum, e que podem auxiliar na sua diferenciacdo. Apesar

das variacdes encontradas, como na ornamentacdo das paredes periclinais externas das células
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epidérmicas, na espessura da cuticula que recobre as pecas florais, e até mesmo na presenca
ou ndo de idioblastos com espessamentos celulésicos, grande parte dessas variagdes pode
estar associada a diferencas ambientais de acordo com o habitat em que cada espécie ocorre
majoritariamente (plasticidade fenotipica). Entretanto, caracteres anatbmicos como a presenca
de estbmatos na face abaxial de B. epiphytum e o numero de feixes vasculares na sépala
lateral, que é Unico em B. rupicolum e em numero de trés em B. epiphytum, podem ser

significativos na caracterizacdo e diferenciacdo das mesmas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem caracterizar e distinguir
anatomicamente as espécies estudadas, e fornecem dados importantes referentes a sua
anatomia e relacdo com adaptacGes ao meio em que se encontram. Ainda, foi possivel
identificar a presenca de tricomas na face abaxial das sépalas, e evidéncias de regiGes
secretoras no labelo, que podem produzir substancias de recompensa a polinizadores. As
caracteristicas encontradas permitem a diferenciacdo principalmente entre B. epiphytum e B.
rupicolum, espécies muito semelhantes morfologicamente, além de fomentarem as discussdes
a respeito da manutencdo ou exclusdo de B. mentosum da espécie em Bulbophyllum sect.
Micranthae.
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APENDICE A-TABELA 1

Tabela 1 - Lista de espécies de Bulbophyllum sect. Micranthae estudadas e respectivos dados

de coleta.
Espécie Dados do Coletor Local de Coleta
B. adiamantinum Brade E. C. Smidt 802 \Il\zéqwm Felicio -
B. chloroglossum Rchb.f. & Warm.  W. S. Mancinelli 1129 Senges — PR
B. epiphytum Barb.Rodr. E. C. Smidtetal. s.n Caldas — MG
B. mentosum Barb.Rodr. A. Massenssini Jr s.n. Palmeiras — BA
B. micranthum Barb.Rodr. W. S. Mancinelli 1172 Tibagi — PR
B. rupicolum Barb.Rodr. E.C. Smidt 741, 766 Caldas — MG

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE C - TABELA 3

Tabela 3 - Testes histoquimicos realizados em seccdes de historresina para espécies de
Bulbophyllum sect. Micranthae estudadas e os principais sitios de reacdo encontrados nas

pecas florais.

Testes Histoquimicos Sitio de Reacdo

Calcofluor White MR2 Idioblastos espiraladamente espessados

Comassie Brilliant Blue Citoplasma da epiderme e do tecido subepidérmico
da cavidade/sulco secretor

IKI Parénguima regular do mesofilo do labelo

PAS Parénquima regular do mesofilo do labelo

Vermelho de Ruténio Lamela média

Vermelho Neutro Cuticula

Fonte: Elaborada pela autora.



APENDICE D - FIGURA 1
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Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Morfologia ¢ anatomia de B. epiphytum (A-B), em vista lateral (A) ¢ corte longitudinal (B).
A) Visdo geral lateral da flor, com sépala lateral removida (Foto: E.C. Smidt). B) Visao geral da flor. an:
antera, c¢: coluna, e: estigma, la: labelo, li: ligag¢do do labelo com a coluna, ov: ovirio, pd: pedicelo, pt:

pétala, sd: sépala dorsal, sl: sépala lateral. Barras de escala: A= Imm; B=200pum.
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APENDICE E - FIGURA 2

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Anatomia da sépala e pétala de B. chloroglossum (A, F, 1-)): B. mentosum (B, E, K, O), B.
epiphyvtum (C-D, H, L), B. rupicolum (G, M) E B. micranthum (N), em secgdes transversais. A-B)
Sépala dorsal. C) Detalhe da face adaxial da sépala dorsal. D) Detalhe da face abaxial da sépala dorsal.
E)Detalhe do tricoma glandular na face abaxial da sépala dorsal. F) Detalhe do estomato na face abaxial
da sépala dorsal. G)Sépala dorsal. H) Sépala lateral. I) Detalhe do estomato na face abaxial da sépala
lateral. J) Detalhe do tricoma na face abaxial da sépala lateral. K) Detalhe do tricoma na face abaxial da
sépala lateral, em fluorescéncia. L) Detalhe da cuticula na face abaxial e de idioblasto espiraladamente
espessado na sépala lateral, em fluorescéncia. M) Sépala lateral, N-O) Pétala. es: estomato, fv: feixe
vascular, i¢: idioblasto espiraladamente espessado, im: idioblasto misto, ir: idioblasto com rafides, tr:
tricoma. Barras de escala: A-B, H, M-O= 100um; C-D, J= 10um; E-G, I= 50pum; K-L=20um,
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APENDICE F - FIGURA 3

Fonte: Elaborada pelaautora.

Legenda: Anatomia do labelo de B. epiphytum (A, D); B. adiamantinum (B); B. chloroglossum (C ); B.
mentosum (E, 1-)); B. micranthum (F) e B. rupicolum (G-H), em secgoes longitudinais (A) ¢
transversais (B-J). A) Visdo geral do labelo. B-G) Visao geral da porgao distal-mediana do labelo. H)
Detalhe da ornamentagio da cuticula no labelo. 1) Detalhe da face adaxial da epiderme do labelo. J)
Detalhe da face abaxial da epiderme do labelo. es: estomato, fv: feixe vascular, ie: idioblasto
espiraladamente espessado, ir: idioblasto com rifides, Ib: lobo lateral. Barras de escala: A, E=200um;
B-D, F-G=100pum: H= 10pum; [-J=50pum.



APENDICE G - FIGURA 4

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Anatomia do labelo de B. adiamantinum (A); B. chloroglossum (B, 1) B. micranthum (C ); B.
rupicolum (D); B. mentosum (E, H) ¢ B. epiphvtum (F-G, J), em secgdes transversais, A-F) Visdo geral
da porgdo proximal do labelo. G) Detalhe das células do sulco do labelo, em fluorescéncia. H) Detalhe
do estomato na face abaxial na regido proximal do labelo. 1) Detalhe da face adaxial da epiderme na
porg¢do proximal do labelo. J) Detalhe dos idioblastos com rafides e espiraladamente espessados na
porgio proximal do labelo. es: estomato, fv: feixe vascular, ie: idioblasto espiraladamente espessado,
ir: idioblasto com rafide, Ib: lobo lateral. Barras de escala: A-E, H-J= 100um; F=200pum; G= 10um.
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APENDICE H - FIGURA 5
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Anatomia do ginostémio e coluna de B. epiphytum (A, E); B. mentosum (B): B. micranthum
(C): B. chloroglossum (D, 1); B. rupicolum (F-H), em sec¢oes longitudinais (A, C, F-I) e transversais
(B, D-E). A) Detalhe da epiderme do ginostémio. B) Visdo geral da antera ¢ polinias, C) Visdo geral da
antera, superficie estigmatica ¢ polinias, com presenga de viscidio. D) Visdo geral do carpelo. E)
Detalhe do ovirio. F) Visao geral do pé da coluna, mostrando a ligagao com o labelo. G) Detalhe da
face adaxial do p¢ da coluna. H) Detalhe da face abaxial do pé da coluna. 1) Visdo geral do pé da coluna.
es: estomato; fv: feixe vascular, ie: idioblasto espiraladamente espessado, im: idioblasto misto, ir:
idioblasto com rafide, ov: ovirio, pl: polinias. Barras de escala: A, G-H=50pm; B-D=200pm; E-F, I=
100pm,
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