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Resumo

VIEIRA, lvone da Silva, M.S. Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2005. Anatomia
foliar e radicular de espécies de Orchidaceae de um campo de altitude no Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (MG). Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira.
Conselheiras: Aristéa Alves Azevedo e Rosane Maria de Aguiar Euclydes.

Possuindo cerca de 19500 espécies, Orchidaceae € uma das maiores familias dentre as
Faner6gamas, com aproximadamente 2400 espécies brasileiras. Foram estudadas Cleistes
gracilis, Epidendrum secundum, Epidendrum xanthinum, Habenaria hydrophila, Habenaria
janeirensis, Habenaria macronectar, Oncidium barbaceniae, Oncidium blancheti,
Pleurothallis montana, Pleurothallis teres, Prescottia montana, Zygopetalum mackaii e
Zygopetalum brackypetalum com objetivo de caracterizar anatomicamente as raizes e as
folhas, identificando caracteres anatdbmicos Uteis na interpretacdo das estratégias adaptativas e
na solucdo de problemas taxondmicos. Folhas expandidas e raizes foram coletadas em um
campo de altitude na Serra do Brigadeiro/MG. As amostras foram incluidas em metacrilato ou
cortadas em microtomo de mesa e os cortes corados com azul de toluidina pH 4,0 ou azul de
astra/safranina, respectivamente. As laminas foram montadas em resina sintética ou em
gelatina glicerinada. Epidermes foliares foram dissociadas e procedeu-se a maceracdo de
folhas e raizes. Os testes histoquimicos aplicados foram: sudan 1V e sudan black B para
lipidios; floroglucina para lignina; lugol para amido. Amostras radiculares e foliares foram
avaliadas ao microscépio eletrdnico de varredura. As espécies perenes E. secundum, E.
xanthinum, O. barbaceniae, O. blancheti, P. prolifera, P. teres, Z. mackaii e Z. brackypetalum
apresentaram varios caracteres xeromorficos adaptados a sobrevivéncia em ambiente com
forte insolacdo, seca, altitude elevada, nebulosidade, baixas temperaturas, vento forte e solo
com deficiéncia nutricional. Presenca de pseudobulbos, folhas coriaceas ou coriaceas
suculentas, hipoestomaticas, estdmatos protegidos por proje¢fes e com poros obliterados,
células epidérmicas com pontoacdes na parede, cuticula espessa, hipoderme, grupos de fibras
no mesofilo, idioblastos, parénquima aqifero, feixes vasculares envolvidos por fibras,
velame pluriestratificado permitem concluir que as espécies sdo xeromorfas e que tais
caracteristicas se relacionam como estratégias adaptativas, para um efetivo controle de fluxo
hidrico dentro do limbo foliar. E. secundum, E. xanthinum, P. prolifera e P. teres, mesmo

sendo terricolas e rupiculas apresentaram varias caracteristicas anatémicas equivalentes as

vii



descritas para epifiticas. C. gracilis, H. hydrophila, H. janeirensis, H. macronectar e P.
montana completam seu ciclo antes do periodo seco, possuindo reducdo periodica das partes
aéreas. Nestas espécies, as folhas sdo delgadas e caracteres xeromorficos ndo sdo acentuados,
por estarem menos sujeitas a estresse, pois, quando a parte vegetativa estd totalmente
presente, concomitantemente, ocorre disponibilidade hidrica e umidade atmosférica. Os
caracteres morfoldgicos vegetativos externos e 0s anatbmicos ndo permitiram a distingdo das
duas espécies do género Epidendrum sendo fundamental, por esse motivo, utilizar caracteres
reprodutivos a fim de distingui-las no campo. Entretanto, no presente trabalho, foram
identificadas caracteristicas anatdmicas da lamina foliar que contribuiram para a identificacdo

das demais espécies estudadas, mesmo quando em forma vegetativa.
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Abstract

VIEIRA, Ivone da Silva, M.S. Universidade Federal de Vigosa, February of 2005. Radicular
and foliar anatomy of Orchidaceae occurring in an altitude field in the State Park of
Serra do Brigadeiro (MG). Advisor: Renata Maria Strozi Alves Meira. Committee
members: Aristéa Alves Azevedo and Rosane Maria de Aguiar Euclydes.

Orchidaceae, that owns around 19500 species, is one of the largest families of
Phanerogams, with approximately 2400 Brazilian species. Cleistes gracilis, Epidendrum
secundum, Epidendrum xanthinum, Habenaria hydrophila, Habenaria janeirensis, Habenaria
macronectar, Oncidium barbaceniae, Oncidium blancheti, Pleurothallis montana,
Pleurothallis teres, Prescottia montana, Zygopetalum mackaii and Zygopetalum
brackypetalum were studied in order to characterize their roots and leaves, identifying
anatomical characteristics helpful to the interpretation of adaptation strategies and to the
solution of taxonomic problems. The samples collected at Serra do Brigadeiro/MG were
included in methacrylate and cut in rotary microtome. The sections were stained with
toluidine blue, pH 4,0, and mounted in synthetic resin. Freehand sections were stained with
astra blue/safranina and the slides mounted in glycerinated jelly. Foliar epidermises were
dissociated, roots and leaves were macerated. The histochemical tests applied were: sudan 1V
and sudan black B for lipid; phloroglucin for lignin; lugol for starch. Xeromorphic features
adapted to the survival in environment under high irradiance, drought, high altitude,
cloudiness, low temperatures, strong wind and soil with nutritional deficiency appeared in the
species E. secundum, E. xanthinum, O. barbaceniae, O. blancheti, P. prolifera, P. teres, Z.
mackaii and Z. brackypetalum. Presence of pseudobulbs, coriaceous and hypostomatic leaves,
stomata protected by projections and with obliterated pores, epidermic cells with bordered pits
and thick cuticle, hypoderm, fibres groups in mesophyll, idioblasts, aquiferous parenchyma,
vascular bundles involved by fibers and pluristratified velamen allow to conclude that the
species are xerophytes and that these characteristics are adaptative strategies to an effective
control of water flux in the leaf blade. Even being terricolous and rupicolous, E. secundum, E.
xanthinum, P. prolifera and P. teres showed anatomical characteristics equivalent to that
described to epiphytic species. C. gracilis, H. hydrophila, H. janeirensis, H. macronectar and
P. montana complete their cycle before drought time, with periodic reduction of aerial organs.
In these species, leaves are thin and xeromorphic characteristics are not observed; when the



vegetative part is totally present, there is water availability and atmospheric humidity, and the
species are not submitted to stress. The morphological and anatomical features of vegetative
organs are not sufficient to recognize the two species of Epidendrum being necessary to use
reproductive features to distinguish them in the field. However, to the others species, the
anatomical foliar characteristics were useful for the identification of the species even in

vegetative stage.



Introducao Geral

A familia Orquidaceae é uma das maiores dentre as Magnoliophyta e estima-se em
19.500 mil as espécies descritas, o que corresponde a uma grande diversidade de formas.
Existem, ainda, alguns hibridos naturais e, anualmente, sdo registrados centenas deles
produzidos pelo homem (Dressler 1993).

A familia esta inserida dentro da Ordem Orchidales e apresenta 0s caracteres mais
derivados dentro da subclasse Liliidae (Cronquist 1981) e, no sistema filogenético de
classificagio (Judd et al. 1999), encontra-se englobada dentro do grupo das
monocotileddneas, na Ordem Asparagales.

As orquideas sdo plantas herbaceas perenes, algumas vezes trepadeiras ou arbustos.
Apresentam variacdo quanto ao habitat, sendo terrestres, litofitas, epifitas, raramente semi-
aquaticas ou subterraneas. Com esta diversidade, a familia mostra um amplo espectro de
adaptacbes ecoldgicas (Waechter 1992). Sdo plantas geralmente autotrdficas,
excepcionalmente saprofitas (aclorofiladas) ou micotréficas, mas nunca parasitas. Trata-se de
organismos extremamente especializados que ocupam uma diversidade de nichos ecoldgicos e
habitats, apresentando uma série de adapta¢cdes morfoldgicas, anatémicas e fisiologicas.

A diversidade de orquideas é maior nas florestas tropicais de altitude, entretanto,
estdo espalhadas por todo o globo terrestre, desde o artico até os trépicos. Podem ser
encontradas desde o nivel do mar até as regides mais altas, como no Himalaia, a 3.000 metros
de altitude, mas sdo mais freqlientemente encontradas entre 500 e 2000 metros. O Brasil se
destaca dentre os paises de ocorréncia, com uma grande variedade de espécies dessa familia.
Nas obras de Hoehne (1940) e Pabst & Dungs (1975), ha uma lista ampla de espécies.

Devido a essa diversidade de espécies e variedades de formas, a familia apresenta
ainda muitas indefinicdes taxondmicas. Embora haja, na literatura, algumas tentativas de
reunir informagdes importantes a este respeito (Arditii 1992, Sanford 1974, Withner et al.
1974), elas estdo ainda muito longe de proporcionarem uma visdo abrangente e realista acerca
da anatomia, ecofisiologia e taxonomia do grupo, bem como suas interrelacées.

Segundo Arditti (1992), a classificacdo das Orchidaceae, para que seja 0 mais util e
0 mais proximo da realidade, deve estar baseada em um ndmero variado de critérios, entre 0s
quais, a anatomia. Dressler (1993) também enfatiza que estudos anatdmicos, juntamente com
outros parametros, poderiam, provavelmente, constituir subsidios para discussdes e
elucidacdes mais definitivas sobre as relacdes intra-familiares.

Pridgeon (1982) afirma que os caracteres de maior importancia taxondmica estéo

associados com a folha, incluindo informacgdes sobre epiderme, tricomas, hipoderme,



espessamento espiralado das paredes de células do mesofilo e nimero de séries de feixes
vasculares. Vérios trabalhos evidenciaram a afirmacdo de Pridgeon (1982) em diferentes taxa
estudados, entre eles estdo: 80 espécies de 22 géneros da subtribo Oncidiinae (Williams
1974); espécies do género Dresslerella (Pridgeon & Williams 1979, Pridgeon 1981b);
especies da subtribo Pleurothallidinae (Pridgeon 1981a), do género Myoxanthus (Pridgeon &
Stern 1982), do género Aerides (Kaushik 1982), de Epidendroideae (Khasim & Rao 1990), do
género Paphiopedilum (Lawton et al. 1992), do género Stanhopea (Stern & Morris 1992), da
subfamilia Spiranthoideae (Stern et al. 1993), do género Caladenia (Pridgeon 1993), da
subtribo Caladeniinae (Pridgeon 1994), do género Octomeria (Ferreira et al. 1994), do género
Acianthus (Kores 1995), da tribo Diseae (Kurzwell et al. 1994), da subtribo Dendrobiinae
(Morris et al. 1995), da subtribo Habenariinae (Stern 1997); Oncidium bifolium e Oncidium
flexuosum (Leiria 1997), da subtribo Caladeniinae (Pridgeon 1998), do género Vanilla (Stern
& Judd 1999), da subtribo Catasetinae (Stern & Judd 2000), do género Cattleya Lindl.
(Zanengo-Godoy & Costa 2003) e da tribo Maxillarieae (Stern et al. 2004).

Smidt et al. (1984) verificaram que as caracteristicas foliares, apesar de
apresentarem uma variagdo maior, renem uma série de vantagens em relacdo aos 6rgaos
reprodutivos, sendo bastante Gteis na determinacao de plantas incompletas.

As folhas de Orchidaceae podem apresentar caracteres xeromorficos como: parede
celular epidérmica espessa e lignificada, presenca de hipoderme, baixa densidade estomatica
relacionada a suculéncia foliar, metabolismo acido das crassulaceae (MAC), presenca
marcante de elementos mecénicos, maior desenvolvimento do parénquima palicadico,
projecdes das paredes celulares e cuticula sobre os estdbmatos, além da presenca de cutina
revestindo as cAmaras subestomaticas (Widholzer 1993).

Um dos primeiros trabalhos sobre a anatomia da familia é o de Tominski (1905 apud
Leiria 1997), que procura estabelecer, descritivamente, relacdes entre a anatomia foliar de
varias especies e 0 ambiente, especialmente, quanto ao clima.

Alguns trabalhos enfatizam estudos anatébmicos de orquideas com objetivo
fisioldgico entre estes estdo: Braga & Vilhena (1981) Epidendrum huebneri, Oliveira (1982) o
metabolismo do CO, de orquideas epifiticas, Campos Leite (1986) Cattleya intermedia,
Widholzer & Oliveira (1994) Sophronitis coccinea.

Outros trabalhos ddo énfase maior a caracterizagdo anatbmica, entre os quais se
destacam os de Withern et al. (1974) e Arditti (1992) que rene um numero consideravel de
informacdes anatbmicas sobre a familia, o de Ferreira (1992) sobre a anatomia foliar de 20
especies epifiticas da subtribo Pleurothallidinae e o de Widholzer (1993) que estuda 2

espécies do género Sophronitis.



Além das folhas, as raizes podem apresentar estratégias adaptativas marcantes. As
raizes foram, inicialmente, consideradas 6rgaos unicamente de fixacdo e absor¢do de agua,
com uma organizagdo interna relativamente estavel, verificando-se uma epiderme, o cortex
delimitado internamente pela endoderme e o cilindro vascular, com o periciclo e os tecidos de
conducdo. Hoje, sdo atribuidas as raizes varias outras fungbes, como: armazenamento de agua
e substéncias orgénicas, sintese de horménios, aeragdo, assimilagdo fotossintética, entre
outras. A especializacdo de algumas raizes foi acompanhada, em muitos casos, de adaptacdes
morfologicas, como € o caso observado em raizes aéreas (Tissot 1991).

Muitos autores tém estudado a estrutura e a funcdo das raizes de orquideas, tais
como: Mulay & Prasad (1956), Dykus & Knudson (1957), Sanford & Adanlawo (1973), Hass
& Carothers (1975), Benzing & Friedman (1981), Pridgeon et al. (1983), Singh (1986), Tissot
(1991), Oliveira & Sajo (1999b), entre outros.

Dressler  (1993) subdivide Orchidaceae nas subfamilias Apostasioideae,
Cypripedroideae, Spiranthoideae, Orchidoideae e Epidendroideae. As ultimas trés subfamilias
estdo representadas num afloramento rochoso no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro,
Minas Gerais. O parque foi criado por meio do Decreto n° 38.319 de 27/07/1996, situando-se
no Macico Mantiqueira, entre os meridianos 42°20° e 42°40°S e os paralelos 20°20°e
21°00°W, estando inserido na Zona da Mata (Engevix 1995). Ocupa uma area de 13210 ha,
abrangendo oito municipios. O relevo e a altitude variam entre 1000 e 1995m exercendo
importante influéncia nas caracteristicas climéaticas do parque, amenizando as temperaturas e
criando um clima tipicamente serrano nas regides mais elevadas.

A Serra das Cabecas localiza-se a 5 Km da sede do Parque, no municipio de
Araponga, e possui trés sub-serras que sdo nomeadas pela populagéo local como: “Cabeca de
elefante”, “Cabeca de mamute” e “Totem deitado”, sendo a Ultima, o local onde foi realizado
0 presente estudo (Engevix 1995). O Totem deitado estd a 1.722m de altitude e possui uma
area de aproximadamente seis hectares, composta por uma tipologia vegetal de Campo de
Altitude, bem como, de uma formacéo transicional entre esta tipologia e a Floresta Estacional
Semidecidual Altimontana (Oliveira Filho & Rater 1995). Neste local, foi realizado um
trabalho sobre a composicéo floristica e a estrutura da vegetacéo por Caiafa (2002), tendo sido
amostradas 81 espécies vasculares, pertencentes a 31 familias e 63 géneros, distribuidas por
trés diferentes sinusias. A primeira das sinusias é denominada escrube, formada por arbustos e
arvoretas, a segunda sinusia é constituido por campos gramindides, formado por pequenos
arbustos e ervas esparsos, e a terceira compreende o afloramento rochoso granitoide,
composto por vegetacdo herbaceo-subarbustiva (Caiafa 2002). A familia Orchidaceae aparece
na lista das espécies de maior importancia, registrando 14 espécies, distribuidas em 8 géneros,
5 tribos e 3 subfamilias.



O presente estudo teve por objetivo caracterizar anatomicamente as raizes e as folhas
das espécies de Orchidaceae presentes no Totem deitado, identificando caracteres anatdmicos
que possam ser Uteis na interpretacdo das estratégias adaptativas, bem como aqueles que
possam auxiliar na resolucéo de problemas taxonémicos da familia. Apenas Laelia sp. ndo foi

encontrada para estudo.
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Capitulo I

Anatomia foliar e radicular de espécies da tribo Epidendreae
I ocorrentes em um campo de altitude no Parque Estadual da

Serra do Brigadeiro (MG)



Resumo

Anatomia foliar e radicular de espécies da tribo Epidendreae I ocorrentes em um campo

de altitude no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (MG).

Foram estudadas Epidendrum secundum, E. xanthinum, Pleurothallis prolifera e P.
teres com objetivo de caracterizar anatomicamente as raizes e folhas, identificando caracteres
anatdmicos Uteis na interpretacdo das estratégias adaptativas, bem como na resolucdo de
problemas taxonémicos. Folhas expandidas e raizes foram coletadas em populac@es nativas
em um campo de altitude na Serra do Brigadeiro/MG. As amostras foram incluidas em
metacrilato ou cortadas em microtomo de mesa e os cortes corados com azul de toluidina, pH
4,0 ou, azul de astra/safranina, respectivamente. As laminas foram montadas em resina
sintética ou em gelatina glicerinada. Epidermes foliares foram dissociadas e procedeu-se a
maceracdo de folhas e raizes. Amostras radiculares foram analisadas ao microscopio
eletrdnico de varredura. Os testes histoquimicos aplicados foram: sudan 1V e sudan black para
lipidios; floroglucina para lignina; lugol para amido. As quatro espécies apresentam laminas
foliares coriaceas e suculentas e raizes com velame biestratificado ou pluriestratificado. Tais
caracteristicas estdo relacionadas ao armazenamento e absor¢do de &gua e a resisténcia
mecanica, comuns, em plantas que sobrevivem em condicOes de fortes restricbes hidricas,
como é o caso em estudo. Folhas hipoestomaticas, estdmatos protegidos por projecfes com
poros obliterados, células epidérmicas com pontoacdes na parede, cuticula espessada,
hipoderme, grupos de fibras no mesofilo, barras de espessamento no parénquima aquifero,
idioblastos cristaliferos e feixes vasculares envolvidos por fibras evidenciam caracteristicas
relacionadas com estratégias adaptativas para um efetivo controle de fluxo hidrico. Sao
apresentados caracteres anatdmicos que podem ser Uteis na distingdo das quatro espécies, 0
que permite a identificacdo de individuos estéreis na area amostrada. Todas as caracteristicas,
em maior ou menor intensidade, permitem concluir que as espécies sdo xerofitas. Apesar das
plantas serem terrestres e rupiculas, anatomicamente as caracteristicas observadas séo

equivalentes as descritas para epifiticas.

Palavras chaves - Anatomia radicular e foliar, Orchidaceae, Epidendreae |, Estratégias

adaptativas



Abstract

Radicular and foliar anatomy of species of Epidendreae I tribus in an altitude field

in the State Park of Serra do Brigadeiro (MG).

This work evaluated the species Epidendrum secundum, E. xanthinum, Pleurothallis
montana and P. teres to characterize, anatomically, roots and leaves, identifying anatomical
characteristics helpful to the interpretation of adaptative strategies and to the solution of
taxonomic problems. The samples collected at Serra do Brigadeiro/MG were included in
methacrylate and cut in rotary microtome. The sections were stained with toluidine blue, pH
4,0, and mounted in synthetic resin. Freehand sections were stained with astra blue/safranina
and the slides mounted in glycerinated jelly. Foliar epidermises were dissociated and roots
and leaves were macerated. The histochemical tests applied were: sudan IV and sudan black B
for lipids; phloroglucin for lignin; lugol for starch. The four species show coriaceous leaves
and roots with bi and pluristratified velamen. Such characteristics are related to a storage and
absorption of water, and mechanic resistance, commonly found in plants that survive in
conditions of water deficit. Adaptative strategies related to an effective control of water flux
are evident such as: hypostomatic leaves, stomata protected by projections and with
obliterated pores, epidermic cells with bordered pits, thick cuticle, hypoderm, fiber groups in
mesophyll, aquiferous parenchyma with thickness parietal bars, crystal idioblasts and vascular
bundles involved by fibers. There are anatomical features that may be useful on the distinction
of these four species, allowing identification of sterile samples. It can be concluded, through
all the characteristics, that the species are xerophytes. Although, plants observed in this study
are considered terrestrial, they show anatomical characteristics of epiphytic habits.

Key-words: Radicular and foliar anatomy, Orchidaceae, Epidendraeae, Adaptive Strategies.
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Introduciao

O Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB) é uma das 76 areas prioritarias
para a conservagao da biodiversidade no Estado de Minas Gerais, avaliada pela riqueza das
espécies em geral, por espécies ameacadas de extingdo e espécies endémicas. O PESB possui
areas extensas e continuas bem preservadas, destacando-se pela alta importancia bioldgica e
presenca de vegetacdo remanescente com alto grau de conectividade (Costa et al 1998). S&o
poucos os levantamentos floristicos e estudos anatdmicos realizados, especialmente, quanto a
monocotileddneas nesta area. Em um trabalho recente foram avaliadas a composicéo floristica
e a estrutura da vegetacdo em uma &rea do PESB (Totem deitado), sendo amostrados 31
familias, 63 géneros e 81 espécies (Caiafa 2002), onde Orchidaceae aparece na lista de maior
importancia, registrando 14 espécies distribuidas em 8 géneros, 5 tribos e 3 subfamilias.

Epidendreae | esta representada no PESB por duas subtribos Pleurothallidinae e
Laeliinae, tendo sido amostradas Pleurothallis prolifera e P. teres (Pleurothallidinae) e
Epidendrum secundum e Epidendrum xanthinum (Laeliinae). Pleurothallis € um megagénero
de cerca de 1000 espécies distribuidas por toda a regido Neotropical (Dressler 1993).
Epidendrum compreende cerca de 800 espécies distribuidas por todo o continente americano
(Dressler 1993) e para o territério brasileiro foram referidas aproximadamente 100 espécies
(Pabst & Dungs 1975).

A importancia da anatomia de 6rgdos vegetativos na taxonomia de Orchidaceae é
enfatizada na literatura, em diversos niveis hierarquicos, desde subfamilias, tribos, subtribos,
até genéricos e especificos (Williams 1979, Arditii 1992).

As folhas em Epidendreae | sdo predominantemente hipoestomaticas (Withner et al.
1974, Oliveira 1982, Pridgeon 1982), quando ocorrem estdmatos nas duas faces sua
distribuicdo é desigual, com concentracdo maior na face abaxial (Cyge 1930 apud Withner et
al. 1974), células subsidiarias podem ser evidenciadas (Williams 1979). Tricomas glandulares
podem ocorrer (Pridgeon & Williams 1979, Pridgeon 1981a, Benzing & Pridgeon 1983),
entretanto, ndo é comum (Withner 1974). Mesofilo homogéneo e hipoderme sdo caracteres
conservativos (Bonates 1993, Oliveira & Sajo 1999a). Em muitas espécies epifiticas, que
carecem de pseudobulbos, por exemplo, na subtribo Pleurothallidinae, o mesofilo possui
células parenquimaticas com espessamento espiralado (Pridgeon 1986, Scatena & Nunes
1996).

Nas raizes de Epidendreae | podemos encontrar velame (Mulay & Prasad 1956,
Pridgeon et al. 1983, Bonates 1993, Oliveira & Sajo 1999b) e tilossomos (Pridgeon et al.

1983) além de xilema poliarco e presenca de medula (Oliveira & Sajo 1999b).
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O presente estudo teve por objetivo caracterizar, anatomicamente, as raizes e as
folhas das espécies da tribo Epidendreae | (Dressler 1993), ocorrentes em um campo de
altitude (PESB), identificando caracteres anatdbmicos que possam ser Uteis na interpretacao

das estratégias adaptativas e na resolucéo de problemas taxonémicos da tribo.
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Material e Métodos

Area de estudo

O material botanico foi coletado na Serra das Cabecas, sub-serra denominada
“Totem deitado” (Fig. 1), no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (Tab. 1). O parque foi
criado por meio do Decreto n° 38.319 de 27/07/1996 e situa-se no Maci¢co Mantiqueira, entre
0s meridianos 42°20°e 42°40°S e os paralelos 20°20°e 21°00°W, estando inserido na Zona da
Mata de Minas Gerais (Engevix 1995). Ocupa uma area de 13210 ha, abrangendo 8
municipios, totalizando 156,9 km de perimetro. O relevo e a altitude variam entre 1000 e
1995m, exercendo importante influéncia nas caracteristicas climéticas do parque, amenizando
as temperaturas e criando um clima tipicamente serrano nas regides mais elevadas. O PESB ¢
dominado por fragmentos secundarios de Floresta Estacional Semidecidual (Veloso et al.
1991), da formacédo Altimontana (Oliveira Filho & Ratter 1995).

Coleta e processamento das amostras

No presente trabalho, foram analisadas 4 espécies da tribo Epidendreae | (Tab 1). O
sistema de classificagdo taxonomica adotada foi o proposto por Dressler (1993) (Tab 1). Os
dados sobre a morfologia foram registrados em campo. O material testemunha foi coletado,
herborizado e incorporado ao acervo do Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa, e
enviado aos especialistas para confirmacdo da identidade taxondmica. Registros foram
obtidos em campo com maquina fotogréfica digital (Sony Cyber DSC-P10).

Para os estudos anatémicos e histoquimicos foram coletadas cinco raizes e trés
folhas, totalmente expandidas, de cada um dos trés individuos, de cada espécie. Estas
amostras foram fixadas em FAAs, (formaldeido, acido acético glacial e etanol 50% 5:5:90,
v/Vv), por 48 horas, mantidas sob vécuo, e estocadas em etanol 70% (Johansen 1940).

Porcdes medianas das raizes e regido mediana da lamina foliar (zona da nervura
mediana e bordo) foram isoladas e incluidas em metacrilato (Meira & Martins 2003). Os
blocos foram cortados transversal e longitudinalmente em micrétomo rotativo de avango
automatico (RM 2155 - Leica), com a utilizacdo de navalhas de aco descartaveis, 0s cortes,
com espessura de 8 um, foram corados com azul de toluidina em pH é&cido. Cortes de
materiais frescos foram obtidos, conforme interesse em confirmar algumas informacdes. As
laminas foram montadas em resina (Permount) ou em gelatina glicerinada.

Epidermes foliares foram dissociadas pelo método de Jeffrey (Johansen 1940),
coradas em azul de astra e fucsina basica (Roeser 1972 apud Kraus & Arduin 1997) e

montadas em gelatina glicerinada.
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Os testes histoquimicos aplicados foram: sudan IV e sudan black para lipidios
(Jensen 1962); floroglucina para lignina (Jensen 1962); lugol para amido (Johansen 1940).

Amostras de raizes e de folhas foram submetidas a maceracdo pelo método de Jeffrey
(Johansen 1940), e coradas com safranina em solucdo alcoolica 50%.

As laminas foram montadas com resina (Permount), observadas e fotografadas em um
fotomicroscopio (Olympus AX 70 com sistema U-PHOTO).

Para estudos em microscopia eletronica de varredura (MEV), parte das amostras
radiculares e foliares fixadas foi desidratada em série etilica, levada a secagem em ponto
critico (FDU 010 Balzers — Alemanha), montada em “stubs” e metalizada com ouro (Bozzola
& Russel 1992). O registro fotogréfico foi feito em um microscépio eletrénico de varredura,
(modelo LEO 1430 VP Inglaterra), do Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) da
Universidade Federal de Vicosa, MG.

A partir dos caracteres anatdmicos observados foi elaborada uma tabela de dados
relacionados a reserva de agua e a resisténcia ao dessecamento, presentes nas quatro espécies.

Os caracteres morfologicos e anatdmicos foram organizados em uma matriz de
presenca e auséncia para calcular a similaridade de Jaccard - ISj (Sneath & Sokal 1973) entre
as espécies utilizando a seguinte férmula:

ISj=C/A+B-C

Em que:
A — numero de caracteres presentes na espécie A;
B — nimero de caracteres presentes na espécie B;
C — ndmero de caracteres comuns entre A e B.
Foi organizada uma matriz simétrica com os indices de similaridade (ISj) calculados e
foi aplicado o algoritmo de médias ndo-ponderadas (UPGMA), por meio do programa

NTSYS (Rohlf 1988) para expressar graficamente as semelhancas entre as espécies.
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Resultados e Discussao

As populacgdes das espécies estudadas (Figs 3 a 6) encontram-se distribuidas em um
campo de altitude, dispondo de &gua em abundéancia durante o verdo chuvoso e estando
submetidas a um periodo mais seco, com intensa radiacdo solar e baixa temperatura, durante o
inverno. Na estacdo do inverno ocorrem, esporadicamente, fortes ventos, associados com
nebulosidade e precipitacdo atmosférica, denominado localmente como corrupiana. As
corrupianas ndo sdo incomuns, além de serem observados nas incursdes de campo deste
trabalho, também foram relatadas por outros pesquisadores na Serra das Cabecas (Saporetti
Junior 2004 comunicag&o pessoal).

P. teres foi a Unica espécie exclusivamente rupicula (campo granitoide) (Fig. 6). As
populacbes de E. secundum e E. xanthinum foram encontradas sobre afloramento rochoso
(campo granitdide), em solo profundo (escrube) (Figs 3 e 4), em manchas de solo raso (campo
gramindide), diretamente sobre rochas e epifiticas em Veloziaceae. P. prolifera foi encontrada
em manchas de solo raso (campo graminoide) ou, diretamente, sobre rocha (campo
granitdide) (Fig. 5). Com excecdo de P. teres, no presente estudo foram analisadas somente 0s
espécimes terrestres, cujo sistema radicular aprofunda-se no solo ndo compactado. Embora,
na maioria dos géneros de Epidendroideae o epifitismo seja predominante, alguns géneros
desta subfamilia retornaram a forma de vida terrestre em virtude das condi¢bes ambientais
(Barros 1996).

As populacOes de P. teres (Fig. 6), apesar de crescerem diretamente sobre a rocha,
distribuem-se no entorno das ilhas de campo gramindide. Nessas ilhas a umidade, e a
disponibilidade de nutrientes, € maior, 0 que favorece o desenvolvimento desta espécie, pelo
alcance de suas raizes. P. teres é considerada muito semelhante a P. rupestris, tanto

morfoldgica quanto anatomicamente (Scatena & Nunes 1996).

1. Morfologia do sistema subterrianeo e aéreo

Em E. secundum e E. xanthinum as raizes sdo esbranqui¢adas, delgadas, longas, as
vezes, ramificadas com diametro de 6 a 8 mm e comprimento variavel, freqlientemente
excedendo 15 cm. Apresentam pélos na por¢do mediana da raiz. O caule ndo € intumescido
em pseudobulbo. As folhas sdo numerosas, disticas, bainha foliar amplexicaule, persistentes,
lamina verde a parpuras, oblongo-eliptica, apice obtuso e sdo comparaveis as folhas coriaceas,
referidas por Withner et al. (1974) (Figs 3 e 4). Segundo 0s mesmos autores, esse tipo de
folha em Orchidaceae é caracteristico de formas vegetativas mais evoluidas. Observando

apenas a morfologia vegetativa externa, é impossivel distinguir E. secundum de E. xanthinum,
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entretanto a morfologia reprodutiva é diferenciada, as flores em E. secundum sao réseas (Fig.
3) e em E. xanthinum sdo amareladas (Fig. 4).

E. secundum é uma espécie com circunscricdo bastante complexa. Barros (1996,
2002) e Toscano-de-Brito (1995) tratam-na como uma espécie Unica com grande variacdo
morfoldgica. Esta posicdo foi corroborada por Pinheiro & Barros (2002), apés a realizacdo de
uma analise morfométrica com caracteres vegetativos e florais de individuos do “complexo
Epidendrum secundum”. Consideravel variagdo morfoldgica foi verificado ao estudar esta
especie quando observadas em populacGes diferentes.

P. prolifera possui raizes amarronzadas, delgadas, alongadas, de 5 a 7 mm de
didmetro e comprimento variando entre 5a 7 cm. O caule ndo é intumescido em pseudobulbo.
As folhas séo pecioladas, apicais e possuem margem inteira, com I&mina verde clara, as vezes
purpura, coriaceo-carnosa, apresentando-se conduplicada, ou seja, sdo dobradas
longitudinalmente ao longo da zona da nervura mediana, assumindo a forma de “V” fechado
(Fig. 5). Apresenta inflorescéncia em cincinios, multiflora, terminal, posicionada nas axilas
das folhas (Fig. 5). Segundo Braga (1987), folhas carnosas ou coriaceo-carnosas possuem a
capacidade de armazenamento de &gua e outras substancias e, conforme Withner et al. (1974),
a forma “V” diminui a superficie de exposicdo a luz, conferindo também suporte mecénico, o
gue € uma estratégia importante no campo de altitude em estudo.

As raizes em P. teres sdo esbranquicadas, delgadas, de 3 a 5 mm de didmetro e
comprimento variavel, freqlientemente ndo excedendo 4 cm, apresentando poucos pélos
absorventes. As folhas sdo cilindricas, coridceas, suculentas envolvidas, basalmente, pelas
bainhas, apice agudo, margem inteira, cor variando de verde escuro a purpura (Fig. 6), com
inflorescéncia em cincinios, posicionada nas axilas das folhas. As folhas sdo consideradas
xeromorficas (Cutter 1978).

A variacdo na cor das plantas: verdes a purpuras nas espécies estudadas
provavelmente se deve a presenca de pigmentos antocianicos nas células dos respectivos
orgdos, principalmente da folha. Antocianinas podem ser produzidas em respostas a Varios
estresses ambientais, incluindo nutricional, hidrico, e ataque fungico, além de ser uma
resposta a intensa radiacao, principalmete por luz ultra-violeta (Levin 1971). Parece coerente
atribuir a presenca de antocianinas a estas respostas, pois 0 ambiente em que plantas

estudadas ocorrem oferece tais condigdes extremas.
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2. Anatomia foliar

a. Epiderme

A epiderme das espécies analisadas é uniestratificada e recoberta por cuticula
espessa e estriada (Tab. 2), cuja espessura pode ultrapassar a altura da célula epidérmica (Figs
7 a 10) chegando a recobrir parte da cAmara subestomatica. A espessura da cuticula tende a
aumentar em direcdo a margem foliar (Figs 10 e 11), sendo a sua natureza lipidica
evidenciada pelos testes positivos com sudan IV e sudan black B. Dentre as funcoes
relacionadas para cuticula destaca-se a de impermeabilidade a agua, reflexdo da radiagéo solar
excessiva, reflexdo de raios ultravioleta e protecdo quanto a invasdo por fungos e bactérias
(Mauseth 1988). A temperatura, o solo, a umidade atmosférica e a altitude influenciam no
desenvolvimento da cuticula (Esau 1960, Withner et al. 1974, Fahn 1990, Sinclair 1990,
Oliveira & Sajo 1999a) e, em geral, a espessura aumenta tanto quanto as condicoes
ambientais se tornam desfavoraveis (Sanford 1974). Entretanto, Wilkinson (1979) admite que
a espessura cuticular tenha implicagcdes também de ordem génica. Dessa forma, a espessura da
cuticula pode ser utilizada como um carater taxondmico, mas com cautela. Pridgeon (1982)
enfatiza cuticulas espessas para todas as Pleurothallidinae.

Em P. prolifera e P. teres a forma das células epidérmicas em corte transversal varia
de retangular a quadrada (Fig. 9) e, em geral, ndo ha diferencas quanto a face analisada (Tab.
2). Em P. teres verifica-se uma tendéncia ao formato quadrado, enquanto em P. prolifera as
células da margem sdo papilosas (Fig. 10). Esse formato das células epidérmicas parece
comum para o0 género, pois esse mesmo carater foi observado por Ferreira (1992) ao estudar
11 espécies de Pleurothallis e por Oliveira & Sajo (1999a) ao analisar P. smithiana. Ja, E.
secundum e E. xanthinum apresentam células achatadas horizontalmente, sendo maiores na
face adaxial (Tab. 2) variando de retangular a arredondada (Figs 7 e 8, 11 e 12), sendo o
ultimo carater mais comumente encontrado em E. xanthinum. A forma retangular e
arredondada foi relatada para as células epidérmicas de Epidendrum campestre e E. secundum
(Oliveira & Sajo 1999a) e formato filiforme para E. compressum e E. huebneri (Bonates
1993).

As paredes celulares das células epidérmicas sdo bastante espessas, se comparadas
com as das células do clorénquima, especialmente, as periclinais externas. Segundo Sinclair
(1990), o espessamento das paredes celulares da epiderme parece contribuir para a resisténcia
das folhas a perda de agua. Fahn (1990) menciona esse carater como adaptacdo a ambientes
Secos.

Pontoacdes foram observados nas células epidérmicas, em ambas as faces da lamina

foliar das espécies, sendo mais freqientes em E. secundum e E. xanthinum (Figs 8 e 12).
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Estruturas morfologicamente semelhantes a pontoacdes tém sido descritas para células
epidérmicas sob outras denominagdes: pontoacdes, ectodesmos, microcanais, faixas fibrosas,
fibrilas eletrodensas, tufos de material fibrilar, estruturas dendriticas ramificadas, dedos de
pectina, entre outras (Holloway 1982). Segundo Widholzer (1993), a presenca dessas
pontoacbes pode ser um indicativo de uma forte demanda de transporte na epiderme,
entretanto os trabalhos ndo s&o conclusivos quanto a funcédo de tais estruturas.

Em E. secundum e E. xanthinum as folhas sdo hipoestomaticas (Figs 13, 14, 16 a
18), enquanto em P. prolifera e P. teres sdo anfiestomaticas. O carater hipoestomatico parece
ser o preponderante para a maioria das Orchidaceae (Withner et al. 1974, Singh 1981,
Oliveira 1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993, Leiria 1997, Oliveira & Sajo 1999a, Zanenga-
Godoy & Costa 2003, Stern et al. 2004, entre outros), ocorrendo poucas espécies
anfiestomaticas (Rosso 1966, Pridgeon 1993, Pridgeon 1994).

Os estdmatos em E. secundum e E. xanthinum sdo anomociticos (Figs 13, 14, 16 a
18), 0 que esta de acordo com a literatura para Orchidaceae (Widholzer 1993, Zanenga-Godoy
& Costa 2003). O numero de células subsidiarias varia de 4 a 6, sendo predominante 4 células
em E. secundum e 5 células em E. xanthinum. J& em P. prolifera e P. teres os estdbmatos sdo
ciclociticos (Figs 15 e 22), o que também foi observado por Williams (1979), Ferreira (1992),
Scatena & Nunes (1996) e Zanenga-Godoy & Costa (2003) para outras espécies de orquideas.
O numero de células subsidiarias varia de 4 a 6, sobressaindo-se 5 em P. prolifera e 6 em P.
teres (Fig. 15). Apesar de Withner et al. (1974) afirmarem que o aparelho estomético das
Orchidaceae ndo possui células subsidiarias, Rosso (1966) e Williams (1975), entre outros,
confirmam a sua presenca. Para Williams (1975) a presenca de células subsidiarias em muitos
dos géneros avancados dos grupos Epidendroideae e Vandoideae apoia a hipdtese que esta
caracteristica € uma condicéo derivada nas Orchidaceae.

As células-guardas localizam-se no mesmo nivel das demais células epidérmicas,
contudo, projecdes cuticulares salientes formam cristas sobre o poro (Figs 7 e 9), tendo sido
mencionadas para muitas das espécies de orquideas (Ferreira 1992, Leiria 1997, Zanenga-
Godoy & Costa 2003, Stern et al. 2004) e consideradas como xeromorficas (Rasmussen
1987). Tais projecdes sdo tdo desenvolvidas que chegam a formar uma cémara
supraestomatica (Figs 7 e 9). Esta é uma caracteristica comum em orquideas epifiticas que
enfrentam altas temperaturas e pouca disponibilidade de agua, pois mantém um pequeno
compartimento de ar umido, reduzindo a transpiracdo (Rosso 1966, Rasmussen 1987).

As paredes periclinais externas e internas das celulas-guardas de P. prolifera séo
espessas (Fig. 9) e intensamente impregnadas de lignina, confirmado pelo teste com
floroglucina &cida. Em P. teres as paredes periclinais internas sao mais espessas. Ja as paredes
anticlinais de ambas as espécies sdo delgadas e celuldsicas. Segundo Widholzer (1993), as
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paredes periclinais, espessas e lignificadas, constituem-se num marco rigido e indeformével
gue age como se fosse a parte rigida de um fole, enquanto que as paredes anticlinais delgadas
atuam como a parte flexivel que bloqueia a passagem dos gases no nivel dos ostiolos.

Observaram-se camaras subestomaticas pouco desenvolvidas em E. secundum e E.
xanthinum e, mais pronunciadas em P. prolifera e P. teres (Figs 7 e 9). Para Tominsky (1905
apud Leiria 1997), a presenca de cdmaras subestomaticas pouco desenvolvidas é uma
caracteristica de ambientes xéricos, o que confirma as condicbes de estresse hidrico, a que
estdo submetidas, as espécies de Orchidaceae estudadas.

E. secundum e E. xanthinum apresentam estegmatas de forma conica encravados nas
paredes anticlinais das células epidérmicas e nos grupos de fibras (Fig. 12 e 13). Estegmatas
séo definidos como corpos silicosos das Orchidaceae (Mauseth 1988) e muitas funcdes lhes
sdo atribuidas entre elas: refletancia das folhas (Campos & Labouriau 1969), reducdo da
transpiracdo, retencdo de agua, defesa contra microorganismos (Paviani 1972), prevencéo
contra o colapso dos tecidos subjacentes, servindo como um envelope protetor rigido
(Metcalfe & Chalk 1983). Acredita-se que nas espécies em estudo, devido ao ambiente
extremo em que se encontram, 0s estegmatas epidérmicos atuariam como coadjuvantes na
reducdo da transpiracdo e na retencdo de agua e, por outro lado, tornariam a planta menos
palatavel a herbivoria.

P. prolifera e P. teres apresentaram tricomas glandulares em ambas as faces da folha
(Figs 23 e 24). A presenca de tricomas foliares em Orchidaceae tem sido relatada em alguns
trabalhos (Rosso 1966, Williams 1974, Pridgeon 1981, 1982, Benzing & Pridgeon 1983,
Ferreira 1992) sendo sua ocorréncia praticamente restrita as folhas jovens, com rara
observacdo em folhas adultas. Pridgeon (1981) observou tricomas glandulares em 120
espécies da subtribo Pleurothallidinae, sendo inclusive observado em Pleurothallis,
considerando portanto, carater taxonémico para a tribo. O autor relata, para este género,
tricomas em ambas as faces de folhas jovens, contendo duas células, uma apical globosa e a
outra de parede espessa. Ferreira (1992) tambem observou tricomas do mesmo tipo em 11
espécies de Pleurothallis.

b. Mesofilo

O mesofilo € homogéneo, constituido por: hipoderme, parénquima clorofiliano,
parénquima aqifero e grupos de fibras (Figs 7, 8, 25 a 27). Com base na literatura, pode-se
afirmar que a maioria das espécies de Orchidaceae apresenta mesofilo homogéneo (Oliveira
1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993, Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994, Leiria
1997, Stern 19973, Stern 1997b, Oliveira & Sajo 1999a, Stern et al. 2004, entre outros).
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A hipoderme ocorre somente em E. secundum e E. xanthinum (Tab. 2) nas faces
adaxial e abaxial (Figs 7 e 8), sendo constituida de apenas uma camada de células, em geral
maiores do que as células epidérmicas. Nas duas faces, encontra-se descontinua, sendo
interrompida por pequenas camaras subestomaticas e por grupos de fibras (Figs 7 e 12). Suas
células mantém certa regularidade de forma e contetido e apresentam paredes espessadas. A
presenca de hipoderme é um critério que, juntamente, com outros caracteres contribui para a
distingdo dos dois géneros estudados. Trata-se de uma caracteristica comum entre os xerofitos
(Esau 1977 e Cutter 1978), podendo apresentar células maiores que as epidérmicas e com
forte espessamento nas paredes (Withner et al. 1974). Sua funcdo esta associada ao acimulo
de agua e sustentacdo (Metcalfe 1979). Williams (1972, 1974) considera a hipoderme como
uma estratégia adaptativa e afirma que as caracteristicas dessas células, como tamanho e
forma, constituem-se em critérios de grande utilidade taxonémica. De acordo com Pridgeon
(1982), as camadas da hipoderme sdo de particular emprego taxonémico na distingdo de
géneros e espécies de monocotileddneas.

O numero de estratos celulares do clorénquima é varidvel, sendo constituido por
celulas alongadas com paredes anticlinais sinuosas e com espacos intercelulares. Em E.
secundum e E. xanthinum constata-se uma diminui¢do do tamanho das células em direcdo a
face abaxial. Em P. prolifera e P. teres observa-se também uma diminuicdo do tamanho das
celulas, entretanto, se da das faces em direcéo ao centro.

Circundando os feixes vasculares de E. secundum e E. xanthinum encontram-se,
muitas vezes, células grandes, elipticas e ovaladas apresentando disposicdo radiada. Células
alongadas circundando o feixe vascular também sdo encontradas em E. xanthinum (Fig. 19).
Todas as espécies estudadas por Oliveira (1982) e Ferreira (1992) da subtribo
Pleurothallidinae apresentaram disposicéo tendendo a radiada ao redor dos feixes vasculares.

Em P. prolifera e P. teres as células do clorénquima, proximo ao feixe vascular, sdo
bastante alongadas, com a maior dimensdo perpendicular as faces da folha, apresentando
também disposicdo radiada (Fig. 20). Na lamina foliar de P. teres, na regido da nervura
mediana, as células voltadas para a face abaxial sdo mais volumosas assemelhando-se a uma
extensdo de bainha.

Nas espécies de Epidendrum analisadas observou-se barras de espessamento nas
paredes das células do parénquima aquifero no mesofilo (Tab. 2), sendo esta caracteristica
mais comum nas proximidades da face abaxial da lamina foliar (Fig. 25). Em P. prolifera e P.
teres o espessamento das paredes é espiralado (Figs 26 e 27) e ocupa todo o mesofilo
(parénquima aquifero e clorofiliano ndo se distinguem). De acordo com Williams (1974), a
presenca desses espessamentos pode servir como critério taxondmico, desde que combinado

com outros caracteres. Outros trabalhos de anatomia foliar de Orchidaceae registram nomes
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diferentes para estruturas semelhantes: células traqueoidais (Olatungi & Negin 1980,
Widholzer 1993), idioblastos espessados de forma espiralada (Pridgeon 1982), idioblastos de
paredes espessadas (Ferreira 1992), barras de espessamento de lignina (Bonates 1993),
idioblastos com espessamento helicoidal (Scatena & Nunes 1996), barras de espessamento
nas paredes anticlinais (Zanenga-Godoy & Costa 2003). Para alguns autores, esses
espessamentos sdo essencialmente celuldsicos enquanto para outros, sdo lignificados
(Pridgeon 1982). No material examinado, ficou evidenciada pela reagdo com floroglucina
acida uma composicéo lignificada em E. secundum e E. xanthinum (Fig. 25) e celul6sica em
P. prolifera e P. teres (Fig. 26), um aspecto distintivo entre os dois géneros. Tais células
estariam envolvidas com o armazenamento de agua e suporte mecanico, evitando o colapso
celular durante a dessecagdo (Olatungi & Negin 1980, Pridgeon 1982, Ferreira 1982,
Widholzer 1993, Zanenga-Godoy & Costa 2003). Acredita-se que, no material em estudo, as
barras de espessamento nas paredes desempenham as duas fungfes. Uma outra caracteristica
que sugere a funcdo de armazenamento de agua para tais células € a sinuosidade das suas
paredes anticlinais.

No estudo realizado por Zanenga-Godoy & Costa (2003), com espécies epifiticas,
ndo foi relatada a ocorréncia de barras de espessamento nas paredes de E. secundum.
Entretanto, esta caracteristica foi observada nos individuos estudados neste trabalho, levando
a acreditar que seja uma estratégia adaptativa para 0 ambiente extremo em que se encontram.

Idioblastos contendo cristais em forma de rafides, visualizados em ambas as faces,
estdo distribuidos aleatoriamente. Em sec¢des longitudinais, esses idioblastos sdo alongados e
as rafides estdo agrupadas em feixes, geralmente orientadas paralelamente ao eixo
longitudinal da folha. Em E. secundum e E. xanthinum o padrdo é a presenca dessas rafides
nas zonas do bordo foliar (Fig. 11). A presenca de tais idioblastos é bastante documentada
para as Orchidaceae (Oliveira 1982, Pridgeon 1982, Pridgeon & Stern 1982, Ferreira 1992,
Widholzer 1993, Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994, Leiria 1997, Stern 1997b,
Oliveira & Sajo 1999a, Zanenga-Godoy & Costa 2003, Stern et al. 2004) e, acredita-se que o
oxalato de célcio contribua para tornar as plantas menos palataveis aos animais, frisando, no
entanto, que a funcdo do oxalato na biologia vegetal é questdo ainda controversa (Mauseth
1995). Bonates (1993) registra idioblastos com rafides em Encyclia calamaria e sugere que
estejam relacionados ao balanco idnico e osmoregulacgéo da planta.

Fibras esclerenquimaticas interrompem a hipoderme e estdo dispersas pelo
clorénquima em E. secundum e E. xanthinum (Tab. 2), formando cordbes paralelos, no
sentido longitudinal da lamina foliar (Figs 7, 8, 11 e 25). Grupos de fibras também foram
relatados para outras espécies de Orchidaceae, sendo esta caracteristica relacionada com a
resisténcia mecanica em casos de desidratacdo (Oliveira 1982, Ferreira 1992, Widholzer
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1993, Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994, Leiria 1997, Oliveira & Sajo 1999a,
Stern et al. 2004).

Em P. teres e P. prolifera ficou evidenciada através de reacdo com lugol, a presenca
de amido nas células do clorénquima, especialmente nas células proximas aos feixes
vasculares (Fig. 27). Segundo Ferreira (1992), ndo obstante sua larga ocorréncia, tais
componentes celulares ainda ndo haviam sido mencionados em trabalhos sobre a anatomia
foliar das Orchidaceae. O autor encontrou grdos de amido nas 20 espécies analisadas da
subtribo Pleurothallidinae e Oliveira & Sajo (1999a) tambem relata amido em Pleurothallis

smithiana.

c. Sistema vascular

O sistema vascular é constituido por feixes colaterais, de formato ovalado e
dimensdes bastante variaveis (Figs 19 e 20).

Os feixes vasculares possuem disposicdo paralela, onde os diferentes tamanhos
encontram-se alternados (Figs 10 e 11). Em P. prolifera os feixes de maior calibre encontram-
se dispostos na por¢cdo mediana (Fig. 26). Nas demais espécies este caracter ndo é perceptivel
e os feixes s@o aproximadamente do mesmo tamanho.

Xilema e floema séo delimitados por uma bainha de fibras. Fibras também formam
calotas (Tab. 2) e concentram-se nos polos (Figs 19 e 20). Em caso de feixes vasculares de
maior calibre, na por¢do mediana, como em P. teres ocorrem fibras entre xilema e floema.
Nas demais espécies analisadas entre xilema e floema ocorrem muitas vezes, celulas
parenquimaticas lignificadas. A quantidade e disposicdo dos feixes vasculares e,
especialmente, de elementos fibrosos a eles associados sdo elementos importantes na
determinacdo do grau de xeromorfia e rigidez foliar nas Orchidaceae (Withner et al. 1974).
Rudall (1986) considera a presenca de calotas de fibras no floema como carater xeromérfico.

Os elementos condutores do xilema estdo representados por elementos de vaso de
variados tamanhos, cujas paredes mostraram espessamento reticulado e escalariforme (Fig.
28). Bonates (1993) observou que em E. compressum e E. huebneri o xilema mostra

elementos de vasos com reforgo escalariforme.

3. Anatomia radicular

a. Velame

Nas espécies estudadas, observou-se a presenca de velame bi e pluriestratificado
(Tab. 2) com inexisténcia de protoplasto vivo e com paredes espessadas (Figs 29, 30, 31 e
37). Cutter (1980), Fahn (1987) e Mauseth (1988) observaram a existéncia de velame em

raizes de varias espécies de orquideas epifiticas e associaram a ocorréncia deste tecido ao
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habito epifitico. Esses autores reconheceram a existéncia de velame em raizes de plantas
terrestres. Todas as espécies de orquideas terrestres, estudadas por Tissot (1991),
apresentaram velame que variou quanto a estrutura da parede e o numero de camadas
celulares. Segundo a autora, isso mostra que o velame ndo é uma exclusividade de plantas
com habito epifitico. Este tecido é formado por células mortas, compactadamente arranjadas
e, frequentemente, produzindo espessamento secundario de parede na forma de numerosas
faixas estreitas, sendo comumente interpretado como absorvente (Hunt 1985). Alguns estudos
fisiolégicos, sobre o velame de orquideas, indicam que a principal funcdo é a protecédo
mecanica e a reducdo da perda de agua através do cortex (Esau 1977, Fahn 1987). Benzing et
al. (1982) descrevem para as raizes de Sobralia macrantha um complexo velame-exoderme
atribuindo ao sistema a funcdo de absor¢do de agua e sais minerais e, sugerem que 0 mesmo
possa ocorrer em muitas outras orquideas que apresentem estrutura semelhante. Acredita-se
que, para as espécies estudadas, o velame desempenhe todas as fun¢ées mencionadas.

O nlmero de estratos no velame das espécies estudadas é variavel (Figs 29 a 31).
Em E. secundum varia de 6 a 8 estratos (Fig. 29) e em E. xanthinum, de 4 a 5 estratos (Fig.
30). Em um trabalho de revisdo, Arditii (1992) relata para o velame de E. secundum 5 a 6
camadas e 3 a 4 em E. xanthinum. Em ambas espécies, o0 espessamento da parede se da por
depdsitos de faixas helicoidais (Fig. 37) de lignina, confirmados por testes histoquimicos.

Em P. prolifera e P. teres, observou-se velame biestratificado (Figs 31 e 34).
Também foi observada a presenca de velame biestratificado nas raizes de P. peduncularis
(Pridgeon 1982), P. rupestris (Scatena & Nunes 1996) e P. smithiana (Oliveira & Sajo
1999b). Entretanto, de acordo com Pridgeon (1982), P. alexandrae possui um velame de 3 a 4
camadas, demostrando que o numero de camadas do velame pode ser utilizado como
parametro taxondmico com certas limitagfes pois, pode variar dentro do mesmo género ou
especie.

Em P. prolifera e P. teres, a camada mais externa do velame apresenta as paredes
periclinais internas espessas e as anticlinais e periclinais externas delgadas, enquanto a
camada mais interna apresenta paredes periclinais internas e externas espessas e anticlinais
delgadas (Figs 31 e 34). Estes dados concordam com os registrados por Scatena & Nunes
(1996) em P. rupestris.

Consideravel valor taxondmico pode ser atribuido as estriacbes das paredes,
lignificacdo do velame e exoderme e, possivelmente, a freqliéncia das células-de-passagem
(Sanford & Adanlawo 1973). A forma do espessamento da parede (em faixas, helicoidal ou
em espiral) é constante dentro de uma mesma espécie, mas pode ou ndo variar entre as

espécies de um mesmo género, sendo, portanto, parametro Gtil para a taxonomia.
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Nas paredes das células do velame, em contato com as células-de-passagem da
exoderme, ocorrem tilossomos (Tab. 2) do tipo esponjoso em E. secundum e E. xanthinum.
Para classificacdo dos tilossomos recorreu-se a compilacdo de dados realizada por Arditii
(1992). Pridgeon et al (1983) também relataram tilossomos do tipo esponjoso em E. secundum
e registraram ocorréncia destes para a maioria das 16 espécies de Pleurothallis por eles
estudadas; segundo esses autores, 0s tilossomos sdo quase exclusivos de taxons epifiticos. A
funcéo dos tilossomos despertou a curiosidade de muitos autores. Estas estruturas seriam
responsaveis pela absorcao ou condensacdo do vapor de 4gua da atmosfera, atuando como um
reservatorio de dgua que preveniria a dessecacdo dos tecidos internos (Leitgeb 1864 apud
Pridgeon et al. 1983). Dietz (1930 apud Pridgeon et al. 1983), igualmente, atribuiu aos
tilossomos a fungdo de absorcdo. Segundo Benzing et al. 1982, o ponto de entrada de agua é,
precisamente, através dos tilossomos, onde a extensdo de parede sélida entre o velame morto

e o simplasto da raiz € menor que em qualquer outro ponto da interface velame-exoderme.

b. Cortex

Sédo diferenciadas trés regides no cortex das quatro espécies analisadas: a exoderme,
0 parénquima cortical e a endoderme (Figs 29 a 36). A presenca de tais regides distintas é
relatada para a maioria das orquideas (Withner et al. 1974, Benzing et al. 1982, Pridgeon &
Stern 1982, Benzing et al. 1983, Pridgeon et al. 1983, Tissot 1991, Oliveira & Sajo 1999b,
Stern 1997a, Stern 1997b, Stern & Whitten 1998, Stern & Judd 2001, Stern et al. 2004).

A exoderme é constituida de uma camada de celulas, imediatamente, abaixo do
velame. Em E. secundum e E. xanthinum, o espessamento da parede é do tipo “O”, algumas
células da exoderme apresentam paredes espessas, tendo os nucleos e protoplastos
degenerados, outras apresentam paredes delgadas e permanecem vivas constituindo-se nas
células-de-passagem da exoderme (Figs 29 e 30). E interessante notar que, nas duas espécies
de Pleurothallis, as células de passagem apresentam a parede periclinal desigualmente
espessada, onde pontoacfes podem ser visualizadas, sendo essa observacgéo inédita (Fig. 31).
Em corte longitudinal, verifica-se que as células-de-passagem mostram-se, aproximadamente
isodiamétricas, enquanto as demais sdo alongadas (Fig. 34). Em P. teres e P. prolifera, as
células da exoderme apresentam espessamento tipo «[]” (Figs 31 e 34), como também
observado em P. rupestris (Scatena & Nunes 1996). As paredes das células da exoderme
reagiram, positivamente, a fluoruglucina &cida detectando a presenca de lignina. Benzing et
al. (1983) identificaram lignina nas paredes da exoderme de uma série de espécies epifiticas.

A presenca de exoderme uniestratificada tipica, constituida de células longas de

paredes espessadas e células-de-passagem de paredes delgadas foi relatada para a grande
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maioria das raizes portadoras de velame (Withner et al. 1974, Benzing et al. 1982, Pridgeon &
Stern 1982, Benzing et al. 1983, Pridgeon et al. 1983, Stern 1997a, Stern 1997b, Stern &
Whitten 1998, Stern & Judd 2001, Stern et al. 2004). Considerando-se sua origem, posi¢éo e
funcdo, a exoderme trata-se, por definicdo, de uma hipoderme que recebe a denominacao de
exoderme quando a epiderme é destruida ou, como nos velames, suas células morrem. A
exoderme pode diminuir a transpiracdo da raiz, como foi observado em outras orquideas
(Sanford & Adalawo 1973, Benzing et al. 1982, Benzing et al. 1983).

Na regido cortical as celulas mostram-se volumosas e arredondadas, com paredes
delgadas e arranjo compacto (Figs 29, 32 e 34). Em E. secundum e E. xanthinum, estas células
apresentam projecdes sinuosas nas paredes anticlinais, semelhantes as visualizadas na lamina
foliar dessas espécies (Fig. 33). Associados a outros caracteres essa sinuosidade pode estar
contribuindo para aumentar o armazenamento de agua.

Micorrizas, em diferentes estadios de desenvolvimento, foram visualizadas nas
especies estudadas, com excecdo de P. teres (Fig. 29). Em E. secundum e E. xanthinum
observaram-se hifas micorrizicas no velame atingindo o coértex através das células-de-
passagem. As infeccdes, geralmente, assemelham-se aos pélotons descritos por Hadley &
Williamson (1972) e Benzing & Friedman (1981). A ocorréncia de micorrizas é uma
caracteristica universal em Orchidaceae e esta baseada na evidente dependéncia deste tipo de
associacdo para a germinacdo das sementes, em geral, e na persisténcia de infec¢bes por
fungos no sistema radicular de alguns adultos terrestres (Hadley & Williamson 1972, Benzing
& Friedman 1981).

A presenca de associacdes micorrizicas pode alterar fisiologicamente a planta
aumentando a capacidade de captacdo de nutrientes, principalmente o fdsforo (Strilbley
1987). Arias (1995) sugeriu que essas associa¢des sdo importantes para plantas que crescem
em substratos de baixa fertilidade e facil drenagem, como ocorre na area estudada.

Nas espécies analisadas, idioblastos contendo cristais do tipo rafides apresentaram-
se esparsos por todo o cortex (Figs 33, 34 e 38), exceto em P. teres. Em sec¢des longitudinais,
esses idioblastos sdo alongados e as rafides estdo agrupadas em feixes (Fig. 34). A presenga
de rafides € muito comum em Orchidaceae (Oliveira 1982, Ferreira 1992, Tissot 1991, Stern
& Whitten 1999, Stern & Judd 2001, Stern et al. 2004).

Além de estarem presentes no mesofilo, foi detectado amido nas células corticais de
P. teres e em E. xanthinum (Fig. 35), através de reacdo com lugol, enfatizando o carater de
reserva das raizes. Observacfes como estas foram também relatadas em espécies estudadas
por Tissot (1991) e Stern (1997b).

A endoderme, nas quatro espécies, é constituida de apenas uma camada de células

(Figs 35 e 36). O espessamento da parede € do tipo “O”, a maioria destas células apresenta
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paredes espessas, sendo as demais delgadas e localizadas nos p6los opostos ao protoxilema, as
quais correspondem as células-de-passagem. A maioria das orquideas estudadas por Singh
(1986) apresentaram endoderme com espessamento tipo “O”, mas os tipos “P” e “U” foram
também observados. Endoderme com paredes espessadas foram descritas em varias espécies
de orquideas (Hass & carathers 1975, Pridgeon & Stern 1982, Singh 1986, Tissot 1991, Stern
et al. 2004).

c. Cilindro vascular e medula

Nas espécies estudadas, o cilindro vascular encontra-se delimitado pelo periciclo que
se apresenta unisseriado e, parcialmente, esclerificado (Figs 35 e 36). Células com paredes
delgadas sdo encontradas opostas aos polos de protoxilema. Na maioria das orquideas o
periciclo é unisseriado (Pridgeon & Stern 1982, Tissot 1991, Stern 1997a, Stern 1997b, Stern
et al. 2004).

O xilema encontrado € poliarco, com em média 18 a 20 polos de protoxilema em E.
secundum, 16 a 18 em E. xanthinum, 10 a 11 em P. proliferae 7 a 9 em P. teres (Fig. 36). Em
orquideas o numero de pdlos do xilema varia em diferentes raizes da mesma espécie e,
também, em diferentes por¢cdes da mesma raiz (Rosso 1966, Singh 1986, Tissot 1991).

A porcdo central da raiz € ocupada por uma medula (Figs 35 e 36) constituida por
células volumosas de paredes delgadas em E. secundum, e paredes espessas e pontoadas em
E. xanthinum. Em P. prolifera e P. teres as células sdo pequenas e apresentam-se, em corte
transversal, pentagonais e hexagonais com paredes espessas (Fig. 36). A presenca de medula é
comum em raizes adventicias de monocotileddneas (Mauseth 1988). Tissot (1991) observou
medula nas seis espécies que estudou entre elas E. fulgens. Medula constituida de células de
paredes delgadas, com formato poligonal e espacos intercelulares ausentes foi observada por
Stern (1997b).

Pode-se observar uma variedade de fibras que estdo associadas ao xilema e ao
floema. Os elementos condutores do xilema estdo representados por elementos de vaso de
varios tamanhos, alongados e estreitos, com espessamento escalariforme e pontoado, com
placas de perfuracdo escalariforme e simples, respectivamente. Elementos de vaso foram
descritos em raizes de algumas espécies de orquideas (Cheadle 1942, Rosso 1966, Pridgeon &
Stern 1982). Metcalfe (1963) relata que entre as monocotiledoneas derivadas, os elementos
condutores sdo representados por vasos.

4. Consideracoes taxonomicas
As andlises de agrupamento foram efetuadas com base nos dados listados na Tabela
3a e 3b. O cladograma resultante desta analise é a Figura 39. A comparacdo dos caracteres

anatdmicos das espécies estudadas, considerando caracteristicas apomorficas e
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plesiomorficas, mostrou uma definicdo clara de dois grupos, sendo denominados 1 e 2 (Fig.
39), que distinguem dois géneros, Epidendrum e Pleurothallis, pertencentes a tribo
Epidendreae I.

No cladograma gerado, houve um nivel de ligacdo alto entre as espécies E.
secundum e E. xanthinum, o grupo 1 (Fig. 39) apresentando similaridade de 0,963 (Tab. 4).
Esse grupo é o mais derivado considerando-se o ambito de caracteres deste estudo,
compartilhando feigdes consistentes para delimitacdo taxondémica do género Epidendrum.
Stegmata (corpos silicosos) na epiderme, cuticula espessa e estriada, folhas hipoestomaticas,
estdmatos anomociticos, células subsidiarias, hipoderme, barras de espessamento nas paredes
do parénquima aquifero, presenca de rafides na lamina foliar e na regido cortical da raiz,
tilossomos e micorrizas sdo caracteres de ligacdo entre as duas espécies. As espécies deste
grupo se distinguem, anatomicamente, no carater medula com células de paredes espessas e
delgadas.

O grupo 2 é constituido pelas espécies P. prolifera e P. teres, com similaridade de
0,762 (Fig. 39). Este grupo é menos derivado, quando considerado o conjunto de caracteres
utilizados para esta analise, ao ser comparado com o grupo 1. As caracteristicas anatbmicas
apomorficas de ligacdo dessas duas espécies de Pleurothallis séo: folhas coridceas carnosas,
tricomas glandulares e auséncia de grupos de fibras. Essas espécies apresentam caracteres
distintivos entre si. P. prolifera apresenta habito terricola, folhas coriaceas, réfides tanto na
lamina foliar, quanto na raiz e associagdo com micorrizas. Enquanto que em P. teres nenhum
destes caracteres foi observado.

E. secundum (A) e P. prolifera (C) apresentam similaridade de 0,583.Entre E.
xanthinum (B) e P. prolifera (C) a similaridade é de 0,640. A presenga de réfides, na lamina
foliar e na regido cortical da raiz, e de micorrizas sdo caracteres de ligacdo entre as trés
especies citadas.

Entre E. secundum (A) e P. teres (D) ocorre a menor similaridade (0,348). A
caracteristica morfo-anatdbmica compartilhada entre as duas espécies é a presenca de barras de
espessamento.

Habitat rupestre, folhas cilindricas, auséncia de rafides e de micorrizas séo
caracteristicas exclusivas de P. teres (4). Portanto, no género Pleurothallis, para uma maior
consisténcia na distin¢do das duas espécies estudadas, a analise de caracteres da morfologia
externa, para estudos taxondmicos, deve ser acrescida da andlise de caracteres da morfologia
interna.

Scatena & Nunes (1996) sugerem que as espécies rupestres P. rupestris e P. teres
sd80 a mesma espécie. As autoras ndo observaram diferencas nas caracteristicas morfoldgicas

externas e internas para os individuos inicialmente identificados como duas espécies distintas.
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Nossos estudos, em campo de altitude, com a espécie identificada como P. teres, corroboram

esta sugestdo pois todas as caracteristicas sdo semelhantes as descritas por estas autoras.
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Conclusoes

Caracteres derivados na familia Orchidaceae, como presenca de velame, folhas
coriaceas, células subsidiarias morfologicamente distintas, elementos de vaso, entre outros,
sugerem que as espécies estudadas pertencem a grupos evolutivamente derivados.

Os caracteres morfoldgicos vegetativos externos e os anatdmicos das duas espécies
do género Epidendrum ndo sdo suficientes para distintiguir as duas espécies taxonomicamente
e por esse motivo é fundamental utilizar caracteres reprodutivos, a fim de diferencia-las no
campo.

P. teres apresenta caracteristicas exclusivas tais como: habitat rupestre, folhas
cilindricas, ndo apresentam rafides e nem micorrizas. Portanto, no género Pleurothallis, para
uma maior consisténcia na distin¢do das duas espécies estudadas, a analise de caracteres de
morfologia externa para estudos taxonémicos deve ser acrescida de analise de caracteres de
morfologia interna.

A auséncia de diferencas nas caracteristicas anatdmicas para os individuos
inicialmente identificados como P. rupestris e P. teres sugere que sdo a mesma espécie.
Assim, os estudos realizados podem confirmar a sugestdo dos taxonomistas do grupo que
consideram P. rupestris e P. teres como sinénimos por ndo apresentarem diferencas
morfologicas.

As folhas coridceas das espécies do género Epidendrum apresentaram barras de
espessamento lignificadas no parénquima aqifero, enquanto barras de espessamento
celulodsicas foram observadas nas folhas suculentas de Pleurothallis. Acredita-se que no caso
de folhas coridceas os espessamentos lignificados serviriam principalmente como suporte
mecanico evitando o colapso durante a dessecacao.

Apesar das plantas serem terriculas e rupiculas, anatomicamente, as caracteristicas
observadas sdo equivalentes as descritas para epifiticas. As quatro espécies apresentam
laminas foliares coridceas ou suculentas com barras de espessamento no parénquima aquifero
e raizes com velame biestratificado ou pluriestratificado, que estdo relacionadas a
armazenamento e absorcao de &gua e resisténcia mecénica, em plantas que sobrevivem em

condicdes de fortes restri¢des hidricas.
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Tabela 1- Espécies de Orchidaceae presentes na sub-serra “Totem deitado”, Serra das Cabecas, Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro-MG. A ocorréncia das espécies brasileiras se baseia na obra de Pabst

& Dungs (1975).

Subfamilia

Tribo

Espécies

Sinusias

Ocorréncia

Epidendroideae

Epidendroideae

Epidendroideae

Epidendroideae

Epidendreae |

Epidendreae |

Epidendreae |

Epidendreae |

Epidendrum secundum Jacq.

Epidendrum xanthinum Lindl.

Pleurothallis prolifera Lindl.

Pleurothallis teres Lindl.

Campo gramindide
Campo granitdide
Escrube
Campo graminoide
Campo granitoide
Escrube
Campo gramindide
Campo granitéide

Campo granitéide

AM/AP/PA/CE/BA/R
JIMT/MG/GO/DF/SP

[PR/SCIRS/

RJ MG

RJ/ SP/ MG

RJ/ MG

Tabela 2. Caracteres relacionados a reserva de agua e a resisténcia ao dessecamento, presentes nas
quatro espécies de Orchidaceae estudadas. + = presentes; - = ausentes; vl = velame; tl = tilossomos;
ad = adaxial (tamanho das células em relacdo a face abaxial); ec = espessura da cuticula; ea =
estdbmatos abaxial com poro protegido; gf = grupo de fibras; ic = idioblastos cristaliferos; hi =
hipoderme; be = barras de espessamento nas paredes anticlinais do parénquima aqlifero; fb = fibras
envolvendo feixes colaterais; cf = calotas de fibras associadas aos feixes.

Feixe

Espécie Raiz Epiderme Mesofilo vascular

vl tl ad ec ea gf | ic hi | be | cf | fb

Epidendrum pluri + maiores  espessa + + + + + + +
secundum estriada

Epidendrum pluri + maiores  espessa + + + + + + +
xanthinum estriada

Pleurothallis bi + = espessa + - - - + + +
prolifera estriada

Pleurothallis bi + = espessa + - - - + + +
teres estriada
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Tabela 3a. Caracteres morfoldgicos das espécies estudadas da tribo Epidendreae |. Caracteristicas
pleisomorficos estdo representadas por (0), e apomorficas (1).

Habito terrestre (0), rupicula (1).

Folhas coriaceas (0), coriaceas carnosas (1).

Folhas cilindricas ausentes (0), presentes (1).

Stegmata na epiderme ausente (0), presente (1).

Tricoma glandular ausente (0), presente (1).

Cuticula espessa e estriada ausente (0), presente (1).

Folha anfiestomatica (0), hipoestomatica (1).

Estdmato geralmente ciclocitico (0), predominantemente anomociticos (1).
Células subsidiarias ausente (0), presente (1).

10. Hipoderme ausente (0), presente (1).

11. Grupos de fibras dispersos no mesofilo presente (0), ausente (1).

12. Barras de espessamento nas paredes anticlinais das células do mesofilo ausentes (0), presentes (1).
13. Presenca de rafides na lamina foliar ausente (0), presente (1).

14. Velame biestratificado (0), pluriestratificado (1).

15. Tilossomos ausente (0), presente (1).

16. Micorrizas ausente (0), presente (1).

17. Presenca de rafides no cortex radicular ausente (0), presente (1).

18. Células medulares de paredes delgadas (0), espessas (1).

19. Elementos de vaso ausente (0), presente (1).

©oN>TO~wWNE

Tabela 3b. Representacdo dos caracteres pleisomdrficos e apomorficos das espécies estudadas. Esp.:
espécies A: Epidendrum secundum, B. Epidendrum. xanthinum, C. Pleurothallis. prolifera, D.
Pleurothallis teres. Caracteres representados pelos nimeros.

Esp. Caracteres

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
A o o o0 1 o 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1
B o o0 0 1.0 1 1 11 1 0 1 1 1 1 1 1 11
C o 1 0 01 1.0 01 O 1 1 1 0 O 1 1 1 1
D 1 1 1 0 1 1 0 01 O 1 1 0O O O O O 1 1

Tabela 4. Matriz de similaridade entre as espécies estudadas da tribo Epidendreae I. A: Epidendrum
secundum, B. Epidendrum xanthinum, C. Pleurothallis prolifera, D. Pleurothallis teres

Espécies A \ B \ C \ D
A 1
B 0,963 1
C 0,583 0,640 1
D 0,348 0,417 0,762 1
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Figuras 1 a 6. Caracterizacdo da area e das Orchidaceae estudadas.
Fig. 1- Sub-serra Totem deitado.

Fig. 2- Paisagem vista de cima do Totem deitado (1722m).

Fig. 3- Epidendrum secundum.

Fig. 4- Epidendrum xanthinum.

Fig. 5- Pleurothallis prolifera.

Fig. 6- Pleurothallis teres.






Figuras 7 a 12. Estrutura da lamina foliar de Epidendrum secundum, E.
xanthinum e Pleurothallis prolifera. (coloracdo: azul de toluidina em pH
acido, exceto Fig. 10 onde o corte foi submetido ao reagente Lugol).

Fig. 7- Secdo transversal de E. secundum evidenciando, cuticula (Ct),
camara subestomatica (cs), cristas (cr), hipoderme (hi) e grupos de fibras

(af).

Fig. 8- Secdo transversal de E. xanthinum mostrando, cuticula (Ct),
pontoacdes (pt), hipoderme (hi) e grupos de fibras (gf).

Fig. 9- Secdo transversal de P. prolifera destacando a presenca de
cuticula (Ct), epiderme (ep), camara subestomatica (cs), camara
supraestomatica (sp) e cristas (cr).

Fig. 10- Corte evidenciando a cuticula (Ct) de P. prolifera. Abreviacdes:
amido (am) e feixe vascular (fv) .

Fig. 11- Secdo transversal de E. secundum identificando, cuticula (Ct),
rafides (rf), grupos de fibras (gf) e feixe vascular (fv).

Fig. 12- Secdo longitudinal de E. xanthinum evidenciando, corpos
silicosos (Stegmata- si), grupos de fibras (gf), hipoderme (hi) e
pontoacdes (pt).
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Figuras 13 a 18. Epiderme da lamina foliar de Epidendrum secundum,
Pleurothallis teres e E. xanthinum. 13 a 15- Dissociagdes evidenciando a
face abaxial da lamina foliar, corada com safranina. 16 a 18- Faces
abaxiais em microscopia eletronica de varredura.

Figs. 13 e 16- E. secundum presenca de corpos silicosos (Stegmata
conico- si) na fig. 13.

Fig. 14, 17 e 18- E. xanthinum. Abreviacgdes: hifas fungicas (hf).

Fig. 15- P. teres evidenciando, células subsidiaria (CS) e célula-guarda
(cg).






Figuras 19 a 24. Caracterizacdo estrutural da lamina foliar de
Epidendrum xanthinum, Pleurothallis prolifera e P. teres. 19 a 21-
SecOes transversais; coradas com azul de toluidina em pH acido
(Figs 19 e 20) e observada em luz polarizada (Fig. 21). 22 a 24-
Faces abaxiais vistas em microscopia eletronica de varredura.

Fig. 19- Regido mediana da lamina foliar de E. xanthinum,
evidenciando, xilema (xl), floema (fl), barras de espessamento (be)
e calota de fibras (cf).

Fig. 20- Regido mediana da lamina foliar de P. prolifera,
mostrando, xilema (xl), floema (fl), barras de espessamento (be) e
calota de fibras (cf).

Fig. 21- Lamina foliar de P. teres observada sob luz polarizada
destacando a presenca de espessamentos espiralados (ee).

Fig. 22 a 24- Detalhe de estdbmatos (Et), células subsidiarias (CS),
cicatrizes deixada por tricomas (ci) e tricomas (tr) de P. teres,
respectivamente.






Figuras 25 a 32. Caracterizacdo estrutural da lamina foliar e porc¢éo
mediana da raiz de Epidendrum secundum, Pleurothallis prolifera, E.
xanthinum e P. teres. 25 a 28- Sec0es transversais € macerado da
lamina foliar. 29 a 32- Secdes transversais da raiz corada com azul de
toluidina em pH é&cido.

Fig. 25 e 26- SecOes da lamina foliar de E. secundum e P. prolifera,
respectivamente, submetidas a reacdo com fluoroglucina &cida.
AbreviagOes: grupo de fibra (gf), barras de espessamento (be),
parénquima aquifero (pa), espessamento espiralado (ee) e feixe
vascular (fe).

Fig. 27- Corte de P. teres, submetido ao reagente de lugol,
evidenciando espessamento espiralado (ee), feixe vascular (fe) e
amido (am).

Fig. 28- Macerado da regido da nervura mediana da lamina foliar de
evidenciando elemento de vaso de E. xanthinum.

Fig. 29- Raiz de E. secundum evidenciando, velame (ve), exoderme
(ex), célula-de-passagem (cp), cortex (ct) e micorriza (mi).

Fig. 30- Raiz de E. xanthinum mostrando, velame (ve), exoderme (ex)
e espessamento de parede (Ep).

Fig. 31- Raiz de P. teres evidenciando, velame (ve), exoderme (ex),
célula-de-passagem (cp), pontoacdes (pt) e cortex (ct).

Fig. 32- Raiz de E. secundum: regido cortical e cilindro vascular.
Abreviagdes: cortex (ct), endoderme (en), periciclo (pe), xilema (xI),
floema (fl) e medula (me).






Figuras 33 a 38. Cortes da por¢cdo mediana da raiz de Epidendrum
xanthinum, Pleurothallis prolifera, P. teres e E. secundum. 33 a 36-
Secdes coradas com azul de toluidina em pH acido. 37 e 38- Secdes
em microscopia eletrénica de varredura.

Fig. 33- Secdo transversal da raiz de E. xanthinum dando énfase a
regido cortical. Abreviagdes: cortex (ct), rafides (rf) e cilindro vascular

(cv).

Fig. 34- Secédo longitudinal da raiz de P. prolifera evidenciando,
velame (ve), célula-de-passagem (cp), cortex (ct) e rafides (rf).

Fig. 35- secdo transversal da raiz sob luz polarizada de E. xanthinum
dando énfase ao cilindro vascular. Abreviagdes: cortex (ct), endoderme
(en), periciclo (pe), xilema (xI), floema (fl), medula (me) e amido
(am).

Fig. 36- Secdo transversal da raiz de P. teres mostrando o cilindro
vascular. Abreviacdes: cortex (ct), endoderme (en), periciclo (pe),
xilema (xl), floema (fl) e medula (me).

Fig. 37- Secédo longitudinal da raiz de E. secundum evidenciando,
velame (ve) com espessamentos helicoidais de parede (eh) e
pontoacdes (pt).

Fig. 38- Secdo transversal da raiz de E. xanthinum mostrando a
presenca de rafides (rf).






0,48 1,00

E. secundum
Grupo 1

E. xanthinum

P. prolifera

Grupo 2

P. teres

Figura 39. Cladograma gerado pelo algoritmo de analise de agrupamento por médias ndo-ponderadas
(UPGMA) das espécies estudadas (Epidendrum secundum, Epidendrum xanthinum, Pleurothallis
prolifera e Pleurothallis teres) da tribo Epidendreae I, de acordo com a similaridade Sorensen expressos
na matriz apresentada na tabela 4.



Capitulo 11

Anatomia foliar e radicular de espécies da tribo Maxillarieae
ocorrentes em um campo de altitude no Parque Estadual da

Serra do Brigadeiro (MG)
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Resumo

Anatomia foliar e radicular de espécies da tribo Maxillarieae ocorrentes em um campo de

altitude no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro-(MG).

Orchidaceae ¢ uma das maiores familias, dentre as Fanerdgamas, possuindo cerca de 19500
especies e 775 géneros. A tribo Maxillarieae possui 63 géneros distribuidos em florestas tropicais
por toda a América. Foram estudadas as espécies Oncidium barbaceniae, O. blancheti,
Zygopetalum brachypetalum e Z. mackaii, com objetivo de caracterizar, anatomicamente, as
raizes e as folhas, identificando caracteres anatdmicos que possam ser Gteis na interpretacao das
estratégias adaptativas e na resolucédo de problemas taxondmicos da familia. Folhas expandidas e
raizes foram coletadas em populacdes presentes em um campo de altitude na Serra do
Brigadeiro/MG. As amostras foram incluidas em metacrilato ou cortadas em micrétomo de mesa
e os cortes corados com azul de toluidina, pH 4,0 ou azul de astra/safranina. As laminas foram
montadas em resina sintética ou em gelatina glicerinada. Epidermes foliares foram dissociadas e
procedeu-se a maceracdo de folhas e raizes. Amostras radiculares foram avaliadas ao microscopio
eletrbnico de varredura. Os testes histoquimicos aplicados foram: sudan IV e sudan black para
lipidios; floroglucina para lignina; lugol para amido. As plantas observadas neste estudo, apesar
de serem consideradas terrestres, apresentam caracteristicas anatdbmicas semelhantes as de plantas
de habitos epifiticos. A presenca de pseudobulbos, folhas coridceas e hipoestomaticas, estdmatos
protegidos por projecBes e com poros obliterados, células epidérmicas com pontoagdes na parede,
cuticula mais espessada na face adaxial, hipoderme, grupos de fibras no mesofilo, idioblastos,
feixes vasculares envolvidos por fibras e velame pluriestratificado permite concluir que as
especies sdo xeromorfas e que tais caracteristicas representam estratégias adaptativas, para um

efetivo controle do fluxo hidrico dentro do limbo foliar.

Palavras chaves - Anatomia radicular e foliar, Orchidaceae, Maxillarieae, Estratégias
adaptativas.
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Abstract

Radicular and foliar anatomy of species of Maxillarieae tribus in a altitude field in the

State Park of Serra do Brigadeiro (MG).

Orchidaceae is one of the largest families of Phanerogams, owing around 19500 species and 775
genus. The tribus Maxillarieae has 63 genus distributed in tropical forests. Oncidium
barbaceniae, O. blancheti, Zygopetalum brachypetalum and Z. mackaii were studied aiming to
characterize, anatomically, roots and leaves, identifying anatomical characteristics helpful to the
interpretation of adaptation strategies and to the solution of taxonomic problems. The samples
collected at Serra do Brigadeiro/MG were included in methacrylate and cut in rotary microtome.
The sections were stained with toluidine blue, pH 4,0, and mounted in synthetic resin. Freehand
sections were stained with astra blue/safranina and the slides mounted in glycerinated jelly. Foliar
epidermises were dissociated and roots and leaves were macerated. The histochemical tests
applied were: Sudan IV and Sudan black B for lipids; phloroglucin for lignin; lugol for starch.
Although, plants observed in this study are considered terrestrial, anatomically they show
characteristics of epiphytic habits. The presence of pseudobulbs, coriaceous leaves,
hypostomatic, stomata protected by projections and with obliterated pores, epidermic cells with
bordered pits, thick cuticle in adaxial side, hypoderm, fibres groups in mesophyll, idioblasts,
vascular bundles involved by fibers and pluristratified velamen show that the species are
xenomorphic and that characteristics are related to adaptative strategies to an effective control of

water flux in the leaf blade.

Key-words: Radicular and foliar anatomy, Orchidaceae, Maxillarieae, Adaptative Strategies.
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Introducao

A familia Orchidaceae é uma das maiores dentro de Faner6gamas, possuindo cerca de
19500 o numero de espécies e 775 géneros (Judd et al. 1999). Pabst & Dungs (1975), em sua
ultima revisdo de espécies brasileiras, apontaram cerca de 2350 espécies e 191 géneros.
Atualmente, acredita-se que este nimero aproxima-se de 2400 espécies (Barros 1996).

A familia estd inserida dentro da Ordem Orchidales, apresentando os caracteres mais
derivados dentro da subclasse Liliidae (Cronquist 1981) e, no sistema filogenético de
classificacdo (Judd et al. 1999) encontra-se englobada dentro do grupo das monocotiledéneas, na
Ordem Asparagales.

Devido a diversidade de espécies e variedade de formas, a familia apresenta ainda
muitas indefini¢fes taxonOmicas. Embora haja na literatura, algumas tentativas de reunir
informagdes importantes a este respeito (Sanford 1974 e Withner et al. 1974), elas estdo ainda
muito longe de proporcionarem uma Vvisdo abrangente e realista acerca da anatomia,
ecofisiologia e taxonomia do grupo, bem como suas inter-relacdes. Muitos trabalhos abordam,
descritivamente, a anatomia de espécies da familia e também aspectos, sob o ponto de vista
ecoldgico/evolutivo, com o intuito de compreender a capacidade adaptativa das Orchidaceae
(Dressler 1981).

Oncidium e Zygopetalum sdo géneros incluidos na tribo Maxillarieae que compreende
63 géneros distribuidos em florestas tropicais por toda a América (Dressler 1993).

O velame e a exoderme tém recebido atencdo especial nos estudos sobre as raizes de
Orchidaceae, os demais tecidos sdo pouco enfatizados, especialmente, quanto a comparacdes
entre espécies terrestres, rupicolas e epifiticas. A maioria das espécies de Zygopetalum possui
pseudobulbos; apresentam de 4 a 5 camadas de velame, sem tilossomos, exoderme com
células-de-passagem, cortex com endoderme de paredes espessadas em “U” (Pridgeon et al.
1983, Pridgeon 1987, Arditti 1992, Stern et al. 2004). Tilosssomos também estdo ausentes em
Oncidium (Pridgeon et al. 1983, Pridgeon 1987). O velame é um tecido envolvido com a
capacidade de absorver agua e sais minerais, reduzir a transpiracdo e oferecer protecdo
mecanica as raizes de Orchidaceae (Cutter 1980, Pridgeon 1986, Benzing 1987). Entretanto, ndo

ha consenso quanto a esta funcéo (Fahn 1987, Mauseth 1988).
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As folhas, de formatos variados, podem ser membranosas, coridceas Ou carnosas
(Withner et al. 1974) e, quando armazenam agua e outras substancias, sdo carnosas ou
coriaceo-carnosas (Braga 1987). Nas Orchidaceae ocorrem inimeras adaptagdes morfoldgicas e
funcionais que podem estar relacionadas ao ambiente em que as espécies ocorrem. Estas podem
apresentar caracteres xeromorficos, tais como, parede da célula epidérmica espessa e lignificada,
presenca de hipoderme, baixa densidade estomatica relacionada a suculéncia foliar, metabolismo
acido das crassulaceae (MAC), presenca marcante de elementos mecéanicos, maior
desenvolvimento do parénquima palicadico, projecdes das paredes celulares e cuticula sobre os
estdmatos, além da presenca de cutina revestindo as camaras subestomaticas (Widholzer 1993).

O Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB) esta inserido na Zona da Mata de
Minas Gerais e abrange oito municipios. O relevo e a altitude, entre 1000 e 1995m, exercem
importante influéncia nas caracteristicas climéaticas do parque, amenizando as temperaturas e
criando um clima tipicamente serrano nas regides mais elevadas. Neste parque encontra-se 0 a
regido denominada “Totem Deitado”, local onde foi realizado um trabalho sobre a composicao
floristica e a estrutura da vegetacdo, tendo sido amostradas 81 espécies vasculares pertencentes a
31 familias e 63 géneros distribuidos em trés diferentes sinusias (Caiafa 2002). A familia
Orchidaceae aparece na lista das espécies de maior importancia, registrando 14 espécies
distribuidas em 8 géneros e 5 tribos.

Por ser uma area de elevada diversidade vegetal, representada por diferentes sinusias de
condigdes ambientais extremas, o presente trabalho teve por objetivo estudar, anatomicamente, as
espécies de Orchidaceae da tribo Maxillarieae da subfamilia Epidendroideae, buscando
compreender as estratégias adaptativas das espécies, bem como avaliar a importancia de

caracteres anatbmicos para uso em taxonomia.
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Material e Métodos

O material botanico foi coletado na sub-serra denominada “Totem deitado” no Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (Tab. 1). O parque que ocupa uma area de 13210 ha esta situado
entre 0s meridianos 42°20° e 42°40°S e os paralelos 20°20°e 21°00°W (Engevix 1995). A sub-
serra estd a 1.722m de altitude e possui uma area de aproximadamente seis hectares, composta
por uma tipologia vegetal Campo de Altitude.

Os dados sobre a morfologia foram registrados em campo. O material testemunha foi
coletado, herborizado e incorporado ao acervo do Herbario VIC da Universidade Federal de
Vicosa e enviado aos especialistas, para confirmacdo da identidade taxondmica. Registros
fotograficos foram obtidos em campo com méaquina fotografica digital (Sony Cyber DSC-P10).

Para os estudos anatdémicos e histoquimicos foram coletadas cinco raizes e trés folhas
totalmente expandidas de trés individuos de cada espécie. Estas amostras foram fixadas em
FAAs, (formaldeido, &cido acético glacial e etanol 50% 5:5:90, v/v), por 48 horas, mantidas sob
vacuo e estocadas em etanol 70% (Johansen 1940).

As porcdes das raizes e regido mediana da lamina foliar (zona da nervura mediana e
bordo) foram isoladas e incluidas em metacrilato (Meira & Martins 2003). Os blocos foram
cortados transversal e longitudinalmente com espessura de corte de 8 um, em micrétomo rotativo
de avanco automatico (RM 2155 - Leica), com a utilizacdo de navalhas de aco descartaveis; 0s
cortes foram corados com azul de toluidina em pH acido. Cortes de materiais frescos também
foram obtidos, conforme interesse para confirmar algumas observacfes anteriores. As laminas
foram montadas em resina sintética (Permount) ou em gelatina glicerinada.

Epidermes foliares foram dissociadas pelo método de Jeffrey (Johansen 1940) coradas
em azul de astra e fucsina basica (Roeser 1972 apud Kraus & Arduin 1997), e as laminas
montadas com gelatina glicerinada.

Os testes histoquimicos aplicados foram: sudan 1V e sudan black para lipidios (Jensen
1962); floroglucina para lignina (Jensen 1962); lugol para amido (Johansen 1940).

Amostras de raiz e de folha foram submetidas a maceracdo pelo método de Jeffrey
(Johansen 1940) e coradas com safranina (solucdo alcodlica 50%). As laminas foram montadas
com resina sintética (Permount), observadas e fotografadas em fotomicroscépio (Olympus AX 70
com sistema U-PHOTO).
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Amostras radiculares e foliares foram avaliadas ao microscépio eletrénico de varredura
(MEV). Para isso, foram fixadas em FAAsq, por 48 horas, mantidas em dessecador, sob vacuo, e
estocadas em etanol 70% (Johansen 1940). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
série etilica, levadas a secagem em ponto critico (FDU 010 Balzers- Alemanha) e montadas em
“stubs”, sendo na sequéncia cobertas com ouro metalico (Bozzola & Russel 1992). O registro
fotografico foi feito em um microscopio eletrénico de varredura (modelo LEO 1430 VP,
Inglaterra), do Ndcleo de Microscopia e Microanalise (NMM), da Universidade Federal de

Vigosa, MG.
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Resultados e Discussao

As plantas foram encontradas crescendo a pleno sol, em manchas de solo raso, sobre
afloramento de rocha granitdide (Figs 1 a 5). As populagdes de Z. brachypetalum e Z. mackaii,
também foram encontradas sobre afloramento rochoso (Figs 4 e 5), entretanto, o sistema
radicular aprofunda-se no solo ndo compactado, ficando as raizes mais curtas descobertas.
Johansson (1975) refere que o padrdo de distribuicdo das orquideas parece resultar,
primordialmente, da necessidade de altas intensidades luminosas e que a composi¢cdo do

substrato, quase sempre, € de importancia secundaria.

1. Morfologia do sistema subterraneo e vegetativo aéreo

Em todas as espécies estudadas, as raizes apresentam pélos absorventes na regido
mediana, sdo amarronzadas, delgadas, longas e, as vezes ramificadas, de 5 a 7 mm de diametro e
comprimento variavel, freqlientemente excedendo 15 cm.

As espécies apresentam rizoma curto, com pseudobulbos, muito préximos uns dos
outros (Fig. 3). Os pseudobulbos, de comprimento ndo superior a largura, sao lisos e
achatados lateralmente. Destes, partem em geral, duas folhas, podendo encontrar individuos
com trés folhas (Fig. 3). Em Z. brachypetalum e Z. mackaii o comprimento do pseudobulbo,
as vezes, é superior a largura. Segundo Braga (1977, 1987) a presenca de pseudobulbos em
Orchidaceae esta relacionada com o armazenamento de agua auxiliando na manutencdo do
balanco hidrico (Tab. 2).

As folhas das quatro espécies sdo apecioladas, sendo suas bases sobrepostas umas as
outras (Figs 1 a 5). As laminas foliares apresentam-se conduplicada, ou seja, sdo dobradas
longitudinalmente ao longo da zona da nervura mediana, assumindo a forma de “V” aberto, em
secdo transversal, mais pronunciada na regido proximal. Z. brachypetalum e Z. mackaii
apresentam folhas maiores, alongadas e com apice mais afilado (Figs 4 e 5). Conforme Withner
et al. (1974), a forma “V” diminui a superficie de exposicao a luz, conferindo também suporte
mecanico. As folhas sdo comparaveis as folhas coriaceas, referidas por Withner et al. (1974).
Esse tipo de folhas, em Orchidaceae, é caracteristico de formas vegetativas mais evoluidas, que

possuem pseudobulbos e sdo capazes de sobreviver em habitats xéricos.
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2. Anatomia foliar

a. Epiderme

Nas espécies estudadas, a cuticula apresenta variagdes de espessura, em funcdo das
faces consideradas (Tab. 2). Ela € mais espessa na face adaxial, atingindo seu maximo nas
proximidades dos bordos (Figs 7 a 10 e 12). Na face adaxial de O. barbaceniae e O. blancheti a
cuticula é estriada e 0 espessamento é mais pronunciado nos bordos e na regido da nervura
mediana (Figs 6 a 10), inclusive, nestas regides verificou-se projecdes papilosas (Figs 7 e 12).
Todas as camadas reagem positivamente ao sudan 1V e sudan black B, confirmando a natureza
lipidica desta camada. Segundo Withner et al. (1974), o padrdo de espessamento da cuticula é
determinado pela exposicdo ao sol, o que esta em consonancia com a morfologia das folhas
estudadas que apresentam a face adaxial, apice e bordo mais expostos ao sol. Dentre as func¢Ges
relacionadas a cuticula destaca-se a de impermeabilidade a agua, reflexdo da radiacdo solar
excessiva, reflexdo de raios ultra-violeta e protecdo quanto a invasdo de fungos e bactérias
(Mauseth 1988). Acredita-se que a temperatura, o solo, a umidade atmosférica e a altitude
influenciam no espessamento da cuticula (Esau 1960, Withner et al. 1974, Sinclair 1990, Fahn
1990, Oliveira & Sajo 1999). Williams (1974) considera a presenca de papilas cuticulares como
critério taxonémico para a subtribo Oncidinae.

A epiderme € uniestratificada (Figs 8 a 12). Examinadas frontalmente, as células
epidérmicas de Z. brachypetalum e Z. mackaii distribuem-se em fileiras regularmente orientadas,
tem formato retangular e séo alongadas longitudinalmente (Figs 13 e 14). Em Z. brachypetalum
ocorrem células com projecdes papilosas somente na na face adaxial (Fig. 21)da nervura
mediana, 0 que ndo se observou em Z. mackaii. J& em O. barbaceniae e O. blancheti ndo se
observa esse arranjo, pois as células dispdem-se irregularmente (Figs 15, 17 e 18), com excec¢ao
da regido correspondente a nervura central. Este foi um pardmetro constante entre as espécies
analisadas constituindo um critério de utilidade taxondmica para distinguir os dois géneros. Esta
mesma distribuicdo foi observada em outras espécies de Oncidium (Leiria 1997).

Em secdo transversal, as células epidérmicas de Z. brachypetalum e Z. mackaii tém
formas que variam desde aproximadamente retangulares a quadradas, sendo maiores na face

adaxial (Figs 11 e 12). Essa caracteristica ja foi relatada para vérias espécies de Orchidaceae
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(Withner et al. 1974, Braga e Vilhena 1981, Campos Leite & Oliveira 1987, Khasim & Rao 1990,
Leiria 1997), podendo ser considerada comum para a familia. Em O. barbaceniae e O. blancheti
as células epidérmicas também sdo maiores, na face adaxial, entretanto tém formato mais
achatado (Figs 8 a 10). Esta relagdo ¢ menos acentuada na face abaxial. Williams (1974)
verificou, para a subtribo Oncidinae, que as células epidérmicas variam de isodiamétricas a
alongadas, tendo observado células de paredes anticlinais sinuosas para Epistephium. Segundo
Kurzweel et al. (1995), células epidérmicas maiores estdo relacionadas com a fungédo de reserva
de 4agua, 0 que parece estar acontecendo nas espécies estudadas que estdo submetidas a estresse
hidrico (Tab. 2).

Pontoacdes foram observados nas células epidérmicas, em ambas as faces da lamina
foliar (Figs 8, 10, e 12), sendo mais comuns em Z. brachypetalum e Z. mackaii (Fig. 12).
Estruturas morfologicamente semelhante a pontoacBes tém sido descritas para células
epidérmicas sob diversas denominagfes: ectodesmos, microcanais, faixas fibrosas, fibrilas
eletrodensas, tufos de material fibrilar, estruturas dendriticas ramificadas, dedos de pectina, entre
outras (Holloway 1982). Segundo Widholzer (1993), a presenca dessas pontoacdes pode ser um
indicativo de uma forte demanda de transporte na epiderme, entretanto, os trabalhos ndo séo
conclusivos quanto a funcédo de tais pontoaces.

Nas celulas epidérmicas, em ambas as faces, de O. barbaceniae e O. blancheti
constatou-se a presenca de cloroplastos, sendo mais esparsos e menores do que os das células do
clorénquima. Existem registros da ocorréncia de cloroplastos em células epidérmicas de
Orchidaceae (Withner et al. 1974, Widholzer 1993), inclusive em espécies de Oncidium (Leiria
1997), entretanto, nenhuma funcéo foi sugerida para esse fato. Aparentemente, essas organelas se
concentram nas células que recobrem a porcdo da nervura mediana da folha, que nas espécies
estudadas, se posiciona em uma depressdo, além disso, as paredes, principalmente as periclinais
externas, sdo espessas 0 que poderia estar protegendo os cloroplastos e outras organelas, evitando
danos decorrentes da incidéncia direta da radiacdo ultravioleta.

As folhas sdo hipoestomaticas (Figs 10, 11 e 20) e os estdmatos estdo distribuidos por
toda a face abaxial da lamina foliar, exceto sobre a nervura mediana. O carater hipoestématico
parece ser 0 padrdo para a maioria das Orchidaceae (Withner et al. 1974, Singh 1981, Oliveira
1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993, Leiria 1997, Oliveira & Sajo 1999, Zanengo-Godoy &

Costa 2003, Stern et al. 2004, entre outros), algumas poucas espécies sdo anfiestomaticas.
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Os estdmatos sdo tetraciticos ou anomociticos (Figs 13, 14, 15, 17 e 18), 0 que esta de
acordo com a literatura para Orchidaceae (Widholzer 1993, Zanengo-Godoy & Costa 2003). Em
geral, as células polares sdo maiores e alongadas, enquanto as células paralelas as células-guardas
sdo, aproximadamente, trapezoidais. O poro é relativamente amplo e regular ao longo de toda a
extensdo do estdbmato. As paredes celulares periclinais externas e internas das células-guardas séo
espessas (Figs 16 e 19) e intensamente impregnadas de lignina, evidenciado pela rea¢do com
floroglucina &cida. Ja as paredes anticlinais sdo delgadas e celuldsicas (Figs 16 a 19). Segundo
Widholzer (1993), as paredes periclinais, espessas e lignificadas, constituem um marco rigido e
indeformavel que age como se fosse a parte rigida de um fole, enquanto que as paredes
anticlinais, delgadas, atuam como a parte flexivel que bloqueia a passagem dos gases no nivel dos
ostiolos.

As celulas-guardas localizam-se a0 mesmo nivel das demais células epidérmicas,
contudo, projecdes cuticulares salientes formam cristas sobre o poro (Figs 16 e 19), tendo sido
mencionadas para muitas das espécies de orquideas (Ferreira 1992, Leiria 1997, Zanengo-Godoy
& Costa 2003, Stern et al. 2004) e consideradas como xeromorficas (Rasmussen 1987). Tais
projecOes sdo tdo desenvolvidas que chegam a formar uma cdmara supraestomatica (Figs 16 e
19). Esta é uma caracteristica comum em orquideas epifiticas que enfrentam altas temperaturas e
pouca disponibilidade de agua, pois mantém um pequeno compartimento de ar imido, reduzindo
a transpiracdo (Rosso 1966, Rasmussen 1987).

As camaras subestomaticas sdo pouco desenvolvidas nas espécies estudadas (Figs 11,
16 e 19). Para Tominsky (1905 apud Leiria 1997), a presenca de cAmaras subestomaticas pouco
desenvolvidas é uma caracteristica de ambientes xéricos, 0 que confirma as condi¢des de estresse
hidrico a que estdo submetidas as espécies de Orchidaceae estudadas.

Em O. barbaceniae e O. blancheti foram observados, eventualmente, alguns estdmatos
geminados, com células-guardas em comum (Fig. 15), como também observado em espécies de
Sphronitis (Widholzer 1993) e de Oncidium (Leiria 1997). Em Z. brachypetalum e Z. mackaii
estdmatos, aos pares, foram observados separados por células subsidiarias paralelas as células-

guardas (Fig. 13).

b. Mesofilo
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O mesofilo € homogéneo (Figs 8 a 11, 20 e 21), portanto ndo diferenciado em
parénquima palicadico e esponjoso, sendo constituido por: hipoderme, parénquima clorofiliano e
grupos de fibras. Com base na literatura consultada, pode-se afirmar que a maioria das espécies
de Orchidaceae apresenta mesofilo homogéneo (Oliveira 1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993,
Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994, Leiria 1997, Oliveira & Sajo 1999, Stern et al.
2004, entre outros).

A hipoderme ocorre em O. barbaceniae, O. blancheti e Z. brachypetalum junto a face
adaxial (Figs 6, 8 a 10 e 11) (Tab 2) sendo, em geral, continua e com células maiores do que as
epidérmicas. Suas paredes sdo espessadas, principalmente, em O. blancheti. Algumas paredes séo
mais espessas do que outras e apresentam pontoagdes comunicando tanto células hipodérmicas
adjacentes quanto as epidérmicas (Figs 8 e 10). Espacos intercelulares sdo pouco desenvolvidos.

As células hipodérmicas ndo mantém regularidade quanto a forma e o contetdo. Na
zona da nervura mediana mostram-se alongadas, mais volumosas e se comunicam diretamente
com o feixe vascular central (Figs 8 e 9). Nesta zona as células da hipoderme estdo dispostas em
duas camadas em O. barbaceniae (Figs 6 e 8) e trés a quatro camadas em O. blancheti (Fig. 9).
A hipoderme é um elemento comum entre os xerofitos (Esau 1977, Cutter 1978), podendo
apresentar células maiores que as epidérmicas e com forte espessamento nas paredes (Withner et
al. 1974). Sua funcgéo esta associada a acimulo de &gua e sustentacdo (Metcalfe 1979). Williams
(1972, 1974) considera a hipoderme como uma estratégia adaptativa e afirma que as
caracteristicas dessas células, como tamanho e forma, constituem em critérios de grande utilidade
taxonémica podendo ser usada, por exemplo, como elemento adicional para classificar distintos
grupos dentro do género Oncidium.

O numero de estratos celulares do mesofilo é variavel, sendo evidente uma diminuicéo
no tamanho das células em direcdo a face abaxial (Figs 8 a 10). Entre os feixes vasculares,
encontram-se, muitas vezes, células grandes, elipticas a ovaladas, apresentando o eixo maior
paralelo a epiderme, algumas das quais com as paredes mais espessadas do que as demais.
Descricdo semelhante foi registrada para duas espécies de Oncidium (Leiria 1997).

Idioblastos contendo cristais do tipo rafides, de oxalato de calcio, visualizados em
ambas as faces, distribuem-se aleatoriamente no mesofilo (Figs 7, 8, 11 e 12). Em segdes
longitudinais, esses idioblastos sdo bastante alongados e as rafides estdo agrupadas em feixes,
geralmente orientadas paralelamente ao eixo longitudinal da folha. Em O. barbaceniae e O.

blancheti aparentemente, os idioblastos ocorrem preferencialmente nas proximidades das
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faces adaxiais e abaxiais da epiderme, podendo, as vezes compor a hipoderme (Fig. 8). Em O.
blancheti foram observados monocristais pequenos, em outras células. A presenca de tais
idioblastos € bastante documentada para as Orchidaceae (Oliveira 1982, Pridgeon 1982, Pridgeon
& Stern 1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993, Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994,
Leiria 1997, Oliveira & Sajo 1999, Zanengo-Godoy & Costa 2003, Stern et al. 2004) e acredita-
se que o oxalato de célcio contribua para tornar as plantas menos palataveis aos animais, frisando,
no entanto, que a funcdo do oxalato na biologia vegetal é questdo ainda controvertida (Mauseth
1995). Bonates (1993) encontrou idioblastos com rafides em Encyclia calamaria provavelmente
relacionados ao balanco idnico e osmoregulacdo da planta.

Em O. blancheti duas séries de grupos de fibras esclerenquimaticas posicionam-se
abaixo da epiderme, interrompendo a continuidade da hipoderme e, também de forma dispersa
pelo clorénquima (Fig. 10). Em O. barbaceniae os grupos de fibras estdo presentes em uma Unica
série, alternando-se em grupos de maior nimero de células com os de menor nimero (Figs 6 e
8). Tais grupos de fibras foram relatados para espécies de Orchidaceae, sendo esta caracteristica
relacionada com a resisténcia mecanica em casos de desidratacdo (Oliveira 1982, Ferreira 1992,
Widholzer 1993, Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994, Leiria 1997, Oliveira & Sajo
1999, Stern et al. 2004).

Em Z. brachypetalum e Z. mackaii muitos amiloplastos foram evidenciados pelo teste
de lugol, nas células do clorénquima, especialmente nas células proximas aos feixes vasculares.
Segundo Ferreira (1992), ndo obstante sua larga ocorréncia, tais componentes celulares ainda ndo
haviam sido mencionados em trabalhos sobre a anatomia foliar das Orchidaceae. O autor

encontrou graos de amido nas 20 espécies analisadas da sutribo Pleurothallidinae.

¢. Sistema Vascular

O sistema vascular é constituido por feixes colaterais, de formato ovalado e dimensdes
bastante variaveis (Figs 6 a 12 e 26 a 28).

Os feixes vasculares possuem disposicdo paralela, sendo a vascularizacdo da regido
da nervura mediana mais facilmente identificavel externamente, devido a sua posi¢do e maior
calibre. Os feixes localizam-se em wuma Unica série, na qual os diferentes tamanhos

encontram-se alternados (Figs 6, 9, 10, 11 e 12). Em Z. brachypetalum e Z. mackaii o feixe

63



vascular, na regido da nervura mediana, € bem desenvolvido indo de uma epiderme a outra, sendo
os feixes laterais de menor calibre (Figs 21 e 22).

Em Z. brachypetalum na nervura mediana da lamina foliar ocorre a presenca de dois
pequenos feixes acessérios, um de cada lado (Fig. 21). Estes sdo delimitados por fibras, cujas
paredes podem ser mais espessas do que as que envolvem o feixe de maior porte. Em O.
barbaceniae verifica-se a presenca de dois grupos de células de floema rodeados por fibras,
situados um de cada lado da nervura mediana. O mesmo ocorre em Oncidium flexuosum (Leiria
1997). Estas caracteristicas sdo de utilidade taxonémica para separacdo das espécies estudadas.

Xilema e floema sdo delimitados por uma bainha de fibras (Figs 6, 9, 21 e 22). Fibras
também formam calotas e concentram-se nos pélos (Figs 6 a 12). Entre o xilema e o floema dos
feixes menores ocorrem células parenquimaéticas lignificadas que apresentam muitas pontoacdes
nas paredes. No caso de feixes vasculares maiores ha, muitas vezes, fibras entre xilema e floema.
Em O. barbaceniae e O. blancheti, as fibras apresentam-se mais numerosas e de paredes mais
espessas nos poélos do floema (Figs 6 e 9). Este carater também foi registrado para outras
especies de Orchidaceae (Leiria 1997, Widholzer 1993), sendo considerado xeromorfico (Rudall
1986) (Tab. 2).

Através da maceracdo do sistema vascular, pdde-se observar que as fibras variam
quanto ao comprimento, largura e calibre. Os elementos condutores do xilema estéo
representados por traqueides de varios tamanhos, cujas paredes mostraram espessamento
reticulado e escalariforme em O. barbaceniae e O. blancheti e espiralados em Z. brachypetalum e
Z. mackaii. Elementos de vasos estreitos e alongados com paredes de espessamento escalariforme
foram visualizados em Z. brachypetalum, o que sugere que esta espécie atingiu um estadio de
desenvolvimento evolutivo relativamente avancado em relacdo as demais. Segundo Metcalfe
(1963), entre as monocotiledéneas mais derivadas, os elementos condutores sdo constituidos de

elementos de vaso.

3. Anatomia radicular

a. Velame

As espécies analisadas apresentaram velame pluriestratificado, com espessamento nas

paredes (Figs 24 a 27). A ocorréncia de velame, em raizes, foi registrada em vérias
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especies de orquideas e correlacionadas ao habito epifitico (Cutter 1980, Fahn 1987, Mauseth
1988). Entretanto, em trabalhos posteriores, também foi relatada a existéncia de velame em raizes
de espécies terrestres de Orchidaceae. Todas as espécies de orquideas terrestres, estudadas por
Tissot (1991), apresentaram velame que variou quanto & estrutura da parede e o ndmero de
camadas celulares. Segundo a autora, isso mostra que o velame ndo é uma exclusividade de
plantas com habito epifitico. A origem do velame, em plantas terrestres, permanece ndo
esclarecida. E possivel que aparecam nas espécies estudadas devido ao ambiente extremo em que
se encontram o qual se assemelham as condic¢Bes de plantas epifiticas, quanto a disponibilidade
de agua e de nutrientes. Uma outra hipétese seria a de que essa caracteristica seja relictual para a
familia que, possivelmente, evoluiu como plantas epifitas, sendo que alguns géneros retornaram a
forma de vida terrestre em virtude de modificagcGes ambientais pretéritas (Barros 1996).

O velame das orquideas funciona como uma esponja (a entrada de &gua é puramente
passiva), permitindo que a raiz mobilize uma reserva temporaria, mas, altamente acessivel, tanto
de &4gua quanto de sais minerais (Benzing et al. 1982). Uma vez em contato com esses fluidos, o0s
mesmos penetram no velame por capilaridade (Esau 1977, Benzing et al. 1983). Benzing et al.
1983 atribuiram ao velame uma funcdo de protecdo mecénica, quando ele se encontra vazio, isto
é, com células cheias de ar. Por outro lado, Dycus & Knudson (1957) verificaram que na regido
apical da raiz, onde o velame apresenta células vivas, ocorre absorcdo de agua e nutrientes, mas
como essa regido € reduzida, sua capacidade de absor¢éo seria insignificante.

O numero de estratos no velame das espécies estudadas é varidvel (Figs 24 a 27),
inclusive entre espécies do mesmo género. Em O. barbaceniae, varia de 4 a 6, mas na maior parte
das vezes 5; em O. blancheti 6 a 8 estratos sendo comum 8; em Z. brachypetalum, de 5 a 6,
predominando 6 e em Z. mackaii, de 7 a 8 estratos, com predominancia de 8. Nestas espécies, 0
espessamento da parede se da por depdsitos de faixas helicoidais e ocorrem campos primarios de
pontoacOes nas paredes (Figs 28 e 30). Segundo Goebel & Suessenguth (1922 apud Sanford &
Adanlawo 1973), os campos primarios de pontoacdes facilitam a absorcédo de agua. Consideravel
valor taxondmico pode ter as estriacdes das paredes, lignificacdo do velame e exoderme e,
possivelmente, a freqiiéncia das células-de-passagem (Sanford & Adanlawo 1973). A forma do
espessamento da parede (em faixas, helicoidal, em espiral) é constante dentro de uma mesma
especie, mas pode variar entre as espécies de mesmo género sendo um parametro Util para a

taxonomia.
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Nas paredes das células do velame, em contato com as celulas-de-passagem da
exoderme observou-se tilossomos do tipo esponjoso (Figs 26, 29 e 30). Pridgeon et al. (1983)
sugeriram que estas estruturas seriam responsaveis pela absor¢do ou condensacdo do vapor de
agua da atmosfera, atuando como um reservatorio de &gua que preveniria a dessecacdo dos
tecidos internos. Segundo Benzing et al. (1982), os tilossomos sdo precisamente regifes de
entrada de agua, onde a extensdo de parede solida entre o velame morto e o simplasto da raiz é

menor que em qualquer outro ponto da interface velame-exoderme.

b. Cortex

Sdo diferenciadas trés regibes no cOrtex das quatro espécies analisadas: exoderme,
parénquima cortical e endoderme (Figs 23 a 27, 31, 33 e 34).

A exoderme, camada mais externa é uniestratificada (Figs 23 a 27). Dentre as células
da exoderme, algumas se diferenciam como células-de-passagem que se apresentam
aproximadamente isodiamétricas com nucleos volumosos e nucléolos evidentes (Figs 23 a 27).
Em Z. brachypetalum e Z. mackaii, comparando-se as imagens em corte transversal e
longitudinal, verifica-se que as células exodérmicas sdo volumosas e altas, enquanto as células-
de-passagem sdo menores (Fig. 27). Em muitas espécies, as células exodérmicas, de passagem ou
ndo, apresentam o mesmo formato nos cortes transversais (Stern et al. 2004).

Exoderme uniestratificada, constituida de células longas de paredes espessadas
entremeadas por células-de-passagem, foi observada na maioria das raizes portadoras de velame
(Withner et al. 1974, Benzing et al. 1982, Pridgeon & Stern 1982, Benzing et al. 1983, Pridgeon
et al. 1983). Em orquideas, acredita-se que a exoderme esteja envolvida com a diminuicdo da
transpiracdo pelas raizes (Sanford & Adalawo 1973, Bensing et al. 1982, Bensing et al. 1983).

O espessamento na parede das celulas da exoderme é variavel (Figs 23 a 27). As
células-de-passagem e as demais exodérmicas apresentam espessamento na parede “tipo «]”
(Figs 29 a 35). As células da exoderme podem apresentar espessamento em suas paredes
anticlinais (Sanford & Adalawo 1973), nas paredes anticlinais e periclinais externa (Pridgeon &
Stern 1982, Benzing et al. 1983), ou em todas elas (Benzing et al. 1982, Pridgeon & Stern 1982,
Benzing et al. 1983, Pridgeon et al. 1983, Tissot 1991).
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Na regido cortical, internamente a exoderme, as células sdo volumosas e isodiamétricas,
com paredes delgadas, com arranjo compacto (Figs 24, 31, 33 e 34). Entretanto, em O.
barbaceniae, algumas células corticais sdo mais volumosas de paredes espessas (Fig. 24),
conforme ja citado na literatura para Mesadenella cuspidata e Liparis nervosa (Tissot 1991) e
Laelia anceps e Cattleya trianea (Napp-Zinn 1953 apud Tissot 1991). Segundo Olatunji &
Nengim (1980) tais células seriam responsaveis por reter agua e oferecer suporte mecanico,
evitando o colapso do tecido durante a dessecacao.

Micorrizas, em diferentes estaddios de desenvolvimento, foram identificadas nas raizes
das espécies estudadas (Figs 23 a 26, 31, 32, 35 e 36). Inclusive, hifas micorrizicas foram
observadas no velame, atravessando as células-de-passagem em direcdo ao cortex em O.
blancheti e Z. brachypetalum (Figs 35 e 36). A infeccdo por micorrizas atinge uma area
relativamente grande do parénquima cortical, ocupando grande parte do interior de algumas
células (Figs 41 e 42). A infeccdo assemelha-se aos pélotons descritos por Hadley & Williamson
(1972) e Benzing & Friedman (1981). Para Arditti & Ernst (1974), planta-fungo co-evoluiram em
uma relacdo mutualistica, garantindo o intercambio de substancias nitrogenadas, vitaminas e/ou
seus precursores, carboidratos, minerais e hormoénios.

Idioblastos contendo cristais do tipo rafides ocorrem esparsamente por todo o cértex nas
especies analisadas (Figs 23, 37 e 38). Em secdes longitudinais, esses idioblastos sdo alongados
e as rafides estdo agrupadas em feixes (Figs 23 e 38). A presenca de rafides é muito comum em
Orchidaceae, ndo s6 em raizes, mas principalmente nelas (Oliveira 1982, Ferreira 1992, Tissot
1991, Stern & Whitten 1998, Stern & Judd 2001, Stern et al. 2004).

Nas espécies estudadas, grdos de amido foram visualizados como estruturas
anisotrépicas, sob luz polarizada, nas células corticais, correspondendo ao tecido de reserva
destes Orgdos. Esta caracteristica foi registrada no cortex das seis espécies de Orchidaceae
estudadas por Tissot (1991).

A endoderme, camada mais interna do cortex, € uniestratificada nas quatro espécies
estudadas (Figs 32 a 34 e 39). Apresenta células de paredes espessas alternadas com células de
parede delgada localizadas opostamente aos polos de protoxilema (Figs 32 a 34 e 39) e
denominadas células-de-passagem da endoderme. Nestas, o depdsito de lignina nas paredes é
mais restrito que nas demais celulas. Endoderme com espessamento nas paredes foi descrita em
varias espécies de orquideas (Hass & carathers 1975, Pridgeon & Stern, 1982, Singh 1986,

Pridgeon 1983, Tissot 1991 entre outros). A exoderme, em conjunto com a endoderme, diminui o
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refluxo de ions acumulados no cilindro central e no cortex, dificultando a sua perda para a
solucdo do solo (Steudle 2001). Acredita-se, também, que as células-de-passagem da endoderme
sejam responsaveis pelo movimento seletivo de ions do cdrtex para o cilindro vascular (Mauseth
1988).

¢. Cilindro vascular e medula

Nas quatro espécies estudadas, o cilindro vascular é delimitado pelo periciclo
unisseriado e, parcialmente esclerificado, com células de paredes espessas alternando com células
de parede delgada (Figs 32 a 34 e 39).

O xilema encontrado é poliarco (Figs 32 a 34 e 39), com uma média de 18 a 20 pdlos
de protoxilema em Z. brachypetalum, de 10 a 11 em O. blancheti e Z. mackaii e de 9 a 10 em O.
barbaceniae. Rosso (1966) e Singh (1986) observaram que, em orquideas, este nimero varia
tanto em raizes da mesma espécie quanto em diferentes regides de uma mesma raiz.

A porcdo central da raiz é ocupada por uma medula (Figs 32 a 34 e 39) constituida por
células volumosas de paredes delgadas. Apenas em O. blancheti as paredes sdo espessas e
pontoadas (Fig. 32). Os elementos de conducdo do xilema dispdem-se em grupos alternados com
o floema. Células esclerificadas estdo associadas entre 0s grupos (Figs 32 a 34 e 39). O floema é,
em geral, constituido de poucas células condutoras e de diametro reduzido. Esta distribuicdo de
tecidos vasculares e medulares ocorre em todas as espécies analisadas, neste trabalho, e, também
na maioria das orquideas até hoje examinadas (Rosso 1966, Pridgeon & Stern 1982, Singh 1986,
entre outros).

As fibras variam no comprimento, largura e calibre. Os elementos condutores do xilema
sdo elementos de vaso, alongados e estreitos, com espessamento de parede escalariforme ou
pontoado e placa de perfuracdo escalariforme ou simples, nas espécies estudadas (Fig. 40).
Elementos de vaso foram descritos em raizes de algumas espécies de orquideas (Cheadle 1942,
Rosso 1966, Pridgeon & Stern 1982), inclusive esses elementos condutores predominam dentre

as monocotiledéneas mais derivadas (Metcalfe 1963).
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Conclusoes

As plantas observadas neste estudo, apesar de serem considerados terrestres, apresentam
caracteristicas anatdbmicas observadas em plantas de habitos epifiticos.

Os caracteres anatbmicos analisados sdo comuns nas Orchidaceae e nos géneros
analisados. As quatro espécies apresentam laminas foliares coriaceas, assumindo a forma de “V”
aberto, pseudobulbos e raiz com velame, capacitando assim, a espécie a ocupar nichos mais
ensolarados e com fortes restricdes hidricas, como € o caso em estudo.

Avaliando-se a morfologia vegetativa e a anatomia de Oncidium blancheti e O.
barbaceniae verifica-se que sdo bem parecidas. As diferencas entre as duas espécies estdo
basicamente na presenca da hipoderme, que na regido da nervura mediana apresenta duas
camadas em O. barbaceniae e trés a quatro camadas em O. blancheti. Outra diferenca marcante é
gue em O. blancheti duas séries de grupos de fibras esclerenquimaticas posicionam-se abaixo da
epiderme, interrompendo a continuidade da hipoderme e, também de forma dispersa pelo
clorénquima, enquanto em O. barbaceniae o0s grupos de fibras estdo presentes em uma Unica
série, alternando-se em grupos de maior nimero de células com os de menor nimero.

Zygopetalum mackaii e Z. brachypetalum compartilham de caracteres anatdmicos como:
mesofilo homogéneo, velame pluriestratificado, exoderme com espessamento apenas nas paredes
periclinais externas e presenca de amido. Entretanto, Z. brachypetalum apresenta caracteres
exclusivos, possuindo nervura mediana da lamina foliar com um feixe grande e dois feixes
acessorios de pequeno porte, um de cada lado, presenca de hipoderme, além de elementos de
vasos estreitos e alongados, cujo espessamento da parede € escalariforme.

A presenca de pseudobulbos, folhas coridceas hipoestomaticas, estdmatos protegidos
por projecOes e com poros obliterados, células epidérmicas com pontoacdes na parede, cuticula
mais espessada na face adaxial, hipoderme, grupos de fibras no mesofilo, idioblastos, feixes
vasculares envolvidos por fibras, velame pluriestratificado permite concluir que as espécies sao
xeromorfas e, que tais caracteristicas se relacionam com estratégias adaptativas, para um efetivo

controle de fluxo hidrico dentro do limbo foliar.
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Tabelas e Figuras
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Tabela 1- Orchidaceae presentes na sub-serra “Totem deitado”, Serra das Cabecas, Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro-MG. A classificacdo apresentada é a proposta por Dressler 1993. A ocorréncia das
espécies se baseia nas obras de Pabst & Dungs 1975.

Subfamilia Tribo Subtribo Espécie Ocorréncia

Epidendroideae  Maxillarieae Oncidiinae Oncidium barbaceniae Lindl. MG/RJ/SP/PR

Epidendroideae  Maxillarieae Oncidiinae Oncidium blancheti Rchb. F.  PE/BA/RJ/PR/ SC/IMG/
Bolivia

Epidendroideae = Maxillarieae  Zygopetalinae ~ Zygopetalum brachypetalum ES/RJ/SP/PR/ISC/MG
Lindl.

Epidendroideae = Maxillarieae ~ Zygopetalinae ~ Zygopetalum mackaii Hook. ES/RJI/SP/IRS/ISC/IMG

Tabela 2. Caracteres presentes em quatro espécies de Orchidaceae presentes na sub-serra “Totem deitado”,
Serra das Cabecas, Parque Estadual da Serra do Brigadeiro-MG.

+ = presentes; - = ausentes; ad = adaxial; ec = espessura da cuticula; ea = estdmatos abaxial com poro
protegido; gf = grupo de fibras; ic = idioblastos cristaliferos; hi = hipoderme; es = estratos do mesofilo; fc

= feixes colaterais; fb = fibras associadas aos feixes.

Epiderme Mesofilo Feixe
vascular
Espécie Pseudobulbo
Ad ec ea | gf ic hi es | fc fb
Oncidium barbaceniae + maiores| Ad+ | + | + | + | + | 9 | +  +
++ | estriada
Oncidium blancheti + maiores| Ad+ | + | + |+ | + | 7| +  +
++ | estriada
Zygopetalum + maiores| Ad+ | + | - |+ | + [ 11| +  +
brachypetalum + -
Zygopetalum mackaii + maiores| Ad+ | + | - | + | - | 9 | + | +
+ -
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Figuras 1 a 5. Caracterizacdo das Orchidaceae estudadas.

Fig. 1- O. barbaceniae.

Fig. 2 e 3- O. blancheti, sendo a fig. 3 detalhe do pseudobulbo.
Fig. 4- Z. mackaii.

Fig. 5- Z. brackypetalum.






Figuras 6 a 10. Cortes transversais da lamina foliar de O. barbaceniae e O.
blancheti. 8 e 9- Cortes a méao livre corados com azul de astra e safranina,
0s demais foram incluidos em historesina e corados com azul de toluidina
em pH acido.

Fig. 6 a 8- Cortes evidenciando regido mediana e regido do bordo da lamina
foliar de O. barbaceniae, respectivamente. Abreviagdes: hipoderme (hi),
grupo de fibra (gf), mesofilo homogéneo (mh), feixe vascular (fe), calota de
fibras (cf), xilema (xI), floema (fl), rafides (rf), cuticula (Ct), pontoacdes
(pt), célula da hipoderme com parede espessa (He).

Fig. 9 e 10- Cortes da lamina foliar de O. blancheti mostrando a regido
mediana e dando destague ao mesofilo, respectivamente. Abreviagoes:
hipoderme (hi), grupo de fibra (gf), mesofilo homogéneo (mh), feixe
vascular (fe), calota de fibras (cf), xilema (xlI), floema (fl), rafides (rf),
cuticula (Ct), pontoacBes (pt), célula da hipoderme com parede espessa
(He) e estbmato (Es).






Figuras 11 a 16. Caracterizacdo estrutural da lamina foliar de Z.
brackypetalum, Z. mackaii, Oncidium barbaceniae e O. blancheti.

Fig. 11- Corte transversal corado com azul de toluidina em pH &cido da
lamina foliar de Z. brackypetalum dando destaque ao mesofilo.
Abreviacdes: mesofilo homogéneo (mh), hipoderme (hi), rafides (rf) e
feixe vascular (fe).

Fig. 12- Corte transversal da regido do bordo da lamina foliar de Z.
mackaii, corado com azul de toluidina em pH &cido. Abreviacdes:
pontoacdes (pt), rafides (rf) e feixe vascular (fe).

Fig. 13- Dissociagdo de Z. mackaii corada com safranina evidenciando
estdmatos na face abaxial.

Fig. 14- Dissociagdo de Z. brackypetalum corada com safranina
detalhando um estdmatos na face abaxial.

Fig. 15- Dissociacdo de O. barbaceniae corada com azul de astra e
safranina evidenciando estdmatos na face abaxial, inclusive em alguns
locais estbmatos geminados (eg).

Fig. 16- Corte transversal corado com azul de toluidina em pH &cido da
lamina foliar de O. blancheti. Abreviagdes: epiderme (ep), cdmara
subestomatica (cs), cAmara supraestomatica (sp) e grupos de fibras (gf).






Figuras 17 a 22. Caracterizacéo estrutural da lamina foliar de Oncidium
barbaceniae, O. blancheti, Zygopetalum mackaii e Z. brackypetalum. 19
a 22- Cortes transversais corados com azul de toluidina em pH &cido.

Fig. 17 e 18- Superficies abaxiais de O. barbaceniae e O. blancheti em
microscopia eletronica de varredura mostrando estématos (Et) e hifas
fangicas (hf), respectivamente.

Fig. 19- Corte da lamina foliar de Z. mackaii evidenciando, epiderme
(ep), camara subestomatica (cs), camara supraestomatica (sp) e
pontoacdes (pt).

Fig. 20- Cortes de Z. mackaii destacando o mesofilo foliar. Abreviacgoes:
epiderme (ep), cuticula (Ct), mesofilo homogéneo (mh) e feixe vascular

(fe).

Fig. 21 e 22- Cortes da lamina foliar de Z. brackypetalum mostrando a
regido da nervura mediana e dando destaque ao feixe vascular na fig. 22.
Abreviacdes: projecdes papilosas (pp), hipoderme (hi), mesofilo
homogéneo (mh), feixes acessorios (fa), calota de fibras (cf), xilema (xI)
e floema (fl).






Figuras 23 a 30- Caracterizacdo da por¢do mediana da raiz de Oncidium
barbaceniae, O. blancheti, Zygopetalum mackaii e Z. brackypetalum. 23
a 26- secdes observadas em microscopia de luz. Fig. 23, 25 e 26- Cortes
corados com azul de toluidina em pH acido. 27 a 30- secdes em
microscopia eletronica de varredura.

Fig. 23- Corte longitudinal de O. barbaceniae dando énfase a presenca
de rafides (rf). Abreviacdes: velame (ve), exoderme (ex), micorriza (mi).

Fig. 24- Corte transversal de O. barbaceniae feito a mdo livre e corada
com azul de astra e safranina, evidenciando células de paredes
espessadas (Pe) no cortex (ct). Abreviacgdes: velame (ve), exoderme (ex),
micorriza (mi).

Fig. 25 e 26- Cortes transversais evidenciando a regido do velame e a
exoderme de O. blancheti e Z. mackaii, respectivamente. Abreviagdes:
velame (ve), exoderme (ex), célula-de-passagem (cp), micorriza (mi),
cortex (ct) e rafides (rf).

Fig. 27- secdo longitudinal de Z. brackypetalum dando énfase a regido
do velame e cortical. Abreviacbes: velame (ve), exoderme (ex), célula-
de-passagem(cp) e cortex (ct).

Fig. 28- secdo transversal de Z. mackaii evidenciando camadas de
velame com celulas de paredes espessadas helicoidalmente (eh) e
pontoadas (pt).

Fig. 29- secdo transversal de O. barbaceniae mostrando tilossomos (ti)
no velame acima da célula-de-passagem (cp) da exoderme.

Fig. 30- secdo transversal de O. blancheti mostrando tilossomos (ti) no
velame (ve) acima da célula-de-passagem (cp) da exoderme e paredes do
velame espessadas helicoidalmente (eh) .






Figuras 31 a 36. Caracterizagéo estrutural da por¢cdo mediana da raiz de
Oncidium blancheti, Zygopetalum brackypetalum e Z. mackaii. Fig. 31 a
35- Cortes corados com azul de toluidina em pH acido. Fig. 36- Corte
feito a mao livre e corado com azul de astra e safranina.

Fig. 31le 32- Cortes transversais evidenciando a regido cortical e o
cilindro vascular de O. blancheti, respectivamente. Abreviacdes: cortex
(ct), micorrizas (mi), endoderme (en), periciclo (pe), xilema (xI), floema
(f) e medula (me).

Fig. 33 e 34- Cortes transversais evidenciando a regido cortical e 0
cilindro vascular de Z. brackypetalum e Z. mackaii, respectivamente.
Abreviacdes: cortex (ct), endoderme (en), periciclo (pe), xilema (xl),
floema (fl) e medula (me).

Fig. 35- Corte longitudinal de O. blancheti dando énfase a presenca de
hifas fungicas (hf) chegando ao cortex através das células de passagem
(cp) da exoderme. AbreviacOes: velame (ve) e espessamento em rede

(er).

Fig. 36- Corte transversal de Z. brackypetalum mostrando a entrada de
hifas fungicas (hf) no cortex pela célula-de-passagem(cp) da exoderme.
Abreviacoes: velame (ve) e exoderme (ex).






Figuras 37 a 40. Caracterizacdo estrutural da porcdo mediana da raiz de
Oncidium barbaceniae e Z. brackypetalum. 37 e 38- secOes em
microscopia eletronica de varredura. 39 e 40- secOes observadas em
microscopia de luz.

Fig. 37- secdo transversal de O. barbaceniae evidenciando a presenca de
rafides (rf).

Fig. 38- secdo longitudinal de Z. brackypetalum mostrando a regido do
velame e cortical, dando énfase na presenca de rafides (rf).

Fig. 39- sec¢do transversal de O. barbaceniae feita a méo livre e corada
com azul de astra e safranina evidenciando a regido cortical e o cilindro
vascular. Abreviacbes: cortex (ct), parénguima esclerificado (PE),
endoderme (en), periciclo (pe), xilema (xl), floema (fl) e medula (me).

Fig. 40- Macerado de Z. brackypetalum corado com safranina.






Capitulo 111

Anatomia foliar e radicular de cinco espécies de
Orchidaceae ocorrentes em um campo de altitude no

Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (MG)
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Resumo

Anatomia foliar e radicular de cinco espécies de Orchidaceae ocorrentes em um campo

de altitude no Parque Estadual da Serra no Brigadeiro (MG).

Foram estudadas Cleistes gracilis, Habenaria hydrophila, H. janeirensis, H. macronectar e
Prescottia montana, com objetivo de caracterizar, anatomicamente, as raizes e as folhas,
identificando caracteres anatdmicos Uteis na interpretacdo de estratégias adaptativas, e que
também possam auxiliar na resolucdo de problemas taxonémicos da familia. Folhas
expandidas e raizes foram coletadas em populagdes nativas, em um campo de altitude na
Serra do Brigadeiro/MG. As amostras foram incluidas em metacrilato ou cortadas em
micrétomo de mesa e 0s cortes corados com azul de toluidina, pH 4,0 ou azul de
astra/safranina, respectivamente. As laminas foram montadas em resina sintética ou em
gelatina glicerinada. Epidermes foliares foram dissociadas e procedeu-se a maceracdo de
folhas e raizes. Amostras radiculares foram avaliadas ao microscdpio eletrénico de varredura.
Os testes histoquimicos aplicados foram: sudan IV e sudan black para lipidios; floroglucina
para lignina; lugol para amido. As cinco espécies completam seu ciclo antes do periodo seco,
possuindo reducdo periddica das partes aéreas. Caracteres anatbmicos que se relacionam entre
as espécies estudadas sdo: folhas hipoestomaticas, estdmatos anomociticos com cristas,
auséncia de tricomas e fibras, mesofilo homogéneo, velame uni e biestratificado. As
diferencas observadas foram encontradas no formato e altura das células epidérmicas,
espessamento da cuticula, presenca de cloroplasto na epiderme, elemento condutor do xilema,
espessamento das paredes do velame, exoderme, espacgo intercelular no cortex, idioblastos
cristaliferos com rafides e nimeros de pdlos do xilema. Uma vez que a morfologia vegetativa
externa é semelhante entre espécies de Habenaria, varias diferencas anatbmicas observadas, e
outras compiladas de trabalhos anteriores, evidenciaram que a anatomia do género pode
fornecer subsidios para a taxonomia. O presente trabalho contribui para a identificacdo das
especies analisadas, mesmo quando em forma vegetativa, pois com a utilizacdo de caracteres

anatdmicos da lamina foliar foi possivel identificar as espécies.

Palavras chaves - Anatomia radicular e foliar, Orchidaceae, Estratégias adaptativas
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Abstract

Radicular and foliar anatomy of five species of Orchidaceae in altitude field in the State

Park of Serra do Brigadeiro (MG).

This study evaluated the species Cleistes gracilis, Habenaria hydrophila, H. janeirensis, H.
macronectar e Prescottia montana, aiming to characterize anatomically, their roots and
leaves, identifying anatomical characteristics helpful to the interpretation of adaptative
strategies and to the solution of taxonomic problems. The samples collected at Serra do
Brigadeiro/MG were included in methacrylate and cut in rotary microtome. The sections were
stained with toluidine blue, pH 4,0, and mounted in synthetic resin. Freehand sections were
stained with astra blue/safranina and the slides mounted in glycerinated jelly. Foliar
epidermises were dissociated and roots and leaves macerated. The histochemical tests applied
were: sudan 1V and sudan black B for lipids; phloroglucin for lignin; lugol for starch. The five
species complete their cycle before dry time, with periodic reduction of aerial part.
Anatomical features observed among the studied species are: hypostomatic leaves,
anomocytic stomata, absence of trichome and fibers, homogeneous mesophyll, uni and
bistratified velamen. The differences are found in the shape and height of epidermic cells,
cuticle thickness, chloroplasts in the epidermis, conductor element, velamen wall thickness,
exoderm, intercellular space in the cortex, raphide crystal idioblast and pole number of xylem.
A data compilation of studies done before with Habenaria and several anatomical differences
observed in this study may provide subsidies to the taxonomy. This study contributes to the

identification of analyzed species, even in vegetative stage, through leaf anatomical features.

Key-words: Radicular and foliar anatomy, Orchidaceae, Epidendraeae, Adaptive strategies.
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Introducao

Orchidaceae ¢ uma das maiores familias dentre as Magnoliophyta e estima-se que
19500 mil espécies tenham sido descritas, 0 que corresponde a uma grande diversidade de
formas. Existem, ainda, alguns hibridos naturais e, anualmente, séo registrados centenas deles
produzidos pelo homem (Dressler 1993). Pabst & Dungs (1975), na ultima revisdo das
especies brasileiras, apontaram cerca de 2350 espécies e 191 géneros. Atualmente acredita-se
gue este nimero aproxima-se de 2400 espécies (Barros 1996).

A familia esta inserida dentro da ordem Orchidales, apresentando os caracteres mais
derivados dentro da subclasse Liliidae (Cronquist 1981). Exibem caracteristicas altamente
especializadas para atrair insetos e propiciar a polinizacao cruzada (Dressler 1993).

A familia apresenta, ainda, muitas indefinicGes taxondmicas. Embora haja, na
literatura, algumas tentativas de reunir informacdes importantes a este respeito (Sanford 1974
e Withner et al. 1974), elas estdo ainda muito longe de proporcionarem uma visdo abrangente
e realista acerca da anatomia, ecofisiologia e taxonomia do grupo, bem como, suas inter-
relacdes.

Segundo Arditti (1992), a classificacdo das Orchidaceae, para que seja 0 mais Util e 0
mais proximo da realidade, deve estar baseada em um numero variado de critérios, entre 0s
quais, a anatomia.

As espécies de orquideas estudadas estdo presentes em campo de altitude, no Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), mais especificamente na Serra das Cabecgas. Os
campos de altitude sdo diferentes dos campos rupestres quanto a litologia e as vegetacoes
circunvizinhas. Enquanto os campos rupestres ocorrem sobre quartzitos e arenitos, em geral
associados ao cerrado, caatinga e matas de galeria, os campos de altitude ocorrem sobre
rochas granitdides e rochas intrusivas acidas, ligados a mata atlantica (Moreira & Camelier
1977, Caiafa 2002, Benites et al. 2003).

As espécies que ocorrem neste campo de altitude possuem um alto poder de adaptacéo
a diferentes ambientes (Bensing et al. 1982), particularmente, por apresentarem organizagédo
de suas partes vegetativas notavelmente diversas (Dressler 1993). Trata-se de organismos
extremamente especializados que ocupam uma diversidade de habitats e de nichos ecoldgicos,
ocorrendo até em ambientes extremos como mares, desertos e topos frios de montanhas (Hunt
1985) e apresentando uma série de adaptacdes morfoldgicas, anatémicas e fisioldgicas.

O presente estudo teve por objetivo caracterizar anatomicamente as raizes e as folhas

de cinco espécies de Orchidaceae, ocorrentes em um campo de altitude (PESB), auxiliar na
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resolugdo de problemas taxondmicos da familia, bem como, identificar caracteres anatbmicos
que possam ser Uteis na interpretagdo das estratégias adaptativas.
Material e Métodos

O material boténico (Tab. 1) foi coletado na sub-serra denominada “Totem deitado” no
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro. O parque, que ocupa uma area de 13210 ha, esta
situado entre os meridianos 42°20° e 42°40°S e os paralelos 20°20"e 21°00°W (Engevix 1995)
e foi regulamentado criado por meio do Decreto n° 38.319 de 27/07/1996. Situa-se no Macico
Mantiqueira, entre os meridianos 42°20°e 42°40°S e os paralelos 20°20"e 21°00"W, estando
inserido na Zona da Mata de Minas Gerais (Engevix 1995). Ocupa uma area de 13210 ha,
abrangendo 8 municipios, totalizando 156,9 km de perimetro, constituindo em um conjunto
de serras. Uma das serras é denominada Serra das Cabecas e, nesta, encontra-se o “Totem
deitado” a 1.722m de altitude, possuindo uma éarea de aproximadamente seis hectares,
composta pela tipologia Campo de Altitude.

A classificacdo taxonémica apresentada € a proposta por Dressler (1993) (Tab. 1). Os
dados sobre a morfologia foram registrados em campo. O material testemunha foi coletado,
herborizado e incorporado ao acervo do Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa e
enviado aos especialistas, para confirmacdo da identidade taxonémica. Registros fotograficos
foram obtidos em campo com uma méaquina fotografica digital (Sony Cyber DSC-P10).

Para os estudos anatémicos e histoquimicos foram coletadas cinco raizes e trés folhas
totalmente expandidas de trés individuos de cada espécie. As amostras foram fixadas em
FAAs, (formaldeido, acido acético glacial e etanol 50% 5:5:90, v/v), por 48 horas, mantidas
sob vacuo, e estocadas em etanol 70% (Johansen 1940).

As porcdes das raizes e regido mediana da lamina foliar (zona da nervura mediana e
bordo) foram isoladas e incluidas em metacrilato (Meira & Martins 2003). Os blocos foram
cortados transversal e longitudinalmente, com espessura de corte de 8 um, em micrétomo
rotativo de avango automatico (RM 2155 - Leica), com a utilizacdo de navalhas de ago
descartaveis; os cortes foram corados com azul de toluidina em pH &cido. Cortes de materiais
frescos foram obtidos, conforme o interesse em confirmar algumas observac6es anteriores. As
laminas foram montadas em resina sintética (Permount) ou em gelatina glicerinada.

Epidermes foliares foram dissociadas pelo método de Jeffrey (Johansen 1940), coradas
em azul de astra e fucsina basica (Roeser 1972 apud Kraus & Arduin 1997) e as laminas
montadas com gelatina glicerinada.

Os testes histoquimicos aplicados foram: sudan 1V e sudan black para lipidios (Jensen
1962); floroglucina para lignina (Jensen 1962); lugol para amido (Johansen 1940).
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Amostras de raiz e de folha foram submetidas a maceracdo pelo método de Jeffrey
(Johansen 1940) e coradas com safranina (solucdo alcoolica 50%). As laminas foram
montadas com resina sintética (Permount), observadas e fotografadas em um fotomicroscépio
(Olympus AX 70 com sistema U-PHOTO).

Parte das amostras radiculares fixadas foi processada para avaliagdo em microscopio
eletronico de varredura (MEV). ApoOs a desidratacdo em série etilica, as amostras foram
levadas a secagem em ponto critico (FDU 010 Balzers- Alemanha), montadas em “stubs” e
metalizadas com ouro (Bozzola & Russel 1992). O registro fotogréfico foi feito em um
microscopio eletronico de varredura (modelo LEO 1430 VP, Inglaterra), do Nucleo de
Microscopia e Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa, MG.
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Resultados e Discussao

Os campos de altitude dispdem de grande disponibilidade de agua durante o verdo
chuvoso. Estes campos litdlicos estdo submetidos a um periodo mais seco (Fig. 1) com
intensa radiacdo solar e baixa temperatura durante o inverno. Nessa estacdo do ano,
esporadicamente, ocorrem fortes ventos, associados com nebulosidade e precipitagdo
atmosférica (Fig. 2), um fenémeno conhecido, localmente, como corrupiana. As corrupianas
sdo esporadicas mais ndo incomuns, conforme observado nas incursfes de campo durante este
trabalho e, também, relatadas por outros pesquisadores na Serra das Cabecas (Saporetti Junior
2004 comunicacao pessoal).

As populagdes foram encontradas sobre afloramentos de rocha granitdide (Figs 3 a
6). Observa-se que em P. montana (Fig. 6), as raizes aprofundam-se bastante no solo nao
compactado, ja em C. gracilis (Fig. 3) e nas populagdes das trés espécies de Habenaria (Fig.
4 e 5), as raizes estdo em manchas de solo raso, sendo visualizadas no ponto de drenagem de
aguas.

Sanford (1974) afirma que o principal fator restritivo a distribuicdo das Orchidaceae é
a disponibilidade de umidade atmosférica. O que nédo é problema no ambiente amostrado cujo
relevo e a altitude variam entre 1700 e 1722m exercendo importante influéncia nas
caracteristicas climaticas, amenizando as temperaturas e criando um clima tipicamente
serrano nas regides mais elevadas.

As cinco espécies completam seu ciclo antes do periodo seco. Para Ferri (1963), o
gue adapta uma vegetacdo ao ambiente é seu comportamento. Isso inclui capacidade de
diminuir o consumo de agua, de obter agua e, de principalmente, completar seu ciclo antes do
periodo seco.

Além da umidade atmosférica, o padrdo de distribuicdo das orquideas parece resultar
da necessidade de altas intensidades luminosas, sendo a composi¢do do substrato, na maioria
das vezes, de importancia secundaria (Johansson 1975). Isso deve ser levado em consideracdo
ja que os solos no local sdo rasos, muito permeaveis e carentes em nutrientes (Benites et al.
2003).

1. Morfologia do sistema subterrineo e aéreo

As espéecies apresentam raizes absorventes de diferentes tonalidades castanhas,
delgadas, com pélos longos, em quase toda a sua extensdo (Figs 7 e 8). Em P. montana, as

raizes sdo tenras, atingindo cerca de 1cm de diametro e, freglientemente, excedendo 20 cm de
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comprimento. C. gracilis apresenta raizes de 8 a 9 mm de didmetro e comprimento variavel,
geralmente ndo excedendo 10 cm. O namero de raizes nas duas especies é bastante variavel,
com um namero médio de 9 raizes.

Ja nas espécies de Habenaria, as raizes apresentam de 2 a 3 mm de didmetro e
comprimento variavel, comumente ndo excedendo 10 c¢cm, sendo o ndmero de raizes por
planta diversificado, situando-se em média de 6 raizes.

O caule ndo é intumescido em pseudobulbo nas cincos espécies (Figs 3 a 6). As folhas
em C. gracilis sdo ovaladas, de cor verde, filotaxia alterna, simétricas com margens foliares
inteiras e lisas (Fig. 3).

As laminas foliares de H. janeirensis, H. macronectar, H. hydrophila e P. montana
apresentam-se conduplicadas, ou seja, sdo dobradas longitudinalmente, assumindo a forma de
“V/” aberto, em secdo transversal (Fig. 4 a 6). Conforme Withner et al. (1974), a forma “V”
diminui a superficie de exposi¢do a luz, conferindo também suporte mecénico. Os feixes
vasculares sdo identificaveis, externamente, como linhas mais claras. Das espécies citadas, H.

macronectar apresenta lamina foliar maior, verde-escura, alongada e com apice mais afilado.

2. Anatomia foliar

a. Epiderme

H. janeirensis, H. macronectar, C. gracilis e P. montana apresentam cuticula com
ornamentacdo estriada (Tab. 2). Este pardmetro foi constante nas quatro espécies analisadas
constituindo um critério de utilidade na distin¢do de H. hydrophila, cuja cuticula € desprovida
de estriamentos. A espessura da cuticula varia em funcdo das faces consideradas, sendo mais
acentuada na zona dos bordos e na nervura mediana (Figs 9 a 12). Em P. montana a
espessura € mais proeminente (Figs 11 e 12). Testes com sudan IV e sudan black
confirmaram a natureza lipidica desta camada. Acredita-se que, nas espécies em estudo, a
cuticula desempenhe fungdes que lhe sdo atribuidas por outros autores como:
impermeabilidade a agua, reflexdo da radiacdo solar excessiva, reflexao de raios ultravioleta e
protecdo contra a invasdo por fungos e bactérias (Mauseth 1988) além de produzir suporte
mecanico contra a acdo do vento (Handro et al. 1970). Entretanto, trabalhos recentes vém
demonstrando que a espessura da cuticula estd mais relacionada com a protecdo contra
patdgenos, sugerindo que a resisténcia da cuticula em relacdo a perda d’agua seja conferida
pelas ceras localizadas na superficie, ou embebidas na matriz de cutina, e que depende muito
mais da sua composicdo quimica, estrutura molecular e arranjo das mesmas, para maior ou
menor difusdo de agua do que, simplesmente, da espessura (Heredia et al. 1998). Alguns

autores relatam que fatores abidticos influenciam no espessamento da cuticula (Esau 1960,



Withner et al. 1974, Sinclair 1990, Fahn 1990, Oliveira & Sajo 1999a). Entéo, a aplicagéo
desse carater a taxonomia deve ser avaliada com parcimonia, pois existem implicacdes de
ordem tanto ambiental, quanto da expressao génica e, portanto, taxonémica.

A epiderme das espécies estudadas € uniestratificada o que € comum dentre as
Orchidaceae (Oliveira 1982, Campos Leite & Oliveira 1986, Ferreira 1992, Widholzer 1993,
Leiria 1997, Stern 1997a, Stern 1997b, Holtzmeier et al. 1998, Oliveira & Sajo 1999,
Zanenga-Godoy & Costa 2003, Stern et al. 2004). As células epidérmicas variam quanto as
suas dimensdes, segundo as regides e as faces consideradas, sendo em geral, altas e
volumosas na face adaxial (Figs 13, 14 e 15).

O formato das células epidérmicas da face adaxial é varidvel, sdo aproximadamente
quadradas a retangulares diminuindo sua altura na nervura mediana e bordo em H. hydrophila
e P. montana. Em contraposicao, estas células sdo arredondadas e aumentam seu volume e
altura na regido da nervura mediana em H. janeirensis, H. macronectar e C. gracilis (Tab. 2).
A ocorréncia de tais células altas é comum entre os xerdfitos, especialmente em células
tipicamente de “vida-longa”, onde as paredes celulares epidérmicas sofrem um grande
espessamento, geralmente desigual (Mauseth 1988). Este carater pode estar relacionado a
estratégia de reserva de agua e protecdo contra a intensidade solar excessiva. E provavel que
esta caracteristica esteja envolvida na substituicdo da cuticula espessa, pois, as espécies com
cuticulas espessas estudadas nos capitulos | e Il ndo apresentaram diferencas relevantes no
tamanho das células epidérmicas, quando comparadas as superficies abaxial e adaxial. Uma
outra caracteristica que sugere a funcdo de reserva de agua para as células epidérmicas € a
sinuosidade das paredes anticlinais (Figs 9, 10, 14 e 15) observadas nestas espécies.

Na face abaxial da epiderme das cincos espécies analisadas, sua forma varia de
retangular a eliptica, sendo em geral, aproximadamente do mesmo tamanho (Figs 13 a 15).
Vistas frontalmente, as células epidérmicas de ambas as faces sdo, predominantemente,
hexagonais alongadas (Figs 17 a 20), menos alongadas em C. gracilis (Fig. 17) e H.
janeirensis (Fig. 19). H& também a possibilidade de formas pentagonais, quadrangulares e
retangulares.

Em C. gracilis, H. janeirensis e H. macronectar € possivel observar campos
primérios de pontoacdo em células epidérmicas de ambas as faces da lamina foliar (Figs 9 e
10). Segundo Widholzer (1993), a presenca desse carater pode ser um indicativo de uma forte
demanda de transporte na epiderme. Além disso, 0s campos primarios de pontoacdo podem
representar uma forma de compensacdo em relacdo a baixa vascularizacdo encontrada nestas
espécies. Geralmente, em plantas que se encontram, em regides de déficit hidrico as células

sd0 pequenas e compactas, porém, quando apresentam a funcdo de armazenamento de agua
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tais células sdo, em geral, volumosas (Metcalfe & Chalk 1983). Outro fator que corrobora
esse transporte € a cuticula ornamentada por estrias formadas por microcanais.

Existem registros da ocorréncia de cloroplastos em células epidérmicas de
Orchidaceae (Withner et al. 1974, Widholzer 1993, Leiria 1997), entretanto nenhuma funcéo
foi sugerida para esse fato. Nas células epidérmicas de H. janeirensis, H. hydrophila e C.
gracilis constatou-se a presenca de cloroplastos, sendo esses mais esparsos € menores do que
os das células do clorénquima. Aparentemente, essas organelas se concentram nas células da
face abaxial que, nas espécies estudadas, estdo principalmente protegidas pelas paredes
periclinais externas, espessas, 0 que estaria evitando danos decorrentes da incidéncia direta da
radiacdo ultravioleta. Além disso, cloroplastos na epiderme pode representar um importante
acréscimo na produtividade destas plantas, aumentando o volume de tecidos fotossintetizantes
ativos, constituindo-se dessa forma, em uma vantagem seletiva.

A presenca de hifas fangicas foi observada, algumas vezes, na face abaxial das células
epidérmicas de H. macronectar e no mesofilo de C. gracilis (Fig. 13). Sobre a cuticula de
alguns individuos de Orchidaceae esta ocorréncia também foi relatada (Oliveira 1982,
Ferreira 1992, Leiria 1997, Widholzer 1993). Metcalfe & Chalk (1983) relacionam hifas
fungicas com xerdfitos.

O carater hipoestomatico parece ser o padrdo para a maioria das Orchidaceae (Withner
et al. 1974, Singh 1981, Oliveira 1982, Ferreira 1992, Oliveira & Sajo 1999, Zanenga-Godoy
& Costa 2003, Stern et al. 2004), algumas poucas espécies sdo anfiestomaticas (Rosso 1966,
Pridgeon 1993, Pridgeon 1994). Nas espécies estudadas, os estdmatos estdo distribuidos por
toda a face abaxial da lamina foliar (Figs 13 a 15). Com excecdo de P. montana foram
observados inclusive sobre a nervura mediana (Fig. 16).

Os estdmatos sdo anomociticos (Figs 17 a 20), o que esta de acordo com a literatura
para Orchidaceae (Widholzer 1993, Zanenga-Godoy & Costa 2003). O numero de células
subsidiarias é variavel (Tab. 2). Em H. macronectar e C. gracilis foram observads, em corte
transversal da lamina foliar, células subsidiarias mais volumosas que as demais células
epidérmicas.

A presenca de células subsididrias em Orchidaceae é ponto de discussdo (Withner et
al. 1974, Rosso 1966, Williams 1975). Para Williams (1975) a presenca destas em muitos
géneros avancados dos grupos Epidendroideae e Vandoideae apdia a hipétese de que tal
caracteristica é uma condicdo derivada nas Orchidaceae.

Estébmatos geminados foram observados aos pares (Fig. 17 a 19) e trios, com células-
guarda em comum. Este carater foi muito comum em C. gracilis (Fig. 18) e H. macronectar,

como também em espécies de Sphronitis (Widholzer 1993) e de Oncidium (Leiria 1997).
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As células-guardas, na maioria das vezes, localizam-se a0 mesmo nivel das demais
células epidérmicas, contudo projecdes cuticulares salientes formam cristas sobre o poro (Figs
21 a 23), tendo sido mencionadas para muitas das espécies de orquideas (Ferreira 1992, Leiria
1997, Zanenga-Godoy & Costa 2003, Stern et al. 2004) e consideradas como xeromorficas
(Rasmussen 1987).

As paredes celulares periclinais e anticlinais das células-guardas sdo uniformemente
espessas nas espécies estudadas (Figs 14, 21 e 22) com excec¢do de P. montana cujas paredes
periclinais sdo espessas (Fig. 23) e impregnadas de lignina, confirmado pela reacdo de
floroglucina acida. Segundo Widholzer (1993), as paredes periclinais, espessas e lignificadas
(rigida e indeformavel) e paredes anticlinais delgadas (parte flexivel), em conjunto,
contribuem para o bloqueio da passagem dos gases no nivel dos ostiolos.

Nas especies analisadas, as camaras subestomaticas sdo volumosas, possuindo
dimensfes variaveis (Figs 14, 16, 21, 22 e 23), além de serem tortuosas, criando certo
obstaculo a difusdo da agua (Figs 21 e 22). Sdo menos volumosas em H. macronectar (Fig.
22) e P. montana (Fig. 23), 0 que sugere que outros mecanismos devam estar envolvidos com
a diminuigdo da transpiracdo pelos estbmatos. Em Orchidaceae esta morfologia é freqiiente, o
grande volume das cdmaras estomaticas aumenta a distancia que a agua tem de seguir até ser
totalmente difundida, promovendo uma certa resisténcia a sua difuséo (Widholzer 1993).

A presenca de tricomas foliares em Orchidaceae tem sido relatada em alguns
trabalhos (Rosso 1966, Williams, 1974, Pridgeon, 1981, 1982, Benzing & Pridgeon 1983,
Ferreira 1992), entretanto, em 15 espécies de Habenaria, os tricomas ndo foram evidenciados
(Stern 1997a). Sua ocorréncia restringe-se, praticamente, as folhas jovens sendo raros nas
folhas adultas. Como as amostras avaliadas, no presente trabalho, sdo provenientes de folhas

adultas, ndo se pode afirmar a auséncia de tricomas.

b. Mesofilo

Com excecdo de P. montana, as espécies apresentam mesofilo homogéneo (Figs 13 e
14). Com base na literatura consultada, pode-se afirmar que a maioria das espécies de
Orchidaceae apresentam este carater (Oliveira 1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993, Bonates
1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994, Leiria 1997, Holtzmeier et al. 1998, Oliveira & Sajo
1999, Stern et al. 2004, entre outros).

O mesofilo de P. montana apresentou-se com tendéncia a dorsiventral (Fig. 15).
Observou-se de 2 a 3 camadas de parénquima palicadico e 6 a 8 camadas de células de tecido

esponjoso.
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Nas espécies analisadas, o nimero de estratos celulares do mesofilo é varidvel (Tab.
2), sendo constituido por um tecido de células arredondadas com espacos intercelulares (Figs
13 a 15). Stern (1997) relata em seus estudos com Habenaria, células clorenquimaticas ovais
e elipticas algumas vezes arredondadas, em Habenaria leonsios e H. rhdocheila, contendo
muitos cloroplastos e espacgos celulares grandes e abundantes.

N&o ocorreram hipoderme e grupos de fibras, nas espécies analisadas, 0 mesmo
tendo sido relatado por Stern (1997), ao estudar Habenaria.

Células colenquimaticas foram observadas em P. montana, na zona do bordo (Fig.
11), o mesmo foi observado em espécies de Maxillaria (Holtzmeier et al. 1998).

Nas espécies estudadas, é freqiiente a presenca de idioblastos contendo cristais do
tipo rafides (Tab. 2), preferencialmente, proximos as faces adaxiais e abaxiais da epiderme
(Figs 9, 14, 16 e 22). Em sec¢des longitudinais, esses idioblastos sdo alongados e as réafides
estdo agrupadas em feixes. Stern (1997) relata a presenca destes em Habenaria apresentando-
se circulares em corte transversal. A presenca de rafides € documentada na maioria dos
trabalhos realizados com espécies de orquideas (Oliveira 1982, Pridgeon 1982, Pridgeon &
Stern 1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993, Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994,
Leiria 1997, Stern 1997, Oliveira & Sajo 1999, Zanenga-Godoy & Costa 2003, Stern et al.
2004) e acredita-se que o oxalato de calcio contribua para tornar as plantas menos palataveis
aos animais (Mauseth 1995). Bonates (1993) registra idioblastos com rafides em Encyclia
calamaria e sugere gue estejam relacionados ao balango i6nico e osmoregulacao da planta.

Em H. hydrophila, P. montana e C. gracilis, foram observados grédos de amido nas
células do clorénquima (Tab. 2). A ocorréncia de amido, no mesofilo de orquideas, é pouco
relatada na literatura, entretanto, Ferreira (1992) observou grdos de amido em 20 espécies

analisadas da sutribo Pleurothallidinae.

c. Sistema vascular

O sistema vascular das espécies analisadas é constituido por feixes colaterais (Figs
12 a 16), o que é bastante comum em Orchidaceae (Oliveira 1982, Pridgeon 1982, Pridgeon &
Stern 1982, Ferreira 1992, Widholzer 1993, Bonates 1993, Stern et al. 1993, Pridgeon 1994,
Leiria 1997, Stern 1997b, Oliveira & Sajo 1999a, Zanenga-Godoy & Costa 2003, Stern et al.
2004).

Os feixes vasculares possuem disposicdo paralela localizando-se em uma Unica
série, onde os diferentes tamanhos encontram-se alternados (Figs 12, 13 e 15). Em H.
macronectar e H. hydrophila, observa-se uma alternancia de feixes maiores e menores, que se

distribuem em zigue-zague, com 0s maiores proximos a face abaxial e o0s menores102



préximos a face adaxial. Em C. gracilis estes feixes apresentam-se, em secédo transversal, com
formato ovalado e dimensdes bastante reduzidas como relatado por Widholzer (1993) e por
Leiria (1997) ao estudar outras orquideas. Em P. montana os feixes sdo alongados, com a
maior dimensdo perpendicular as faces da folha (Fig. 12). Nas cinco espécies, o feixe vascular
na regido da nervura mediana é maior e ndo possui fibras associadas, apenas células
parenquimaticas de paredes espessas (Figs 12 e 16) e pontoadas.

Através do macerado do sistema vascular, pdde-se observar que os elementos
condutores do xilema estdo representados por traqueides de varios tamanhos, cujas paredes
mostraram-se com espessamentos anelados e espiralados, em H. hydrophila e, espiralados e
escalariformes em H. janeirensis, H. macronectar e C. gracilis. JA em P. montana, ocorreram
elementos de vasos estreitos e alongados com paredes de espessamento escalariforme.
Segundo Metcalfe (1963), entre as monocotiledoneas mais derivadas, 0s elementos
condutores sdo representados por elementos de vaso, 0 que sugere que neste carater P.

montana seja mais evoluida.

3. Anatomia radicular

a. Velame

O velame pode ser uni ou biestratificado (Tab. 2), nestes casos, o conjunto de
caracteristicas € que define tratar-se ou ndo desse tecido. As caracteristicas mais usadas sdo: o
espessamento das paredes, que pode variar em forma e intensidade, a inexisténcia de
protoplasto vivo na maturidade e a ocorréncia de uma exoderme. Utilizando-se dessas
caracteristicas considerou-se que nas espécies avaliadas ocorreu um velame uniestratificado
(Figs 24, 26 a 28), apenas em H. janeirensis é biestratificado (Fig. 25). Muitos autores
descreveram velames uniestratificados, em espécies de orquideas, entre eles: Rosso (1966),
Pridgeon & Stern (1982) e Tissot (1991).

Acredita-se que, por estas plantas estarem distribuidas em locais enxarcados, a
absorcdo de agua seja facilitada e o velame teria apenas a funcdo de protecdo mecéanica para
os periodos de seca. Analisando sob este ponto de visto, justifica-se a existéncia de velame
pluriestratificado nas espécies estudadas, nos capitulos | e Il, que se distribuem em locais
secos da area em estudo. Nas células do velame uniestratificado ocorrem projecfes sinuosas,
0 que pode sugerir um aumento na superficie de absorcdo de &gua e sais minerais. Segundo
Benzing et al. (1982) essa é uma das funcdes do velame, assim como para Esau (1977) e por
Fahn (1987) a funcdo é a de protecdo mecanica e reducédo da perda de agua através do cortex.

Sabe-se que o velame é formado por células mortas, compactamente arranjadas e,
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freqlientemente, produzindo espessamento secundario de parede na forma de numerosas
faixas (helicoidais, espiraladas e em rede). Apenas em P. montana observou-se espessamento
em rede nas paredes do velame (Fig. 29), sendo constituidos por lignina como confirmado
pelo teste com floroglucina acida.

Stern (1997b), ao estudar 15 espécies de Habenaria terrestres, observou que o
velame variava de 3 a 4 camadas, com paredes delgadas e perfuradas. A existéncia de velame
em raizes de vérias espécies de orquideas epifiticas levou autores a associar este tecido ao
habito epifitico (Cutter 1980, Fahn 1987, Mauseth 1988) entretanto, atualmente, ja se admite a
existéncia de velame em raizes de plantas terrestres (Tissot 1991).

Nas paredes das células do velame, em contato com as células-de-passagem da
exoderme, foram observados tilossomos do tipo esponjoso apenas em P. montana (Fig. 28).
Segundo Pridgeon et al. (1983), os tilossomas sdo quase exclusivos de taxons epifiticos.
Benzing et al. (1982) acreditam que o ponto de entrada de agua &, precisamente, através dos
tilossomos, onde a extensdo de parede solida entre o velame morto e o simplasto da raiz é
menor que em qualquer outro ponto da interface velame-exoderme. Sua funcdo desperta,
ainda, a curiosidade de muitos autores. Leitgeb (1864, apud Pridgeon et al. 1983) sugeriu que
estas estruturas seriam responsaveis pela absor¢do ou condensacdo do vapor de agua da
atmosfera, atuando como um reservatorio de agua que preveniria a dessecacdo dos tecidos
abaixo.

b. Cortex

Sdo diferenciadas trés regides no cortex das duas espécies analisadas: a exoderme, 0
parénquima cortical e a endoderme. A exoderme apresentou-se uniestratificada, tendo a
maioria das células nucleos e protoplastos degenerados (Figs 24, 26, 27, 28 e 32). Apenas
algumas permanecem vivas, com nucleos e nucléolos bastante volumosos, correspondendo as
células-de-passagem da exoderme (Figs 24, 26 e 28). Exoderme uniestratificada tipica, com
células-de-passagem, foi observada na grande maioria das raizes portadoras de velame
(Withner et al. 1974, Benzing et al. 1982, Pridgeon & Stern 1982, Benzing et al. 1983,
Pridgeon et al. 1983, Stern 1997a, Stern 1997b, Stern & Whitten 1998, Stern & Judd 2001,
Stern et al. 2004). A exoderme pode diminuir a transpiragdo da raiz, como foi observado em
orquideas por Sanford & Adalawo (1973) e Benzing et al. (1982, 1983). Considerando-se sua
origem, posicao e funcdo, a exoderme trata-se, por definicdo, de uma hipoderme que recebe a
denominacdo de exoderme quando a epiderme € destruida ou suas células morrem, como nos
velames.

O espessamento das paredes da exoderme é variavel (Tab. 2). Em P. montana, a
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exoderme apresenta as paredes periclinais internas espessadas (Fig. 28). Em C. gracilis, H.
hydrophila e H. macronectar estas células apresentam espessamento do (tipo “[1”) (Figs 24 e
26). J& em H. janeirensis 0 espessamento é do tipo “O” (Fig. 25). Na literatura consultada, as
células da exoderme podem apresentar espessamentos em suas paredes anticlinais (Sanford &
Adalawo 1973), nas paredes anticlinais e periclinais externas (Pridgeon & Stern 1982,
Benzing et al. 1983), ou em todas elas (Benzing et al. 1982, Pridgeon & Stern 1982, Benzing
et al. 1983, Pridgeon et al. 1983, Tissot 1991, Stern 1997b).

Na regido cortical de C. gracilis, H. hydrophila e P. montana observou-se células
volumosas e arredondadas, com paredes delgadas e com arranjo compactado (Figs 24, 33 e
34). Fato também observado por Tissot (1991), Stern (1997b) e Stern et al. (2004) na regido
cortical de outras espécies. H. macronectar diferencia-se das demais por apresentar muitos
espacos intercelulares (Tab. 2), parecidos a um aerénquima (Fig. 30), que acredita-se
funcionar como &reas para a armazenagem de oxigénio (Stern 1997). J& H. janeirensis
apresenta tais espacos intercelulares, mas, diferencia-se das demais por apresentar células
volumosas com paredes mais espessas (Fig. 25) (Tab. 2). Células de paredes delgadas com
espacos intercelulares pequenos ou ausentes foram observadas por Stern (1997b) na regido
cortical de orquideas.

Algumas vezes, celulas corticais de paredes mais espessas que as demais do
cloréngquima s@o encontradas em P. montana e C. gracilis (Fig. 34). Esta caracteristica foi
observada no parénquima cortical de raizes de Mesadenella cuspidata e Liparis nervosa por
Tissot (1991) e na lamina foliar de Laelia anceps, Cattleya trianea por Napp-Zinn (1953 apud
Tissot 1991). Devido ao ambiente extremo em que se encontram, acredita-se que nas espécies
em estudo, essas células atuariam como coadjuvantes na economia de agua, oferecendo
também suporte mecanico, evitando o colapso celular durante a dessecacdo. Tais funcdes
também sdo sugeridas para células traqueoidais por Olatunji & Nengim (1980).

Foram visualizadas micorrizas em diferentes estadios de desenvolvimento (Figs 8,
26, 27, 31 e 35), assemelhando-se aos pélotons descritos por Hadley & Williamson (1972) e
Benzing & Friedman (1981). Em H. macronectar e H. janeirensis observou-se a presenca de
hifas atingindo o clrtex através das células-de-passagem (Fig. 26). Em H. hydrophila a
infeccdo por micorrizas atinge uma &rea relativamente grande do parénquima cortical,
ocupando grande parte do interior de algumas celulas. A ocorréncia de micorrizas em
Orchidaceae é indiscutivelmente aceita (Hadley & Williamson 1972). As orquideas possuem
dependéncia de associagdo de fungos micorrizicos para germinagdo das sementes e, quando
adultas, pode-se verificar infeccbes no sistema radicular de muitos individuos adultos

(Benzing & Friedman 1981). Acredita-se que nas plantas em estudo, os fungos persistem
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nos individuos amostrados, devido a pobreza do solo. Possivelmente, estariam adquirindo
substancias nitrogenadas, vitaminas e/ou seus precursores, carboidratos, minerais e horménios
na degradacdo dos pélotons.

Idioblastos contendo cristais do tipo rafides e monocristais também foram
visualizados (Figs 27, 36), exceto em H. macronectar (Tab. 2). A presenca de réafides é muito
comum em Orchidaceae, ndo sé em raizes mas, principalmente nelas (Oliveira 1982, Tissot
1991, Ferreira 1992, Stern 1997b, Stern & Whitten 1998, Stern & Judd 2001, Stern et al.
2004).

Além de estarem presentes no mesofilo, foi detectado grdos de amido nas células
corticais de C. gracilis (Figs 39 e 41) através de reacdo com lugol. Gréos de amido também
foram encontrados em P. montana (Fig. 40). Observacdes como estas também foram relatadas
em espécies estudadas por Tissot (1991) e Stern (1997b).

A endoderme é constituida de apenas uma camada de células (Figs 30, 33, 41 a 43).
As células sdo volumosas e apresentam paredes delgadas com estrias de Caspary (Figs 30, 33
e 41). Na&o se visualizou, propriamente, células-de-passagem na endoderme. Em algumas
espécies isso é comum, a endoderme permanece no estagio primario de desenvolvimento e,

entdo, a estria de Caspary € visivel em todas as células (Stern 1997b).

¢. Cilindro vascular

O cilindro vascular encontra-se delimitado pelo periciclo unisseriado cujas células séo
pequenas e apresentam paredes delgadas (Figs 30, 33 e 41). Na maioria das orquideas, 0
periciclo é unisseriado (Tissot 1991, Stern 1997a, Stern 1997b, Stern et al. 2004, Pridgeon &
Stern 1982).

O xilema encontrado € poliarco (Figs 30, 33 e 41). Observou-se uma média (Tab. 2)
de 5 a 6 pdlos de protoxilema em C. gracilis (Fig. 41), de 5 a 6 em H. hydrophila (Fig. 33), de
10 a 12 em H. macronectar (Fig. 30) e de 5 a 7 em P. montana. Em orquideas, 0 nimero de
polos do xilema varia em diferentes raizes da mesma espécie e, também, na mesma raiz em
diferentes porgdes. Isso foi constatado para todas as espécies estudadas (Rosso 1966, Singh
1986, Tissot 1991).

Stern (1997b) observou que os tecidos vasculares estdo embebidos em parénquima.
Em Habenaria distans o autor verificou a presencga de dois cilindros vasculares separados e,
uma lacuna, o que é idéntico em H. janeirensis (Figs 42 a 44). A lacuna caracteristica de
folhas, caules e raizes de H. distans e H. repens (espécies semi-aquatica) sdo assumidas como

areas de armazenagem de oxigénio (Stern 1997b). H. janeirensis estava crescendo sobre
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manchas de solo raso, no ponto de drenagem de &gua, por isso, tal caracteristica deve ser
aparente.

A porcdo central da raiz é ocupada por uma medula (Figs 30, 33 e 41) constituida
por células volumosas de paredes delgadas. Em H. janeirensis a medula ndo é visivel (Fig.
42). Medula constituida de células de paredes delgadas, com formatos poligonais e espacos
intercelulares ausentes foi observado por Stern (1997b).

Os elementos de conducao do xilema sdo poucos e dispde-se em grupos alternados
com o floema (Figs 30, 33 e 41). Poucas fibras estdo associadas entre os grupos. O floema é,
em geral, constituido de poucas células condutoras e de didmetro reduzido.

Traqueides cujos espessamentos das paredes apresentaram-se anelares e helicoidais
sdo os elementos condutores do xilema, mais comumente observados nas espécies estudadas,
em concordancia com Withner et al. (1974) e Tissot (1991). Entretanto, elementos de vaso
foram descritos em raizes de algumas espécies de orquideas por Cheadle (1942), Rosso
(1966) e Pridgeon & Stern (1982), sendo 0 mesmo observado em H. macronectar e P.

montana, cujas paredes apresentaram espessamento reticulado.
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Conclusoes

As cinco espécies completam seu ciclo antes do periodo seco, possuindo redugédo
periddica das partes aéreas. Portanto, estdo menos sujeitas a estresse, pois, quando a parte
vegetativa estd totalmente presente, concomitantemente, ocorre disponibilidade hidrica e
umidade atmosférica.

Nas cinco espécies observou-se na por¢do mediana das raizes uma quantidade
expressiva de pélos absorventes. Como uma das funces atribuidas ao velame € a de absorgéo
e, nestas especies o velame é uni ou biestraificado a presenca de pélos absorventes é
fundamental.

Caracteres anatdbmicos comuns entre as espécies estudadas foram: folhas
hipoestomaticas, estdbmatos anomociticos com projecGes cuticulares salientes que se
depositam na forma de cristas, auséncia de tricomas e fibras, velame uni ou biestratificado.

Células epidérmicas adaxiais altas também é um carater anatdmico compartilhado
entre as cinco espécies e, € provavel que tais células estejam envolvidas na substituicdo da
cuticula que ndo é espessa.

Prescottia montana, apesar de compartilhar muitos caracteres anatémicos, se
diferencia das outras espécies por apresentar mesofilo com tendéncia a dorsiventral.

Habenaria janeirensis se diferencia das demais Habenaria por apresentar muitos
espacos intercelulares, parecidos a aerénquima e dois cilindros vasculares com uma lacuna no
centro da raiz.

A anatomia do género Habenaria pode proporcionar subsidios para a taxonomia
uma vez que a morfologia vegetativa é parecida e, anatomicamente, varias diferencas foram
observadas.

O presente trabalho contribuiu para a identificacdo das espécies analisadas, mesmo
guando em forma vegetativa, pois utilizando-se caracteres anatdmicos, da lamina foliar, foi

possivel identificar a qual espécie se refere.
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Tabela 1- Espécies de Orchidaceae presentes na sub-serra “Totem deitado”, Serra das
Cabecas, Parque Estadual da Serra do Brigadeiro-MG.

Subfamilia Tribo Espécies

Epidendroideae  Vanilleae Cleistes gracilis Schdl.

Spiranthoideae Cranichideae Prescottia montana Barb. Rodr.
Orchidoideae Orchideae Habenaria hydrophila Barb. Rodr.
Orchidoideae Orchideae Habenaria janeirensis Kraenzl

Orchidoideae Orchideae Habenaria macronectar (Vell.) Hoehne
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Tabela 2. Comparacdo anatdmica entre as espécies C. gracilis, H. hydrophila, H. janeirensis,
H. macronectar e P. montana presentes na sub-serra “Totem deitado”, Serra das Cabecas,
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro-MG.

Caracteristicas C. gracilis H. hydrophila H. janeirensis H. macronectar P. montana

FOLHA

Células epidérmicas quadrangular quadradas a circulares circulares retangular

retangulares

Cuticula estriada Lisa estriada estriada lisa

Hifas fungicas/ Ausente ausente presente

cuticula

Céamara subestomatica volumosas Volumosas volumosas - volumosas - volumosas

Cloroplastos na presente Presente presente ausente ausente

epiderme

Células guarda circular Circular circular circular reniforme

(formato)

N° de células 4a5 3a4 3a4 3a4 3a4d

subsidiarias

Mesofilo homogéneo Homogéneo homogéneo homogéneo tendéncia a
dorsiventral

Colénquima ausente Ausente ausente ausente presente

Idioblastos tipo rafides presente Presente presente presente ausente

Elemento de conducéo

traqueideos

Traqueideos

traqueideos

traqueideos

elemento de

vaso
RAIZ
Espessamento das tipo “O” tipo *O” tipo “O” tipo “O” em rede
paredes do velame
Camadas de velame uniestratificado  Uniestratificado uniestratificado biestratificado uniestratificado
Tilossomos ausente Ausente ausente ausente presente
Espessamento tipo “IT” tipo “IT” tipo “T]” tipo “O” tipo “P”
exoderme
Amido presente Ausente ausente ausente presente
Células corticais volumosas/ volumosas/ paredes  volumosas/ paredes volumosas/ volumosas/

Idioblastos com
rafides

Espessamento/
endoderme

Espessamento
periciclo

Xilema

Medula

paredes delgadas

presente

'[ipO uon

'[ipO uou

5 a 6 polos

volumosas/
paredes delgadas

delgadas

Presente

paredes delgadas

paredes delgadas

5 a 6 polos

volumosas/ paredes
delgadas

espessas

presente
paredes delgadas
paredes delgadas
2 cilindros

separados

ausente

paredes delgadas

ausente

paredes delgadas

paredes delgadas

10 a 12 pélos

volumosas/
paredes delgadas

paredes delgadas

presente

paredes delgadas

paredes delgadas

6 a 8 polos

volumosas/
paredes delgadas

116



Figuras 1 a 6. Caracterizacdo da area e das Orchidaceae estudadas.
Fig. 1-Periodo seco no Totem deitado.

Fig. 2- Entardecer na Serra das Cabecas (Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro- MG) na estacéo de inverno.

Fig. 3- Cleistes gracilis.
Fig. 4- Habenaria janeirensis.
Fig. 5- H. macronectar.

Fig. 6- Prescottia montana.






Figuras 7 e 8. Caracterizacdo estrutural da porcdo mediana da raiz de
Cleistes gracilis e Habenaria macronectar.

Fig. 7- Secdo longitudinal em microscopia de luz de C. gracilis
evidenciando pélos absorventes (pa).

Fig. 8- Secédo transversal em microscopia eletrénica de varredura de H.
macronectar, evidenciando pélos absorventes (pa) e pélotons de fungos
micorrizicos (mi).






Figuras 9 a 14. Caracterizacao estrutural da lamina foliar de Cleistes gracilis,
Habenaria hydrophila, H. janeirensis, H. macronectar e Prescottia montana.
(Sec0es transversais coradas com azul de toluidina em pH acido, exceto Figs
11 e 12 nas quais foram utilizados azul de astra e safranina)

Fig. 9- H. janeirensis. Regido do bordo foliar, destacando, epiderme (ep),
pontoacdes (pt), rafides (rf), espacos intercelulares (ei) e feixe vascular (fe).

Fig. 10- H. macronectar. Regido do bordo, evidenciando epiderme (ep),
pontoac0es (pt) e cuticula (Ct).

Fig. 11 e 12- P. montana. Regido do bordo e nervura mediana,
respectivamente, corte a mao livre. Abreviacdes: epiderme (ep), cuticula (Ct),
colénquima (cl), mesofilo homogéneo (mh), xilema (xI) e floema (fl).

Fig. 13- C. gracilis. Lamina foliar com mesofilo homogéneo (mh), feixe
vascular (fe) e hifas fungicas (hf).

Fig. 14- H. hydrophila. Lamina foliar evidenciando, epiderme (ep), rafides
(rf), camara subestomatica (cs) e feixe vascular (fe).






Figuras 15 a 22. Caracterizagdo estrutural da lamina foliar de Prescottia
montana, Habenaria hydrophila, Cleistes gracilis, H. janeirensis, H.
macronectar. 15, 16, 21 e 22 - Cortes transversais corados com azul de
toluidina em pH acido. 17 a 20- Dissociacdo da epiderme evidenciando
estbmatos na face abaxial, cortes corados com azul de astra e safranina.

Fig. 15- Mesofilo foliar de P. montana. Abreviacdes: epiderme (ep), feixe
vascular (fe) e mesofilo com tendéncia a dorsiventral (md).

Fig. 16- Regido da nervura mediana de H. hydrophila. Abreviacoes:
epiderme (ep), cAmara subestomatica (cs) e feixe vascular (fe).

Fig. 17 e 18- C. gracilis: estbmatos geminados (eg).
Fig. 19- H. janeirensis: estdbmatos geminados (eg).
Fig. 20- P. montana: estomatos

Fig. 21- C. gracilis evidenciando o aparelho estomético. Abreviagdes:
camara subestomatica (cs) e celula subsidiaria (CS).

Fig. 22- H. macronectar mostrando o aparelho estomatico. Abreviagdes:
camara subestomatica (cs), célula subsidiaria (CS) e rafides (rf).






Figuras 23 a 30. Lamina foliar e porcdo mediana da raiz de Prescottia
montana, Cleistes gracilis, Habenaria janeirensis, H. macronectar. Cortes
transversais corados com azul de toluidina em pH &cido, com excecédo da
figura 29.

Fig. 23- Lamina foliar de P. montana evidenciando o aparelho estomatico.
Abreviacdes: camara subestomatica (cs), célula subsidiaria (CS) e cristas

(cr).

Fig. 24- Raiz de C. gracilis. AbreviacOes: velame (ve), exoderme (ex),
celula-de-passagem (cp) e cortex (ct).

Fig. 25- Raiz de H. janeirensis. Abreviacfes: velame (ve), cortex (ct)
espacos intercelulares (ei) e rafides (rf).

Fig. 26- Raiz de H. macronectar. AbreviacOes: velame (ve), exoderme (ex),
celula-de-passagem (cp), cortex (ct) e micorrizas (mi).

Fig. 27 e 28- Raiz de P. montana. AbreviacOes: velame (ve), exoderme (ex),
rafides (rf), micorrizas (mi), célula-de-passagem (cp), tilossomos (ti) e
cortex (ct).

Fig. 29- Macerado da porcdo mediana da raiz de P. montana, corado com
safranina evidenciando celula do velame. Abreviacdo: espessamento em
rede (er).

Fig. 30- Raiz de H. macronectar. AbreviacOes: micorriza (mi), espagos
intercelulares (ei), cilindro vascular (cv) e cortex (ct).






Figura 31 a 36. Caracterizacdo estrutural da por¢cdo mediana da raiz de
Habenaria hydrophila, Prescottia montana, Habenaria macronectar,
Cleistes gracilis. 31 e 32- SecOes vistas em microscopia eletronica de
varredura; as demais figuras foram observadas em microscopia de luz e
coradas com azul de toluidina em pH acido.

Fig. 31- Secdo transversal de H. hydrophila evidenciando, células de
paredes sinuosas (Ps) e micorriza (mi).

Fig. 32- Secdo longitudinal de P. montana mostrando, velame (ve) e
exoderme (ex).

Fig. 33- Secéo transversal de H. hydrophila destacando o cortex e o cilindro
vascular. AbreviacOes: cortex (ct), endoderme (en), periciclo (pe), xilema
(xI), floema(fl) e medula (me).

Fig. 34- Secdo transversal de P. montana evidenciando células de paredes
mais espessadas (Pe).

Fig. 35 e 36- Secdes longitudinais de C. gracilis mostrando pélotons
micorrizicos (mi) na Fig. 35 e rafides (rf) e amido (am) na Fig. 36.






Figura 37 a 44- Caracterizacdo estrutural da porcdo mediana da raiz de
Habenaria janeirensis, Cleistes gracilis, Prescottia montana. 38 e 39-
Secdes transversais (exceto Fig. 40) observadas em microscopia de luz e
coradas com azul de toluidina em pH acido, as demais figuras foram vistas
em microscopia eletronica de varredura.

Fig. 37 e 38- H. janeirensis evidenciando, rafides (rf) e monocristais (mo),
respectivamente.

Fig. 39- C. gracilis mostrando amido (am).

Fig. 40- P. montana destacando a presenca de amido em secéo
longitudinal.

Fig. 41- C. gracilis evidenciando o cilindro vascular. AbreviacGes : cortex
(ct), amido (am), endoderme (en), periciclo (pe), xilema (xl), floema (fl) e
medula (me).

Fig. 42 e 43- H. janeirensis destacando a presenca de dois cilindros
vasculares (cv) e uma lacuna (Ic).

Fig. 44- H. janeirensis detalhando a lacuna (Ic).






Conclusoes Finais

As espécies perenes E. secundum, E. xanthinum, O. barbaceniae, O. blancheti, P.
prolifera, P. teres, Z. mackaii e Z. brackypetalum apresentaram varios caracteres xeromorficos
adaptados a sobrevivéncia em ambiente de forte insolagdo, seca, altitude elevada, nebulosidade,
baixas temperaturas, vento forte e solo com deficiéncia nutricional. Presenca de pseudobulbos,
folhas coriaceas ou coriaceas suculentas, hipoestomaticas, estbmatos protegidos por projecdes e
com poros obliterados, células epidérmicas com pontoacBes na parede, cuticula espessa,
hipoderme, grupos de fibras no mesofilo, idioblastos, parénquima aqifero, feixes vasculares
envolvidos por fibras, velame pluriestratificado permitem concluir que as espécies sdo
xeromorfas e que tais caracteristicas se relacionem como estratégias adaptativas, para um efetivo
controle de fluxo hidrico dentro do limbo foliar.

E. secundum, E. xanthinum, P. prolifera e P. teres, mesmo sendo terricolas e rupiculas,
apresentaram maior numero de caracteristicas anatdmicas equivalentes as descritas para
epifiticas. As quatro espécies apresentam laminas foliares coriaceas e suculentas com barras de
espessamento no parénquima aquifero e raizes com velame biestratificado ou pluriestratificado,
que estdo relacionadas ao armazenamento e absorcao de dgua e a resisténcia mecanica.

O estudo realizado contribuiu com os taxonomistas do grupo que consideram P.
rupestris e P. teres como sinbnimos. A auséncia de diferencas morfologicas e anatdmicas para 0s
individuos inicialmente identificados como P. rupestris e P. teres sugere que sdo a mesma
espécie.

As folhas coridceas das espécies do género Epidendrum apresentaram barras de
espessamento no parénquima aquifero lignificadas enguanto espessamento celulésico foi
observado nas folhas suculentas de Pleurothallis. Acredita-se que no caso de folhas coridceas 0s
espessamentos lignificados serviriam principalmente como suporte mecénico evitando o colapso
durante a dessecacéo.

A variagdo na cor das plantas, de verdes a purpuras, nas especies estudadas da tribo
Epidendrae | se deve, provavelmente, a presenca de pigmentos antocianicos nas células dos
respectivos 0Orgdos, principalmente da folha. Parece coerente interpretar a presenca de
antocianinas como respostas a varios estresses ambientais e ao ataque fangico, além de ser uma
resposta a intensa radiacdo, principalmente por luz ultra-violeta, pois 0 ambiente em que plantas

estudadas ocorrem oferece tais condi¢des extremas.
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C. gracilis, H. hydrophila, H. janeirensis, H. macronectar e P. montana completam seu
ciclo antes do periodo seco, possuindo reducdo periodica das partes aereas. Nestas espécies as
folhas sdo delgadas e os caracteres xeromorficos ndo sdo acentuados, possivelmente por estarem
menos sujeitas a estresse, pois, quando a parte vegetativa esta totalmente presente
concomitantemente ocorre disponibilidade hidrica e umidade atmosférica.

Interessante observacdo constatou-se com referéncia a quantidade de camadas do
velame. Nas plantas perenes o velame observado é pluriestratificado e inclusive com células de
paredes espessadas e perfuradas. J& nas plantas com reducéo periddica das partes areas o velame
é uniestratificado, com excecdo de H. janeirensis que é biestratificado. Acredita-se que por estas
ultimas plantas estarem distribuidas em locais enxarcados a absorcdo de agua seja facilitada e o
velame teria apenas a funcdo de protecdo mecéanica para os periodos de seca. Além disso, nas
células desta camada foram observadas projecfes sinuosas, sugerindo um aumento na superficie
de absorcao de &gua e sais minerais.

A quantificacdo de pélos absorventes na regido mediana da raiz seria um dado
interessante para estudos posteriores. Observou-se que plantas perenes possuem velame
pluriestratificado na por¢cdo mediana da raiz e tem a mesma funcdo de absorcdo dos tricomas
radiculares, sendo assim, 0s poucos tricomas presentes na por¢do mediana das raizes com velame
pluriestratificado sdo vestigiais. Nas plantas com reducao da parte aérea que possui velame uni a
biestratificado visualizou-se, na por¢do mediana das raizes, uma grande quantidade de pélos
absorventes.

Células epidérmicas adaxiais altas foram observadas nas plantas com reducdo da parte
aérea. E provavel que esta caracteristica esteja envolvida na substituicio da cuticula espessa,
pois, as demais espécies estudadas apresentaram cuticulas espessas e nao apresentaram diferencas
relevantes no tamanho das células epidérmicas, quando se compara a superficie abaxial com a
adaxial.

Os caracteres morfolégicos vegetativos externos e os anatdmicos das duas espécies do
género Epidendrum ndo permitem distingui-las e por esse motivo é fundamental utilizar
caracteres reprodutivos a fim de fazer a distin¢cdo no campo. Entretanto, para as demais espécies
estudadas o presente trabalho contribui para a identificacdo, mesmo quando em forma vegetativa,

pois utilizando-se caracteres anatdmicos da lamina foliar foi possivel separar as espécies.
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