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ABSTRACT - (Comparative anatomy of the vegetative organs of species of Bulbophyllum sect. Didactyle (Lindl.) Cogn. and
Bulbophyllum sect. Xiphizusa Rchb.f. (Orchidaceae)). Bulbophyllum sect. Didactyle and B. sect. Xiphizusa are monophyletic
and sister groups, inserted in the neotropical clade of the genus. The species occur as epiphytes or rupicolous in mountainous
areas with predominance of rocky fields. This study aimed to comparatively describe the anatomy of the vegetative organs
of 13 species of these sections. This work highlights for the first time the lipophilic secretion of trichomes in young leaves;
uniform xeromorphic characters between species of the two sections as thick cuticle, presence of idioblasts, aquifer parenchyma,
and fibers along the vascular bundles; absence of prismatic crystals in the root and pseudobulb in B. sect. Didactyle species
and absence of idioblast with spiral thickening in root, epidermis with thickening wall in pseudobulb and predominance of
heterogeneous mesophyll leaves of species of B. sect. Xiphizusa, could be considered synapomorphic character state to the
sections, showing the importance of the anatomy in systematic studies.
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RESUMO - (Anatomia comparada dos 6rgaos vegetativos de espécies de Bulbophyllum se¢do Didactyle (Lindl.) Cogn.
e Bulbophyllum se¢do Xiphizusa Rchb.f. (Orchidaceae)). Bulbophyllum sect. Didactyle ¢ B. sect. Xiphizusa sdo grupos
monofiléticos irmaos, inseridos no clado neotropical do género. As espécies ocorrem como epifitas ou rupicolas em areas
montanhosas com predominio dos campos rupestres. O objetivo foi descrever comparativamente a anatomia dos 6rgaos
vegetativos de 13 espécies dessas segdes. O trabalho evidencia pela primeira vez a secrecao lipofilica dos tricomas na
folha jovem; caracteres xeromorfos uniformes entre as duas se¢des, como a cuticula espessa, presencga de idioblastos,
parénquima aquifero e fibras junto aos feixes vasculares; a auséncia de cristais prismaticos na raiz e bulbo nas espécies de
B. sect. Didactyle e a auséncia de idioblastos com espessamento espiralados na raiz, espessamento na parede epidérmica do
pseudobulbo e predominio de mesofilo heterogéneo nas folhas das espécies de B. sect. Xiphizusa podem ser considerados
estados de caractere sinapomorficos para as se¢cdes mostrando a importancia da anatomia em estudos sistematicos.
Palavras-chave: anatomia da raiz, anatomia foliar, epifitas, monocotiledoneas, pseudobulbo

Introducio Segundo Smidt et al. (2011), duas destas segdes:
Bulbophyllum sect. Xiphizusa Rchb. f. e B. sect.
Didactyle (Lindl.) Cogn. sdo grupos irmdos em um
clado bem suportado por dados moleculares, sendo
o labelo dividido em hipoquilo e epiquilo, um estado

de caractere sinapomorfico para essas duas secdes.

O género Bulbophyllum Thouars (Epidendroideae,
Dendrobieae, Bulbophyllinae) é considerado o
maior género pantropical de Orchidaceae, com
aproximadamente 2.200 espécies (Gravendeel

et al. 2014). Na regido neotropical, o género ¢
representado por um clado composto por seis
se¢Oes monofiléticas delimitadas a partir de analises
filogenéticas moleculares (Smidt et al. 2011).

1. Parte da dissertagdo de Mestrado da primeira Autora

Além desta sinapomorfia morfoldgica, as espécies
destas se¢des compartilham caracteristicas como
pseudobulbo unifoliado, folha coridcea, inflorescéncias
delgadas, com flores dispostas disticamente na raque,
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presenca de estelideos e dentes na porgdo ventral da
coluna (Smidt et al. 2011). No entanto, as segdes
diferem vegetativamente pelo pseudobulbo oblongo
e 4-angular, com superficie lisa e pelas folhas
oblongas bem desenvolvidas, com pelo menos 10 cm
de comprimento e 2-3 cm de largura, em B. sect.
Didactyle; e pseudobulbo discoide, comparativamente
menor, com superficie rugosa e pelas folhas elipticas
menores, com menos 5 cm de comprimento e 0,5-1 cm
de largura, em B. sect. Xiphizusa (Smidt 2007).

Os representantes de B. sect. Xiphizusa e B.
sect. Didactyle sao epifitos ou rupicolas, presentes
predominantemente em campos rupestres (campos
de altitude) e florestas de Cerrado e Mata Atlantica
(Smidt & Borba 2007, Smidt et al. 2007). Segundo
Smidt et al. (2011), B. sect. Didactyle apresenta
sete espécies, distribuidas do norte ao sul, entre a
Venezuela e Santa Catariana (Brasil); entre leste e
oeste sao encontradas do Estado de Pernambuco
(Brasil) até a Amazonia peruana. As espécies ocorrem
como epifitas no Cerrado, raramente na Mata Atlantica
e rupicolas em campos rupestres. Bulbophyllum sect.
Xiphizusa possui 23 espécies distribuidas do México
até o Paraguai e a leste até o Estado da Bahia (Brasil).
As espécies sdo encontradas como rupicolas em
campos rupestres e epifitas na Mata Atlantica, mata
de galeria e Cerrado (Smidt ef al. 2011).

Caracteres anatdmicos vegetativos constituem
uma importante ferramenta para respaldar as
reconstrugdes filogenéticas de Orchidaceae, em
diferentes niveis de classificacdo (Pridgeon 1982,
Holtzmeier et al. 1998, Yukawa & Stern 2002,
Figueroa et al. 2008, Carlsward & Stern 2009, Smidt
et al. 2013). Os caracteres anatdmicos vegetativos mais
utilizados para a familia s3o o nimero de camadas de
velame; presenca de tilossomos; tipo de espessamento
da exoderme e endoderme; espessamento da cuticula
da folha e do pseudobulbo; tipo de tricomas; presenga
de cristais, idioblastos com parede espessada (folha e
pseudobulbo) e idioblastos mucilaginosos; mesofilo
homogéneo ou heterogéneo; disposicdo dos feixes
vasculares no mesofilo; e presenga de coléteres
(Pridgeon 1982, Porembsk & Barthlott 1988, Scatena
& Nunes 1996, Stern & Judd 2001, 2002, Yukawa &
Stern 2002, Stern & Carlsward 2006, Figueroa et al.
2008, Carlsward & Stern 2009, Silva et al. 2010,
Aybeke 2012, Smidt et al. 2013, Cardoso ez al. 2014).

Embora Gravendeel et al. (2014) tenham
apresentado uma ampla literatura que faz referéncia a
anatomia de Bulbophyllum e Stern (2014) referiram-se
a Bulbophyllum como um género bem estudado,

poucos sdo os trabalhos que utilizam os caracteres
anatomicos como suporte a filogenia do grupo. Um
desses trabalhos é o de Mohana Rao & Khasim (1987)
que utilizaram a presen¢a de um anel de esclerénquima
envolvendo o cilindro vascular para distinguir dois
géneros da subtribo Dendrobiinae, Bulbophyllum
e Dendrobium. Recentemente, Smidt et al. (2013)
identificaram caracteristicas anatomicas foliares
sinapomorficas na resolucdo de B. sect. Micranthae,
como cuticula espessa, epiderme simples, estomatos
tetraciticos com camaras supraestomaticas e presenga
de tricomas. Na revisdo de Gravendeel et al. (2014),
as caracteristicas predominantes em Bulbophyllum
sdo: velame uniestratificado, exoderme e endoderme
com parede espessa, tilossoma lamelado ou esponjoso,
cilindro vascular poliarco e medula esclerificada na
raiz; células aquiferas com espessamento em espiral
na raiz, pseudobulbo e folhas, células mucilaginosas
constantes no pseudobulbo e folha; tricomas
afundados na epiderme, estdmatos tetraciticos na face
abaxial, hipoderme, feixes vasculares com bainha de
esclerénquima e auséncia de estegmata na folha.

Com base nas evidéncias filogenéticas que
indicam que estas duas segdes sdo grupos irmaos,
0 objetivo deste trabalho foi descrever a anatomia
vegetativa de seus representantes, visando responder
as seguintes questdes: 1) Dada a diferenciagéo
macromorfologica vegetativa entre as segdes, sera que
existe algum carater diagnostico micromorfoloégico
util para diferenciar tanto as se¢des quanto grupos de
espécies dentro de cada se¢do? 2) Quais caracteres
compartilhados poderiam ser indicados como fruto
da adaptagdo ao ambiente x€rico que ambas as segoes
ocupam?

Material e métodos

Amostragens e coleta dos taxons - Foram analisadas
seis das sete espécies de Bulbophyllum sect. Didactyle
e sete das 23 espécies de Bulbophyllum sect.
Xiphizusa. Os dados das espécies, vouchers, habito,
e 6rgdo analisado de cada individuo coletado estdao
sumarizados na tabela 1. As amostras foram fixadas
em FAA70 (Johansen 1940) e armazenadas em etanol
70%. Foram selecionadas de uma a trés amostras de
raiz, pseudobulbo e folha completamente desenvolvida
de cada espécime coletado (tabela 1). Foram analisadas
folhas jovens de B. perii (mudas micropropagadas)
para analise do tricoma. As amostras foram retiradas
da regido mediana de cada 6rgao.
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Microscopia eletronica de varredura (MEV) - As
superficies da lamina foliar, do pseudobulbo e o
velame foram analisados em MEV. Para detec¢do
da presenca ou auséncia de tilossomos no velame,
foram feitos cortes paradérmicos na superficie da
raiz, removendo as células ou paredes periclinais
externas, a fim de visualizar a parede periclinal
interna. Para essas analises, foram utilizadas amostras
fixadas em FAA 70 (Johansen 1940). O material foi
desidratado em série etilica ascendente e seco via
ponto critico com CO, (aparelho CPD 030, Leica®).
Em seguida, o material foi fixado com fita de cobre
adesiva, em suportes metalicos, ¢ metalizado com
ouro (equipamento Balzers Union FL 9496 SCD
030). As analises e as eletromicrografias foram feitas
em microscopio eletronico de varredura (Jeol JSM -
6360LV), no Centro de Microscopia Eletronica (CME)
da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Andlise em microscopia de luz - Foram confeccionadas
laminas semipermanentes a partir de cortes a mao
livre, com auxilio de laminas de barbear, ou amostras
incluidas em Polietilenoglicol 1500 U.S.P. (PEG). Para
inclusao em PEG, as amostras foram pré-infiltradas
em solugdo de PEG e 4lcool etilico 70% na propor¢ao
de 1:1, em estufa a 56 °C por 12 horas; seguido de

infiltragdo com solugdo pura de PEG, por 4 horas.
As secgoes foram feitas com 35 um de espessura em
micrétomo de rotagdo com navalha de a¢o. As laminas
foram coradas com azul de astra e safranina (Bukatsch
1972), montadas em gelatina glicerinada (Kaiser 1880)
e vedadas com esmalte incolor.

Laminas permanentes foram preparadas a partir
do material processado e incluido em historresina
(Leica®), segundo orientacdo do fabricante. As
seccoes foram feitas em micrétomo de rotagdo com
navalha de ago, com 5 pm de espessura. As l[aminas
foram coradas com azul de toluidina (O’Brien et al.
1964).

A espessura da cuticula foi classificada conforme
proposto por Morris et al. (1996): pouco espessa
(menor que 3 um); moderadamente espessa (de
3-10 um) e espessa (acima de 10 pum). A espessura
foi definida pela média de trés mensuragdes por folha/
planta.

Para a deteccao de polissacarideos totais no interior
dos tricomas foi utilizada a técnica de PAS (McManus
1948). Para a analise dos idioblastos com paredes
espessadas, as amostras de pseudobulbo e folha foram
maceradas segundo a técnica de Franklin (1945), coradas
com safranina aquosa a 1% e montadas em laminas
semipermanentes com gelatina glicerinada (Kaiser 1880).

Tabela 1. Lista das espécies de Bulbophyllum sect. Ditactyle ¢ B. sect. Xiphizusa, com respectivos dados de habito, voucher
e 6rgdo analisado. Ru: rupicola; Ep: epifito; R: raiz; P: pseudobulbo; F: folha.

Table 1. List of Bulbophyllum sect. Didactyle and B. sect. Xiphizusa species with habit, voucher and organ analyzed.

Ru: rupicolous; Ep: epiphytic; R: root; P: pseudobulb; F: leaf.

Secdo Espécie Habito Voucher Orgdo analisado

Didactyle  B. exaltatum Lindl. Ru E.C. Smidt et al. 753 R,PF
B. involutum Borba, Semir & F. Barr Ru E.L. Borba s.n R,PF
B. meridense Rhcb. F. Ep E.C. Smidt ef al. s.n. F
B. perii Schltr. Ep Bento s.n. R,PF
B. perii Schltr. Ep  W.S. Mancinelli & M.E. Engels 1143 R,P, F
B. tripetalum Lindl. Ep, Ru W.S. Mancinelli & M.E. Engels 1141 R,P,F
B. weddellii (Lindl.) Rchb. F. Ru C. Azevedo 188 R,PF

Xiphizusa  B. bidentata (Barb. Rodr.) Cogn. Ru E.C. Smidt et al. 777 R,P,F
B. ciluliae Bianch. & J.A N.Bat. Ru E.C. Smidt et al. 805 R,P,F
B. chloropterum Rchb. f. Ep M. Campacci s.n. R,P,F
B. dusenii Kraenzl. Ep W.S. Mancinelli 950 R,PF
B. filifolium Borba & Smidt Ru E.C. Smidt ef al. 793 F, P
B. gladiatum Lindl. Ep A. Bresolin 259 R,P,F
B. gladiatum Lindl. Ep Toscano 1905 R,P,F
B. plumosum (Barb. Rodr.) Cogn. Ru W.S. Mancinelli 861 R,P,F
B. plumosum (Barb. Rodr.) Cogn. Ep E.C. Smidt 726 R,P,F
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As fotomicrografias foram obtidas em microscopio
Olympus BX41, com camera digital SC30-Olympus
acoplada. A cuticula foi mensurada em microscépio
Olympus calibrado com auxilio de uma /dmina de
calibracao micrometrada ZEISS 5+ 100/100 mm. Os
feixes vasculares da lamina foliar foram contados em
estereomicroscopio Olympus.

Resultados

Raiz - A raiz da maioria das espécies estudadas
apresenta uma camada de velame com células
alongadas no sentido radial, com paredes anticlinais
e periclinais internas ligeiramente espessas €
periclinais externas delgadas (figuras 1, 2). A
excecao € B. weddellii (B. sect. Didactyle) com duas
camadas epidérmicas (figura 3). A exoderme possui
espessamento regular em quase todas as espécies,
exceto B. involutum e um espécime de B. perii (ambos
B. sect. Didactyle), que possuem espessamento em U
invertido, onde a parede periclinal externa ¢ a mais
espessa (figura 2).

O cortex ¢ parenquimatico, com numero de
camadas variavel (figura 1). Células com conteudo
amilifero foram registradas apenas em B. ciluliae
(B. sect. Xiphizusa). Rafides estdo presentes em
todas as espécies analisadas (tabela 2). Cristais
prismaticos e drusas foram registrados em B. dusenii
e B. plumosum, e somente cristais prismaticos em
B. chloropterum, (B. sect. Xiphizusa) (tabela 2).
As drusas sdo de tamanho reduzido e de dificil
visualizag¢do. Idioblastos com espessamento de
parede espiralado, com barras finas, sio comuns a
todas as espécies de B. sect. Didactyle e ausentes em
B. sect. Xiphizusa. Os idioblastos com espessamento
de parede reticulado (figura 4) foram observados
em B. exaltatum e B. perii (B. sect. Didactyle), e em
B. chloropterum, B. dusenii e B. gladiatum (B. sect.
Xiphizusa) (tabela 2). A endoderme ¢é uniestratificada,
com cé¢lulas espessadas em O e intercaladas por 1-3
células de passagem (figura 4). O cilindro vascular
¢ poliarco, variando entre 5-9 em B. sect. Xiphizusa
e 6-12 em B. sect. Didactyle (tabela 2). A medula é
esclerificada (figura 1).

Pseudobulbo - O sistema de revestimento do
pseudobulbo, em vista frontal, ¢ formado por células
epidérmicas poligonais. Em B. sect. Xiphizusa essas
células sdo quadrangulares ou irregulares (figura 5)
e nas espécies de B. sect. Didactyle podem ser
quadrangulares a retangulares (figura 6). Em se¢ao
transversal, a cuticula ¢ moderadamente espessa ou

espessa para a maioria das espécies (figura 7), com
excecdo de B. dusenii (B. sect. Xiphizusa) que é pouco
espessa (figura 8). A epiderme ¢é uniestratificada
(figuras 7-9) em todas as espécies estudadas e a parede
periclinal externa ¢ espessa e lignificada para a maioria
das espécies de B. sect. Xiphizusa (figura 9, tabela 3).

Hipoderme esclerificada foi encontrada apenas
para B. weddellii (B. sect. Didactyle) (figura 10). O
cortex € composto por numero varidvel de camadas de
parénquima aquifero (figura 10), que pode apresentar
conteudo amilifero (figura 11) na maioria das espécies
e mucilaginoso em todas as espécies (figura 10,
tabela 3). Rafides foram registradas para todas as
espécies das duas se¢oes com excecdo de B. ciluliae
(B. sect. Xiphizusa) (tabela 3). Cristais prismaticos
e drusas foram registrados apenas nas espécies de
B. sect. Xiphizusa (figura 11), podendo estar presentes
ou ausentes na mesma espécie (tabela 3). Idioblastos
com espessamento espiralado, com barras finas,
(figura 12) ou reticulado (figuras 12, 13) ocorrem em
todas as espécies (tabela 3).

A organizacao do sistema vascular ¢ atactostélica
(figura 10), sem limite nitido em relacdo ao cortex.
Os feixes vasculares sdo colaterais e parcialmente
envoltos por fibras, que formam calotas mais
pronunciadas junto ao floema e xilema (figura 13) e
pouco desenvolvidas nos feixes pequenos.

Lamina foliar - A lamina foliar ¢ hipoestomatica
(figuras 14, 15). Em vista frontal, as células epidérmicas
sdo poligonais, hexagonais ou irregulares nas espécies
de B. sect. Didactyle (figura 16) e poligonais,
irregulares ou retangulares nas espécies de B. sect.
Xiphizusa (figuras 17, 18). O tipo de estomato
predominante ¢ o tetracitico (figuras 17-18), com
camara supraestomatica formada pela projecao da
crista externa (figura 14, detalhe).

Tricomas bicelulares ocorrem em ambas as faces
e sdo compostos de uma célula basal, inserida em
depressao na epiderme, e uma célula apical alongada
(figuras 19, 20), ou arredondada (figura 21). Esses
tricomas s@o caducos e observados inteiros somente no
limbo foliar jovem, quando secretam polissacarideos
(figura 22). Nas folhas adultas foram registradas
apenas as depressdes com célula basal embutida ou
com a célula apical retraida ou rompida (figuras 14,
18, 21, 23), restos de exsudato sobre a epiderme e
concentracao de hifas de fungos na regiao do tricoma
(figura 23).

A cuticula pode ser espessa (figura 24) ou
moderadamente espessa (figura 25) (tabela 4); estriada
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Figuras 1-13. Raiz e pseudobulbo de Bulbophyllum. Cortes transversais (1-4, 7-11, 13), cortes paradérmicos (5, 6), macerado (12). Raiz:
1. B. plumosum, vista geral, velame (ve), cortex (cx), medula esclerificada (me). 2. B. involutum, velame uniestratificado (ve), exoderme
com espessamento em N (seta). 3. B. weddellii, velame biestratificado (ve). 4. B. exaltatum, endoderme com espessamento em O (seta preta),
célula de passagem (*) e idioblasto com espessamento reticulado (seta). Pseudobulbo: 5. B. gladiatum, epiderme com células poligonais
irregulares. 6. B. perii, epiderme com células retangulares. 7. B. involutum, detalhes da cuticula espessa (seta) e epiderme simples (ep).
8. B. dusenii, detalhe da epiderme simples (*) e cuticula fina (seta). 9. B. plumosum, detalhe da epiderme com parede periclinal externa
espessada (seta branca) e cuticula (seta preta). 10. B. weddellii, hipoderme esclerificada (seta branca), parénquima aquifero com mucilagem
(células em azul), e feixes vasculares (setas pretas). 11. B. gladiatum (vista geral acima) e B. plumosum (detalhes abaixo), imagem em
luz polarizada, amido (circulo), cristais prismaticos (setas) e drusa (elipse). 12. idioblasto com espessamento espiralado em B. weddellii
(acima) e idioblasto com espessamento reticulado em B. dusenii (abaixo). 13. B. weddellii, detalhe do feixe vascular e idioblastos reticulado
(seta preta) e espiralado (*). Escalas: 500 pm (1, 10), 100pum (7), 50 um (2, 3, 5, 6, 8, 12, 13), 40 um (9), 20 um (4, 11).

Figures 1-13. Bulbophyllum root and pseudobulb. Transverse sections (1-4, 7-10, 13), front view (5, 6), macerated (11, 12):
Root: 1. B. plumosum, general view velamen (ve), cortex (cx), sclerotic pith (me), 2. B. involutum, 1-layered velamen (ve), exodermal
N- thickened wall (arrow), 3. B. weddellii, 2-layered velamen (ve), 4. B. exaltatum, endodermal O-thickened wall (black arrow), passage
cell (*) and idioblast with reticulate thickening (white arrow). Pseudobulb: 5. B. exaltatum, epidermis with polygonal cells, 6. B. perii,
epidermis with rectangular cells. 7. B. involutum, simple epidermis (ep) with thick cuticle (arrow), 8. B. dusenii, simple epidermis (*) with
thin cuticle (arrow). 9. B. plumosum, epidermis detail with thickened outer wall (white arrow) and cuticle (black arrow). 10. B. weddellii,
sclerophyllous hypodermis (white arrow), mucilaginous water-storage cells (in blue), and vascular bundles (black arrows), 11. B. gladiatum
(general view) and B. plumosum (details below), image in polarized light, starch (circle), prismatic crystals (arrows) and druse (ellipse).
12. idioblast with spiral thickening in B. weddellii (above) and idioblast with reticulate thickening in B. dusenii (below). 13. B. weddellii,
vascular bundle and idioblast with reticulate thickening (black arrow) and spiral thickening (*). Scales: 500 um (1, 10), 100 um (7), 50pum
(2,3,5,6,8,12, 13), 40 um (9), 20 um (4, 11).
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na face abaxial (estrias curtas e largas acompanhando
o formato das células e parecendo ondulagdes em
vista frontal) (figuras 18, 24) e lisa na face adaxial
(figura 25), ou mais raramente estriada em ambas as
faces, como em B. meridense (B. sect. Didactyle) ¢
B. dusenii (B. sect. Xiphizusa) (figura 18). A epiderme
¢ uniestratificada (figuras 14, 15), com paredes
delgadas ou periclinal externa ligeiramente espessada
e nao lignificada (figuras 24, 25).

O mesofilo da folha das espécies de B. sect.
Didactylepode serhomogéneo (figura 14) (B. exaltatum,
B. involutum, B. meridense e B. perii) ou fracamente
heterogéneo (B. tripetalum ¢ B. weddellii), enquanto
B. sect. Xiphizusa é predominantemente heterogéneo,
com mesofilo homogéneo apenas em B. dusenii
(figura 15, tabela 4). E comum em B. sect. Xiphizusa
uma ou mais camadas de parénquima pali¢adico e
reducdo das camadas de parénquima lacunoso em
relagdo a B. sect. Didactyle (tabela 4). Enquanto
rafides s3o comuns a todos os individuos, cristais
prismaticos e drusas ocorrem menos frequentemente.
Os cristais prismaticos sdo mais comuns em B. sect.
Xiphizusa, estando ausentes apenas em B. dusenii
(tabela 4), em B. sect. Didactyle foram registrados
apenas em B. meridense (tabela 4). Drusas foram

registradas apenas em B. wedellii (B. sect. Didactyle)
(tabela 4). Idioblastos com espessamento espiralado,
com barras finas, ou reticulado estdo presentes na
maioria das espécies (figuras 14, 15), exceto em
B. filifolium (B. sect. Xiphizusa) (tabela 4).

Os feixes vasculares sdo colaterais, parcialmente
envoltos por fibras formando calotas sobre o floema
e xilema (figuras 14, 15). Os feixes vasculares estao
alinhados na regido central do mesofilo, maiores e
menores intercalados, ocorrendo em nimero de 26-40
nas espécies de B. sect. Didactyle ¢ 6-34 para B. sect.
Xiphizusa (tabela 4).

Discussao

Viarias das caracteristicas aqui registradas para
B. sect. Didactyle e B. sect. Xiphizusa como velame uni-
ou biestratificado, células da exoderme e endoderme
com paredes espessadas, medula esclerificada
na raiz; pseudobulbo com epiderme simples,
parénquima aquifero com células mucilaginosas,
feixes vasculares colaterais parcialmente envoltos
por fibras e idioblastos com espessamento espiralado;
folha hipoestomaticas, com epiderme simples,
estOmatos tetraciticos, presenga de tricomas, cuticula

Tabela 2. Presenga e organizagdo das estruturas na raiz das espécies de Bulbophyllum sect. Didactyle e B. sect. Xiphizusa.
CP: Cristal prismatico; +: presente; -: ausente; Id: idioblasto; H: idioblasto com espessamento espiralado; R: idioblasto com

espessamento reticulado.

Table 2. Presence and organization of the root structure of Bulbophyllum sect. Didactyle and B. sect. Xiphizusa species.
CP: prismatic crystal; +: present; -: absent; Id: idioblast; H: idioblast with spiral thickenings; R: idioblast with crosslinked

thickenings.
Secdo Espécie N° camadas cortex ~ Rafides CP Drusas N p(,)l.o i Id
xilematicos
B. exaltatum 5 + - - 9-0 H, R
B. involutum 5 + - - 9-19 H
) B. perii 5 + - - 8-9 H,R
Didactyle =
B. perii 7 + - - 6-7 H
B. tripetalum 4-5 + - - 11-12 H
B. weddellii 6-7 + - - 9-10 H
B. bidentata 4 + - - 8-9 -
B. ciluliae 6 + - - 6-7
B. chloropterum 4-5 + + - 8-9 R
o B. dusenii 4-5 + + + 5-6 R
Xiphizusa .
B. gladiatum 4 + - - 7 R
B. gladiatum 5 + - 7 R
B. plumosum 5 + - - 6-7 -
B. plumosum 5 + + + 6 -
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espessa, feixes vasculares colaterais parcialmente
envoltos por fibras, auséncia de stegmata e presenca
de idioblastos com espessamento espiralado sdo
comum para as demais se¢des de Bulbophyllum
segundo a revisao de Gravendeel et al. (2014). No
entanto algumas caracteristicas parecem peculiares
as espécies neotropicais, como por exemplo, a
camara supraestomatica pronunciada e presenca
de monocristais, também registrada para B. sect.
Micranthae (Smidt et al. 2013).

Nossas observagdes mostram que as espécies das
seccoes analisadas apresentam dados caracteristicos
quanto a ocorréncia de cristais prismaticos, drusas
e tipo de espessamento nos idioblastos, além da
ocorréncia destes nos o0rgdos e a predominancia do
mesofilo heterogéneo. Além dessas informacgades,
registramos o tipo de secre¢do e provavel fungdo dos
tricomas caducos em Bulbophyllum.

Os cristais prismaticos sao frequentes em todos os
orgaos das espécies de B. sect. Xiphizusa e ausentes ou
raramente presentes em B. sect. Didactyle, e também
registrados nas folhas de B. sect. Micranthae por
Smidt et al. (2013). As drusas foram mais comumente
registradas em B. sect. Xiphizusa, mas também
ocorrem em B. sect. Micranthae (Smidt et al. 2013).
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Notou-se que nas espécies com cristais prismaticos e
drusas parece haver menos incidéncia de rafides. No
entanto, essa caracteristica ndo foi quantificada.

Os idioblastos com espessamento de parede
espiralado, presentes nas espécies de ambas as
segOes estudadas, sdo células comuns as epifitas e
amplamente registrados nas Orchidaceae (Olatunji &
Nengim 1980, Gravendeel et al. 2014, Stern 2014).
O idioblasto espiralado com barras finas, registrado
nas espécies do presente trabalho, é predominante em
Bulbophyllum de maneira geral, ocorrendo associados
as células parenquimaticas (Olatunji & Nengim 1980).
A referéncia a esses idioblastos também foi feita para
a folha de B. sect. Micranthae (Smidt et al. 2013).
Idioblastos espiralados predominam no pseudobulbo
e folha e ndo foram registrados na raiz das espécies
aqui analisadas de B. sect. Xiphizusa. Idioblastos com
espessamento reticulado também foram registrados
em todos os orgdos das espécies analisadas, mas
menos frequentemente na raiz de B. sect. Didactyle e
presente na raiz de B. sect. Xiphizusa. A auséncia de
idioblastos espiralados na raiz das espécies de B. sect.
Xiphizusa parece ser uma caracteristica de valor
taxonémico, no entanto maior nimero de espécies
seria necessario para essa confirmacao.

Tabela 3. Presenca de cristais, idioblastos e estrutura da epiderme do pseudobulbo das espécies de Bulbophyllum sect.
Didactyle e B. sect. Xiphizusa. PPEE: parede periclinal externa da epiderme espessada; CP: cristais prismaticos; Id: idioblasto

com parede espessada; +: presente; -: ausente.

Table 3. Crystal presence, tracheoidal idioblasts and pseudobulb epidermal thickened structures of Bulbophyllum sect.
Didactyle and sect. Xiphizusa species. PPEL: outer epidermal wall; CP: prismatic crystals; Id; idioblast with thickened

wall; +: present, -: absent.

Secdes  Espécie Espessura cuticula (um) PPEE Rafides CP Drusas Mucilagem Id

B. exaltatum 12, 61 - + - - + +

B. involutum 17,09 - + - - + +

. B. perii 10, 03 - + - - + +
Didactyle B

B. perii 9, 66 - + - - + +

B. tripetalum 22,30 - + - - + +

B. weddellii 20, 05 - + - - + +

B. bidentata 14,49 + + + - + +

B. ciluliae 7,8 + - - - + +

B. chloropterum 8,92 + + + + + +

B. dusenii 2,97 - + + - + +

Xiphizusa B. filifolium 5,59 + + + - + +

B. gladiatum 5,01 - + + + + +

B. gladiatum 11,15 - + - - + +

B. plumosum 8,92 + + - + +

B. plumosum 12,26 - + + + + +




178 Hoehnea 42(1): 171-183, 2015

Figuras 14-25. Folha de Bulbophyllum. Cortes transversais (14, 15, 20, 22, 24, 25), vista frontal (16-19, 21, 23), microscopia eletronica
de varredura (MEV) (18, 19, 21, 23). 14. B. exaltatum, limbo com estomato (seta preta), epiderme (ep), inser¢do de tricoma (seta branca),
mesofilo homogéneo, idioblastos espiralados (*) e feixe vascular (Fv). 15. B. plumosum, limbo com estdmato (seta preta), epiderme (ep),
mesofilo heterogéneo com parénquima pali¢adico (pp) e esponjoso (pe), idioblastos espiralados (*) e feixes vasculares (seta branca).
16. B. exaltatum, face adaxial da epiderme. 17. B. filifolium, na face abaxial da epiderme e estdmato tetracitico. 18. B. dusenii, face
abaxial da epiderme, com cuticula estriada, estbmato (seta branca) e tricoma colapsado (seta preta). 19. B. perii, tricoma na folha jovem,
face abaxial. 20. B. perii, folha jovem, tricoma com célula basal (seta branca) e apical (seta preta). 21. B. plumosum, tricoma com célula
apical colapsada. 22. B. perii, tricoma, reagdo positiva para PAS na célula apical (seta). 23. B. tripetalum, tricoma colapsado na folha
adulta com restos de exudatos (seta branca) e hifas (seta preta). 24. B. weddellii, epiderme (ep) com cuticula espessa e estriada, face
abaxial (seta). 25. B. chloropterum, epiderme (ep) com cuticula moderadamente espessa e lisa, face adaxial (seta). Escalas: 200 um (14,
15), 50 um (16, 17, 20, 24, 25), 20 um (18, 22), 10 um (19, 21, 23).

Figures 13-25. Bulbophyllum leaf blade. Cross section (14, 15, 20, 22, 24, 25), front view (16-19, 21, 23), in scanning electron microscopy
(SEM) (18, 19, 21, 23). 14. B. exaltatum, leaf blade with stomata (black arrow), epidermis (ep), insertion of trichomes (white arrow),
homogeneous mesophyll, spiral idioblast (*) and vascular bundle (Fv). 15. B. plumosum, leaf blade with stomata (black arrow), epidermis
(ep), heterogeneous mesophyll with palisade parenchyma (pp) and spongy parenchyma (pe), spiral idioblast (black arrow) and vascular
bundle (white arrow). 16. B. exaltatum, adaxial epidermis. 17. B. filifolium, abaxial epidermis and tetracytic stomata. 18. B. dusenii, abaxial
epidermis, with striated cuticle, stomata (white arrow) and colapsed trichome (black arrow). 19. B. perii, trichomes in young leaf, abaxial
epidermis. 20. B. perii, young leaf, trichome with basal cell (white arrow) and apical cell (black arrow). 21. B. plumosum, trichomes with
collapsed apical cell. 22. B. perii, trichome, positive reaction for PAS in the apical cell (arrow). 23. B tripetalum, collapsed trichomes
in adult leaf, note the exudate (white arrows) and hyphae (black arrows). 24. B. weddellii, epidermis (ep), with thick and striated cuticle
(arrow), abaxial side. 25. B. chloropterum, epidermis (ep) with moderate thickening and smooth cuticle (arrow), adaxial side. Scales:
200 pm (14, 15), 50 um (16, 17, 20, 24, 25), 20 pm (18, 22), 10 um (19, 21, 23).
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Acredita-se que os idioblastos possam auxiliar no
actmulo de agua (Pridgeon 1982), uma vez que alguns
apresentam conteudo mucilaginoso. Todavia, a fungao
de suporte mecanico também ¢ referida a essas células,
por estarem adjacentes as células parenquimaticas,
prevenindo o colapso nos periodos de estresse hidrico
(Olatunji & Nengim 1980, Holtzmeier et al. 1998).
No levantamento desses idioblastos em 13 espécies de
Bulbophyllum africanas, Olatunji & Nengim (1980)
registraram essas células no pseudobulbo da maioria
das espécies, na folha de cinco espécies e ausente
na raiz. Nas espécies aqui analisadas os idioblastos
estdo ausentes ou presentes em menor frequéncia na
raiz. Essa ocorréncia reforca a hipdtese da fungio
de suporte mecanico, uma vez que, as folhas e o
pseudobulbo estariam mais sujeitos ao colapso celular
pela perda de agua, por possuirem tecido aquifero.

Claramente nota-se a presenca de caracteres
xeromorfos nos trés orgaos analisados, das espécies
de ambas as se¢des, como presenga de idioblastos
com espessamento espiralado, cuticula espessa no

pseudobulbo e limbo, idioblastos mucilaginosos no
pseudobulbo e estdmatos com cdmara supraestomatica.
Essas caracteristicas também foram evidenciadas em
B. sect. Micranthae (Smidt et al. 2013), também
neotropical. A presenc¢a de fibras envolvendo
parcialmente os feixes vasculares das folhas ¢
uma caracteristica que distingue a maioria das
Epidendroideae (Pridgeon et al. 2005) e ¢ uma
caracteristica que mantem a estrutura foliar nos
periodos de estresse hidrico.

O velame uniestratificado, das espécies de
Bulbophyllum aqui analisadas, ¢ eficiente na captagao
da umidade relativa do ambiente rupestre além
de facilitar a absor¢do da umidade noturna. Essa
caracteristica pode ser associada as células amplas, com
parede anticlinal resistente, que mantém a estrutura
celular. Embora Silva et al. (2010) acreditem que os
fatores ambientais possam influenciar no niimero de
camadas de velame em Orchidaceae, Moreira & Isaias
(2008) verificaram que essa caracteristica ndo muda
em diferentes condi¢des ambientais. O padrdo uni-

Tabela 4 - Presenca de cristais, estrutura e organizacao dos tecidos na lamina foliar das espécies de Bulbophyllum sect.
Didactyle e B. sect. Xiphizusa. PP: Parénquima palicadico (camadas); PE= Parénquima esponjoso (camadas); CP: cristais

prismaticos; +: presente; -: ausente; na: dado ndo avaliado.

Table 4. Crystal presence, leaf blade structure and organization of tissues of Bulbophyllum sect. Didactyle and B. sect.
Xiphizusa species. PP: Palisade parenchyma (layers); PE: Spongy parenchyma (layers); CP: prismatic crystals; +: present,

-: absent; na: data not evaluated.

Secdes Espécie Espesszl;?n(;uticula PP PE CP Drusas Idioblasto \I:Iaosiill); er
B. exaltatum 9,46 - - + 34
B. involutum 20,81 - - + 40
B. meridense 16,47 3 * - + na

Didactyle p . 7,24 8 ; ; 4 26
B. perii 3,56 4-5 - - + 26
B. tripetalum 12,26 4-6 - - + 28
B. weddellii 23,93 3-4 5 - + + 32
B. bidentata 28,99 3-5 + - + 16
B. ciluliae 9,47 3-4 5-6 + - + 24
B. chloropterum 7,24 2-3 + - + 22
B. dusenii 3,12 3-5 - - + 22

Xiphizusa B. filifolium 8,92 2-3 2-3 + - - 6
B. gladiatum 6,69 1-2 2-3 + - + 24
B. gladiatum 10,03 1-2 3-4 + - + 34
B. plumosum 11,00 2-3 5-6 + - + 15
B. plumosum 15,05 2-3 4-5 + - + 32
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ou biestratificado tipico de Bulbophyllum (Porembsk
& Barthlott 1988, Gravendeel et al. 2014) também
ocorre nas espécies de Bulbophyllum do velho mundo
(Mohana Rao & Khasim 1987), e, embora com apenas
uma camada de células, ¢ eficiente para as espécies
epifitas e rupicolas neotropicais aqui analisadas.

Exoderme e endoderme uniestratificadas e com
espessamento de parede, como nas espécies aqui
avaliadas, sdo caracteristicas comuns a subfamilia
Epidendroideae (Pridgeon 1982, Mohana Rao &
Khasim 1987, Morris et al. 1996, Stern & Judd 2001,
2002, Aybeke 2012), ndo havendo diferenca entre
as secdes de B. sect. Didactyle ¢ B. sect. Xiphizusa.
O espessamento em U, O ou N (U invertido) na
exoderme e espessamento na endoderme tipicos
de Bulbophyllum (Gravendeel et al. 2014) sao
semelhantes aos registrados para espécies da subtribo
Dendrobiineae (Morris et al. 1996), bem como
para outros grupos nao relacionados préoximos ao
género Vanda Gaud. ex Pfitzer (Carlsward et al.
2006), espécies epifitas de Maxillaria e Miltonia
regnellii (Dettke et al. 2007, 2008) e rupicolas como
Pleurothallis rupestris (Scatena & Nunes 1996). O
espessamento da parede da exoderme e endoderme foi
considerado por Moreira & Isaias (2008) como uma
adaptacdo ao habito epifitico para evitar a evaporagao
da agua da regido cortical e cilindro vascular.

As caracteristicas xeromorfas do pseudobulbo
das espécies analisadas, como cuticula espessa,
parede periclinal externa lignificada, presencga de
hipoderme, parénquima aquifero e idioblastos com
parede espessada, sdo semelhantes as observadas
para outras orquideas epifitas (Arditti 1992, Silva
& Milaneze-Gutierre 2004). Esta organizacao do
pseudobulbo é semelhante nas espécies de ambas
as segOes aqui analisadas e também descritas para o
género Bulbophyllum na revisao de Gravendeel et al.
(2014). Esse ¢ um 6rgao tipicamente armazenador (Ng
& Hew 2000) e, embora o parénquima possa conter
amido, o conteudo celular é comumente hialino e
armazena agua (Mohana Rao & Khasim 1987, Stern
& Morris 1992, Holtzmeier et al. 1998, Oliveira &
Sajo 2001). A presenga de células mucilaginosas,
comuns nesse tecido, esta relacionada a retencdo da
agua (Gibson & Nobel 1986), bem como a cuticula
espessa e a hipoderme esclerificada.

Nas espécies analisadas, ocorrem divergéncias
dentro da mesma sec¢do, quanto a espessura da
cuticula no pseudobulbo e folha, e a presenca de
hipoderme esclerificada no pseudobulbo. A presenga
de hipoderme esclerificada no pseudobulbo de

B. weddellii (B. sect. Didactyle) e a cuticula fina no
pseudobulbo de B. dusenii (B. sect. Xiphizusa) as
diferenciam das demais espécies aqui analisadas. O
espessamento da parede periclinal externa da epiderme
do pseudobulbo distingue B. sect. Xiphizusa de B. sect.
Didactyle. A espessura da cuticula, que se apresenta de
moderadamente espessa a espessa, principalmente na
folha ¢ uma forte adaptagdo ao ambiente xérico, nas
espécies de Bulbophyllum. Essa caracteristica ¢ tipica
de espécies de Bulbophyllum neotropicais (Smidt et al.
2013) e de Bulbophyllum como um todo (Gravendeel
et al. 2014), bem como para as Epidendroideae
(Holtzmeier et al. 1998, Oliveira & Sajo 1999, Stern
& Whitten 1999, Stern & Judd 2001, Stern et al. 2004,
Carlsward & Stern 2009).

A presencga dos tricomas inteiros e com secre¢ao
de polissacarideos totais durante a fase jovem da
folha em B. perii e tricomas colapsados ou cicatrizes
de tricomas caducos na folha adulta, podem indicar
uma funcdo de coléter, segundo o conceito utilizado
por Fahn (1979), Leitao & Cortelalazzo (2008), Mayer
et al. (2011) e Cardoso et al. (2014).

Tricomas foliares foram identificados em
Bulbophyllum (Mohana Rao & Khasim 1987, Smidt
et al. 2013), em outras subtribos da subfamilia
Epidendroideae como Pleurothallidinae (Pridgeon
1981, Pridgeon 1982, Scatena & Nunes 1996, Silva
et al. 2006), e Dendrobiineae (Morris et al. 1996),
Maxillaria (Holtzmeier et al. 1998) e Stanhopea
(Stern & Whitten 1999). Embora a ontogénese desses
em Pleurothallidinae tenha sido descrita por Pridgeon
(1981) e a morfologia por Stern & Whitten (1999),
registrando a queda da célula apical (Holtzmeier
et al. 1998), ainda ndo se sabia ao certo sua funcao.
A fungdo secretora sugerida por Pridgeon (1981) e
Holtzmeier (1998) ¢ confirmada nas nossas analises.
No entanto, pela primeira vez é registrada a secre¢do
de polissacarideos totais na célula apical dos tricomas
de Bulbophyllum. A fungdo de secre¢@o nos estagios
jovens da folha foi aqui confirmada pela presenca
do exsudato no interior das células e posteriormente
recobrindo regides da epiderme nas folhas jovens.
A funcionalidade desse tricoma somente na folha
jovem e a queda na folha adulta, reforcam a fungao
de protegdo contra a desidratacdo, como indicado
por Mercadante-Simdes & Paiva (2009) para os
coléteres na espécie de cerrado Tontelea micrantha
(Celastraceae).

O reconhecimento da presenca de tricomas
com funcdo de coléter em Monocotiledoneas,
especialmente em Orchidaceae foi registrado
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recentemente nas espécies de Epidendroideae,
Rodriguezia venusta (Leitdo e Cortelazzo 2008),
Oncidium flexuosum (Mayer et al. 2011) e em varios
géneros de Pleurothallidinae (Cardoso ef al. 2014).
Acreditamos que os tricomas registrados nas espécies
de Bulbophyllum sect. Didactyle e B. sect. Xiphizusa
sd0 coléteres e que investigagdes morfologicas mais
amplas poderiam evidenciar alguma importancia
taxondmica.

Nas espécies neotropicais de Bulbophyllum aqui
analisadas o mesofilo heterogéneo com parénquima
palicadico na face adaxial é claramente predominante
nas espécies de B. sect. Xiphizusa em relacdo as
espécies de B. sect. Didactyle, embora ambas
compartilhem o mesmo habito. Dentre as Orchidaceae,
o mesofilo varia entre homogéneo e heterogéneo
(Kurzweil et al. 1995, Morris et al. 1996, Oliveira &
Sajo 1999, Pires et al. 2003, Silva et al. 2006, Stern
& Carlsward 2006, Carlsward & Stern 2009, Aybeke
et al. 2010, Aybeke 2012), bem como dentro do
género Bulbophyllum (Gravendeel et al. 2014). Essa
caracteristica esta claramente associada as espécies
que toleram grande exposic¢do ao sol, como registrado
para Cymbidium (Yukawa & Stern 2002).

Embora a morfologia externa dos 6rgaos
vegetativos seja claramente distinta entre as segdes
de Bulbophyllum (Smidt et al. 2011), nota-se que a
estrutura anatomica das espécies de B. sect. Didactyle
e B. sect. Xiphizusa é semelhante. As caracteristicas
foliares dessas se¢Oes também sdo similares as de
B. sect. Micranthae analisada por Smidt et al. (2013).
Segundo os autores, estas semelhangas podem estar
relacionadas a adaptacgdes as condigdes similares nos
habitats compartilhados por estas espécies.

Sao caracteristicas que distinguem as secoes
e poderiam ser avaliadas filogeneticamente, as
variagdes registradas, como auséncia de cristais
prismaticos ¢ drusas na raiz e pseudobulbo, ¢ a baixa
frequéncia desses nas folhas das espécies de B. sect.
Didactyle, e a auséncia de idioblastos espiralados
na raiz, parede periclinal externa da epiderme do
pseudobulbo espessada e parénquima paligadico mais
desenvolvido no mesofilo das folhas das espécies de
B. sect. Xiphizusa. Algumas das espécies analisadas
sdo distintas pelas caracteristicas anatdmicas.
Bulbophyllum weddellii (B. sect. Didactyle) difere pela
presenca de hipoderme esclerificada no pseudobulbo e
velame biestratificado. Bulbophyllum dusenii (B. sect.
Xiphizusa) difere pela cuticula fina no pseudobulbo
e B. ciluliae (B. sect. Xiphizusa) pela auséncia de

rafides no pseudobulbo. Os resultados encontrados
neste estudo refor¢am a necessidade de estudos macro
e micromorfologicos, tanto para o entendimento
da presenca de caracteristicas relacionadas aos
habitats ocupados por estas espécies, quanto na
busca de sinapomorfias morfolégicas que auxiliem
o entendimento da evolugdo deste grupo de plantas
neotropicais.
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