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RESUMO

Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de angiospermas, possui distribui¢do cosmopolita e
encontra-se bem representada no territorio brasileiro, aparecendo em todos os tipos de
formacao vegetal. A familia encontra-se subdividida em cinco subfamilias e, dentro da
subfamilia Orchidoideae, a tribo Cranichideae abrange cerca de 100 géneros e cerca de 1.800
espécies predominantemente terricolas, sendo subdividida em oito subtribos: Chloraeinae,
Cranichidinae, Galleotiellinae, Goodyerinae, Manniellinae, Pterostylidinae, Discyphinae e
Spiranthinae. Dessas, a subtribo Goodyerinae ¢ representada no Brasil por 37 espécies nativas
em dois géneros: Aspidogyne Garay e Microchilus C. Presl. No estado do Parand sao
conhecidas 14 espécies do género Aspidogyne e duas espécies do género Microchilus. Os
géneros desta subtribo possuem a formacdo de um calcar, originado do labelo, cuja
morfologia tem importancia taxonomica. Considerando a escassez de conhecimentos
anatomicos e da micromorfologia floral desta subtribo, o propoésito do trabalho foi caracterizar
a estrutura anatdomica e micromorfologica das pecas florais de espécies de Aspidogyne,
Microchilus e Ludisia discolor, com o objetivo de identificar e caracterizar possiveis
estruturas secretoras nas pecas florais e em especial no calcar, assim como o processo
secretor. As andlises foram realizadas por meio da microscopia de luz, microscopia eletronica
de varredura e transmissdo seguindo técnicas convencionais em anatomia vegetal. Com
excegdo de A. bidentifera e A. kuczynskii, os tricomas foram encontrados na face abaxial das
sépalas de todas as espécies, na face externa do ovario e em algumas espécies no interior do
calcar. As papilas foram encontradas nas sépalas, labelo e calcar de todas as espécies,
apresentando formato e localizagao diversificada, e ndo tendo necessariamente caracteristicas
de tecido secretor. Epiderme secretora foi encontrada na face abaxial das sépalas laterais
apenas em A. bidentifera ¢ na face abaxial do labelo de A. commelinoides e M. arietinus. O
calcar ¢ distinto entre as espécies, apresentando nectarios caracteristicos em seu interior.
Observou se na fase pré-antese o tecido epidérmico e subepidérmico com intensa atividade
metabolica, com muitos plastidios contendo graos de amido, mitocondrias, e vesiculas que se
juntam a plasmalema e liberam o seu conteudo em uma regido subcuticular, distendendo a
cuticula. Em um proximo estagio da flor, na fase pds-antese, o conteudo celular ¢ bastante
diminuto e a secre¢do que antes estava na regido subcuticular ¢ liberada para o limem do
calcar através de poros na cuticula, nio havendo rompimento da mesma. E notéria também a
grande propor¢cdo de floema em relacdo ao xilema nos feixes vasculares proximos aos
nectarios. Estes sdo circundados por células com caracteristicas secretoras. Os dados
analisados atestaram que o calcar ¢ a estrutura nectarifera presente na flor, sendo a secrecao
do tipo granuldcrina. Os resultados de micromorfologia e anatomia floral das espécies
estudadas podem ser usados como subsidio para futuros estudos ecologico, buscando uma
melhor compreensao da interagdo entre essas plantas e seus polinizadores.

Palavras-chave: Micromorfologia do labelo. Nectarios. Orquideas. Papilas. Tricomas.
Ultraestrutura do calcar.



ABSTRACT

Orchidaceae is one of the largest families of angiosperms, has cosmopolitan distribution and
is well represented in Brazilian territory, appearing in all types of plant formation. The family
is subdivided into five subfamilies and within the subfamily Orchidoideae Endl., the
Cranichideae tribe comprises about 100 genera and about 1,800 predominantly terrestrial
species, being subdivided into eight subtribes: Chloraeinae, Cranichidinae, Galleotiellinae,
Goodyerinae, Manniellinae, Pterostylidinae, Discyphinae and Spiranthinae. Of these, the
subtribe Goodyerinae Klotzsch is represented in Brazil by 37 native species in two genera:
Aspidogyne Garay and Microchilus C. Presl. In the state of Parana 14 species of the genus
Aspidogyne and two species of the genus Microchilus are known. The genera of this subtribe
have the formation of a spur, originating from the labellum, whose morphology has
taxonomic importance. Considering the scarcity of anatomical knowledge and the floral
micromorphology of this subtribe, the purpose of the work was to characterize the anatomical
and micromorphological structure of the floral parts of Aspidogyne, Microchilus and
Ludisia discolor species, with the objective of identifying and characterizing possible
secretory structures in flower parts in the spur, as well as the secretory process. The analyzes
were performed using light microscopy, scanning electron microscopy and transmission
following conventional techniques in plant anatomy. With the exception of 4. bidentifera and
A. kuczynskii, trichomes were found on the abaxial surface of the sepals of all species, on the
outer surface of the ovary and some species within the spur. The papillae were found in the
sepals, labellum and spur of all species, presenting a diverse format and location, and not
necessarily having characteristics of secretory tissue. Secretory epidermis was found on the
abaxial surface of the lateral sepals only in A. bidentifera and in the abaxial surface of the
labellum of A. commelinoides and M. arietinus. The spur is distinct among the species,
presenting characteristic nectaries in its interior. In the transmission electron microscopy
analysis of this region, epidermal and subepidermal tissue with intense metabolic activity
were observed in the pre-anthesis phase, with many plastids containing starch grains,
mitochondria, and vesicles that join the plasmalema and release their content in a subcuticular
region, relaxing the cuticle. In the next stage of the flower, in the post-anthesis phase, the
cellular content is very small and the secretion that was previously in the subcuticular region
is released to the lumen of the calcar through pores in the cuticle, and there is no rupture
thereof. The large proportion of phloem in relation to the xylem in the vascular bundles near
the nectars is also well known. These are surrounded by cells with secretory characteristics.
The analyzed data attest that the calcar is the nectariferous structure present in the flower,
being the secretion of granuldcrina type. The results of micromorphology and floral anatomy
of the studied species can be used as a subsidy for future ecological studies, seeking a better
understanding of the interaction between these plants and their pollinators.

Key words: Labellum micromorphology. Nectaries. Orchids. Papillae. Trichomes. Spur
ultrastructure.
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1 INTRODUCAO

Os dados mais atuais da classificacdio da familia Orchidaceae aponta a tribo
Cranichideae composta por de 100 géneros e cerca de 1.800 espécies, distribuidas em oito
subtribos:  Chloraeinae, Cranichidinae, Galleotiellinae, Goodyerinae, Manniellinae,
Pterostylidinae, Discyphinae e Spiranthinae (CHASE et al., 2015). Os representantes da tribo
estdo extensamente espalhados pelos tropicos e subtropicos, com espécies em regides
temperadas da Australia, Asia e das Américas do Norte e do Sul (PRIDGEON et al. 2003). As
Cranichideae s3o em sua maioria herbaceas terrestres, litofitas ou raramente epifitas, sao
plantas pequenas que possuem raizes grossas agrupadas ou espalhadas ao longo de um rizoma
espesso. Dispdem de folhas membranaceas que sdo arranjadas em uma roseta basal ou em
espiral em torno de uma haste. Sua inflorescéncia ¢ terminal, racemosa e as flores sdo
pequenas, tubulares com viscidio terminal e polinias farindceas ou sécteis que se abrem
parcialmente (PRIDGEON et al., 2003; SALAZAR et al., 2003). No Brasil as Cranichideae
encontram-se representadas pelas subtribos Cranichidinae, Goodyerinae, Discyphinae e
Spiranthinae (PRIDGEON et al. 2003, SALAZAR et al. 2014, BARROS et al. 2017).

A subtribo Goodyerinae possui 32 géneros e aproximadamente 750 espécies,
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do Novo ¢ Velho Mundo (PRIDGEON et al.,
2003; ORMEROD, 2005, 2009, 2013), apresentando no Brasil dois géneros nativos:
Aspidogyne Garay e Microchilus C. Presl com cerca de 30 espécies nativas encontradas nos
dominios fitogeograficos da Mata Atlantica, Amazonia e Cerrado (BFG, 2015), além de
Ludisia discolor (Ker Gawl.) Blume, espécie asiatica cultivada como ornamental
(MENEGUZZO, 2012). O género Aspidogyne apresenta cerca de 70 espécies, sendo 30 destas
encontradas na América do Sul e Central (ORMEROD, 2008) e 26 no Brasil (BARROS et al,
2017). De acordo com Garay (1977), o género Microchilus ¢ constituido por
aproximadamente 135 espécies, distribuidas do México a Argentina, com 10 espécies no
Brasil.

As Goodyerinae sdo caracterizadas pelo hébito distinto, com uma por¢do basal e
horizontal do caule denominada caule radicifero de onde partem as raizes, € uma por¢ao ereta
e mais desenvolvida de onde surgem as folhas, chamado caule foliado. Embora as
caracteristicas vegetativas sejam relativamente uniformes, as flores sdo variadas e
frequentemente bastante especializadas, com coluna curva e polinias sécteis com viscidio

mais ou menos evidente (DRESSLER, 1993; PRIDGEON et al., 2003).



Apesar do grande niimero de géneros em Goodyerinae, os estudos até o momento se
concentram em taxonomia (GARAY, 1977; MENEGUZZO, 2012; ORMEROD, 2008, 2009,
2013), filogenia e sistematica (FREUNDENSTEIN, 1991; FREUNDENSTEIN E
RASMUSSEN, 1999; CHASE et al., 2003; SALAZAR, 2003; CHASE, 2015), polinizagao
(ACKERMAN, 1975; KALLUNKI, 1976, 1981; SIGIURA E YAMAGUCHI, 2005;
SINGER E SAZIMA, 2001), e mais restritos os de morfologia e anatomia vegetativa
(ANDREOTA et al., 2015; BONA et al., dados ndo publicados). Estudos da micromorfologia
e nectarios florais, embora sejam essenciais para o entendimento dos processos ecoldgicos
relacionados a polinizacao por insetos (FIGUEIREDO E PAIS, 1992; PAIS E FIGUEIREDO,
1994; STPICZYNSKA, 1997; STPICZYNSKA E MATUSIEWICZ, 2001) ainda carecem de
ser feitos pra Goodyerinae.

A maioria das Orchidaceae possuem na superficie das sépalas e pétalas tecidos
especializados na producdo de odores, os chamados osmoforos, os quais atuam como atrativos
florais para os insetos polinizadores (SINGER, 2003; DAVIES E STPICZYNSKA, 2014;
KOWALKOWSKA et al., 2014). Uma vez atraidos para a flor, esses insetos podem ser
recompensados com néctar, um dos fatores de incentivo a visita floral, que em algumas
espécies de orquideas pode ser produzido e secretado em nectarios superficiais no labelo ou
entre a coluna e o labelo (DRESSLER, 1993). O conhecimento sobre a localizacdo e o
funcionamento dessas estruturas secretoras como atrativos florais pode auxiliar no
entendimento da funcionalidade dessas em relagdo aos polinizadores (SWIECZKOWSKA E
KOWALKOWSKA, 2015; TEIXEIRA et al., 2004).

Os tecidos nectariferos sdo os atrativos de algumas orquideas, porém quando
comparado ao niimero de espécies da familia, os estudos anatomicos dessas estruturas sao
escassos (LEITAO et al., 2014). Sabe-se que o calcar encontrado na base do labelo das flores
de Goodyerinae estd associado a atividade nectarifera e ao sistema de polinizagao
(DRESSLER 1993, SINGER E SAZIMA, 2001). Populacdes de Goodyera R.Br. da América
do Norte e Latina sdo autocompativeis e polinizadas por abelhas do género Bombus
(ACKERMAN, 1975; KALLUNKI, 1976, 1981; SIGIURA E YAMAGUCHI, 2005).
Aspidogyne argentea (Vell.) Garay, A. longicornu (Cogn.) Garay e Erythrodes arietina (Rchb.f.
& Warm.) Ames (sinonimizada como Microchilus arietinus (Rchb.f. & Warm.) Ormerod) sdo
plantas autogamicas mas que dependem de polinizadores e, por conta disso, oferecerem néctar
no interior do calcar como recompensa floral (SINGER E SAZIMA, 2001). Embora alguns
polinizadores bem como a oferta de néctar, tenham sido reconhecidos por Singer e Sazima

(2001) para espécies de Goodyerinae neotropicais, ainda ¢ desconhecida a organizagdo da



estrutura no interior do calcar e como esse néctar ¢ secretado (DUGARTE-CORREDOR E
ARIAS, 2012).

Estruturas secretoras de néctar sdo bastante variadas, podendo ocorrer na forma de
papilas, espordes, tricomas glandulares e cuniculos (PRIDGEON et al, 1999;
STPICZYNSKA et al., 2003; DAVIES E TURNER, 2004; KOWALKOWSKA et al., 2014) e
sao encontradas no labelo (BOTTEGA E CORSI, 2000; TEIXEIRA ef al., 2004; DAVIES E
STPICZYNSKA, 2007; BELL et al., 2009; DAVIES E STPICZYNSKA, 2009, 2014) ¢
calcar (STPICZYNSKA et al, 2011). Em Goodyerinae os estudos micromorfologicos das
pecas florais estdo ausentes, apesar de indicarem uma associagao especifica aos polinizadores
(COSTA et al, 2017) e auxiliarem nos estudos evolutivos e taxondmicos (DAVIES E
STPICZYNSKA, 2006, 2014; STPICZYNSKA et al., 2003), uma vez que a monofilia dos
géneros ¢ considerada improvavel (CHASE et al., 2015).

A micromorfologia das flores estd diretamente relacionada a polinizagao,
considerando que as pecas florais tém funcdes especificas na atragdo de polinizadores
(WHITNEY et al., 2011; COSTA et al., 2017), sendo as pétalas uma das estruturas mais bem
estudadas quando se trata de micromorfologia floral associada a polinizacdo (CARLQUIST,
1969, MUDALIGE et al, 2003; WHITNEY, 2009, 2011; ARGIROPOULOS E
RHIZOPOULOU, 2012; WHITNEY, 2013; COSTA et al., 2017). As pétalas de flores de
muitas espécies podem favorecer a atracao de polinizadores através de pistas olfativas, visuais
e tateis (WHITNEY et al., 2011), o que muitas vezes pode ser ocasionado pela ocorréncia e
dimensdes das células epidérmicas cOnicas, as quais alteram a absor¢ao da luz e influenciam o
brilho e a intensidade da cor da flor (KAY et al, 1981). Portanto, a diversidade
micromorfologica das flores e a interagdo com os polinizadores influenciam o sucesso
reprodutivo da planta (WHITNEY et al., 2009, ALCORN et al., 2012).

Considerando a escassez de dados sobre a micromorfologia da flor e a importancia
de acrescentar novas informagoes florais as Goodyerinae, o presente trabalho apresenta um
estudo comparado da estrutura anatdmica e micromorfologica da flor e ultraestrutura do
calcar de espécies de Aspidogyne, Microchilus ¢ micromorfologia de Ludisia, buscando
descrever e analisar as micro variagdes ocorrentes entre as espécies, bem como a busca
atrativos e recompensas florais dentro do grupo, bem como seus respectivos processos de

secrecao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A FAMILIA ORCHIDACEAE

Orchidaceae Juss. ¢ uma das maiores familias de plantas vasculares, com estimativas
indicando que o numero de espécies possa chegar a 30.000, totalizando por volta de 7% de
todas as angiospermas (CHASE, 2005). Revisdes atuais apontam que Orchidaceae possui
25.000 espécies distribuidas em 736 gé€neros e a reorganizacao das espécies em novos géneros
tem sido frequentemente proposta (CHASE et al., 2015).

As orquideas, como sdo conhecidas, apresentam ampla distribui¢do geografica,
sendo encontradas em quase todos os ambientes, exceto em desertos verdadeiros (STERN,
2014). Os neotropicos possuem grande riqueza e diversidade de orquideas e aproximadamente
2.500 espécies ocorrem no territorio brasileiro, sendo que no Estado do Parana ocorrem 616
espécies distribuidas em 119 géneros (BARROS ef al., 2017). Esta grande capacidade
adaptativa aos mais variados tipos de ambientes deve-se principalmente as diversas variagdes
vegetativas presentes na familia, apresentando intimeras estratégias relacionadas,
efetivamente, a obtencgdo e reserva de dgua e nutrientes (DRESSLER, 1993; OLIVEIRA E
SAJO, 1999; FIGUEROA et al., 2008; SILVA et al, 2010; DUGARTE-CORREDOR E
ARIAS; 2012; ANDREOTA et al, 2015). Segundo Pinheiro et al. (2004) ha uma
conservagdo da organizacdo e composi¢do da morfologia floral, apesar das variagdes que
ocorrem. Esta organizaciao e composi¢ao podem estar relacionadas com a sele¢do reprodutiva,
que ¢ a principal responsavel pelo sucesso da familia, verificado pelo grande nimero de
espécies que a constituem.

A constitui¢@o floral das plantas foi moldada pela evolugdo durante milhares de anos,
sendo fundamentalmente associada com um vasto nimero de interagcdes plantas-insetos,
desenvolvendo ndo apenas superficies especializadas para limitar (GAUME et al., 2004;
RIEDERER E MULLER, 2006; OELSCHLAGEL et al., 2009; BULLOCK E FEDERLE,
2010; POPPINGA et al., 2010; SCHOLZ et al., 2010; PRUM et al., 2012) ou melhorar o
acesso de insetos (DAI et al., 2002; KOCH E BARTHLOTT, 2009; WHITNEY et al., 2009;
ALCORN et al, 2012), mas também tecidos mecanicamente adaptados para resistir a
alimentacdo desses (LUCAS et al, 2000, READ E STOKES, 2006; SANSON, 2006;
HANLEY et al., 2007; PEIFFER et al., 2009; PLETT et al., 2010; SOROKA et al., 2011).
Em consequéncia a esse processo evolutivo, resultou o sucesso reprodutivo das plantas,

tornando-as capazes de influenciar o comportamento dos insetos com sistemas mecanicos



complexos, sobretudo no que se refere a polinizagio (PRIDGEON et al., 2003;
RATNAYAKE et al.,, 2007; REITH et al., 2007; NICHOLSON et al., 2008; WARREN E
JAMES, 2008; OELSCHLAGEL et al., 2009; RUAN E DA SILVA, 2011; ALCORN et al.,
2012).

As orquideas sdo plantas facilmente reconheciveis por possuir flores fortemente
zigomorfas, onde o androceu e gineceu sao parcialmente fundidos formando o ginostémio ou
coluna (DRESSLER, 1993). Esta zigormorfia também ocorre devido a presenca de
estaminddios e/ou da supressdo completa do estame, uma pétala modificada denominada
labelo, o qual geralmente ¢ acompanhado por estruturas diversas, como por exemplo nectarios
em forma de calcar cilindrico. Do mesmo modo a ressupinagdo do ovario e do pedicelo,
visivel na maioria das espécies, contribui para a morfologia altamente modificada das flores
da familia (BOX et al., 2008). Na coluna, o estigma encontra-se separado da antera funcional
pelo rostelo, estrutura relativamente membranacea que nada mais ¢ do que um lobo do
estigma modificado cuja fungdo principal ¢ impedir a autofecundacdo (SZLACHETKO E
RUTKOWSKI, 2000). O ovario ¢ infero e o fruto capsula abre-se através de fendas laterais
liberando numerosas e diminutas sementes (BARROS et al., 2017; DRESSLER E CHASE,
1995; PINHEIRO et al., 2004; RUSCHI, 1997).

Embora as orquideas apresentem uma grande variedade fenotipica, a organizacao
basica das pecas florais ¢ tipica de plantas monocotiledoneas, e as singularidades das suas
partes estdo associadas, essencialmente, aos recursos produzidos para atrair diferentes
polinizadores, sobretudo fragrancias, 6leos e néctar (DRESSLER, 1993).

A epiderme da flor pode apresentar variadas estruturas associadas, as quais sdo
relativamente comuns em plantas, como por exemplo: tricomas, papilas ou glandulas
(KRONESTEDT-ROBARDS et al., 1986; DAVIES E TURNER, 2004; BERNADELLO,
2007; DAVIES E STPICZYNSKA, 2006; DAVIES E STPICZYNSKA, 2008; DAVIES E
STPICZYNSKA, 2010, DUGARTE-COREDOR E ARIAS, 2012; DAVIES E
STPICZYNSKA, 2014). Estas estruturas podem atuar tanto na defesa da planta contra
herbivoria e insetos saqueadores (LUCAS et al., 2000; SCHOLZ et al., 2010), quanto ser
orgdos secretores de incentivos e recompensas florais, podendo secretar néctar, Oleos,
fragrancias, ceras ou outras substancias resinosas ¢ lipidicas (DAVIES E STPICZYNSKA,
2014; KOWALKOWSKA et al., 2014; NUNES et al., 2014, 2015). H4 ainda a possibilidade
da presenca de secre¢des ndo aparentes que so sdo acessiveis a insetos roedores, pois estas se
encontram em papilas dentro do calcar (DAVIES et al, 2003; DAVIES E STPICZYNSKA,
2008a, 2009; DAVIES E TURNER, 2004).



Alguns géneros de Orchidaceae apresentam uma estrutura saculiforme ou tubular
denominada calcar que estd associada com a atividade nectarifera dessas orquideas, bem
como ao seu sistema de polinizagdo (DRESSLER, 1993). Em um estudo com Aerides Lour,
Stpiczynska et al. (2011) concluiram que esta estrutura evoluiu duas vezes dentro do grupo,
em regioes geograficamente distintas, o que segundo Kocyan et al., (2008), pode ter sido
influenciada pelos polinizadores. Uma vez estabelecida a correlacdo entre a micromorfologia
floral e polinizadores, enfatiza-se a necessidade de se conhecer o presente grupo, visto que

esta estrutura ¢ observada nos representantes da subtribo Goodyerinae.

2.2 A TRIBO CRANICHIDEAE

Anadlises moleculares recentes dividiram a familia Orchidaceae em cinco subfamilias:
Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripidioideae, Orchidoideae e Epidendroideae, indicando
que a reducao de trés para uma Unica antera fértil ocorreu pelo menos duas vezes, durante a
historia evolutiva do grupo (CHASE et al.,, 2003). Dessas, Orchidoideae ¢ a subfamilia da
qual a tribo Cranichideae pertence (CHASE et al., 2003; PRIDGEON et al., 2003).

Nao foram reconhecidas, até o presente momento, sinapomorfias morfoldgicas para
todas as subtribos de Cranichideae. Em Cranichidinae a coluna ¢ pontiaguda, algumas vezes
unida com o labelo ou com as pétalas e as polinias sdo frageis e clavadas; enquanto em
Goodyerinae a coluna € curva e as polinias sécteis com viscidio mais ou menos evidente, em
Spiranthinae as margens do labelo unem-se com a base da coluna formando um nectario
profundo e as polinias sdo macias e granulosas (DRESSLER, 1993; PRIDGEON et al., 2003).

Em um estudo dos 6rgdos vegetativos de representantes das subtribos Cranichidinae,
Goodyerinae e Spiranthinae, Andreota et al, (2015) concluiram que caracteristicas
anatomicas t€ém importancia ecologica e fisiologica, como por exemplo: o espessamento do
velame auxilia na absor¢do de 4dgua e nutrientes do solo e evita a transpiragdo excessiva, a
cuticula das folhas confere protecdo contra radiacdo e dessecagdo, corroborando com
trabalhos anteriores (OLIVEIRA E SAJO, 1999; FIGUEROA et al., 2008; SILVA et al.,
2010; DUGARTE-CORREDOR E ARIAS; 2012).

Estudos anatomicos e morfoldgicos sdo meios necessarios para se compreender a
relacdo entre a morfologia e o ambiente em que a planta se encontra € 0S processos
envolvidos entre eles. Contudo, de acordo com Pridgeon et al.,(2003) ndo ha informagdes

anatomicas e morfologicas florais sobre os géneros pertencentes a Goodyerinae, ¢ conforme



Chase et al., (2015) a monofilia dos géneros do grupo como sdo conhecidas atualmente sdo

consideradas improvaveis.

2.3 A SUBTRIBO GOODYERINAE

As caracteristicas anatdmicas dos orgdos vegetativos em Goodyerinae sio muito
semelhantes as demais Cranichideae e descritas conjuntamente as demais espécies da tribo
(PRIDGEON et al., 2003; STERN, 2014). Embora o padrio comum das raizes em
Cranichideae ¢ a presenca de velame com paredes espessadas ou com discretos espessamentos
escalariformes e presenga de espirantossomos (PRIDGEON et al., 2003, FIGUEROA et al.,
2008; DUGARTE-CORREDOR E ARIAS, 2012; ANDREOTA et al., 2015; BERNAL et al.,
2015), segundo Engels et al. (2016), Goodyerinae possui velame uniestratificado com paredes
finas, exoderme com paredes delgadas e suberizadas, presenca de colénquima na raiz, e
presenca de espirantossomos, caracteres que podem estar associados ao tipo de vida humicola.
O caule apresenta cuticula fina; estrias de Caspary na endoderme, sendo um novo caractere na
tribo, e variacdo no numero de feixes vasculares, passando de 15-48 na tribo para 10-50 na
subtribo; presenca de espirantossomos constante em todas as espécies. O caule radicifero
contém mais amido do que o caule foliado. Folhas com cuticula fina hipoestomaticas e xilema
binario (PRIDGEON et al., 2003, STERN, 2014; ENGELS et al., 2016).

As flores sdo ressupinadas com ovario piloso; sépalas normalmente pilosas na face
externa; pétalas aderidas lateralmente a sépala dorsal; labelo dotado de calcar, uma estrutura
saculiforme ou tubular, a qual esta presente em outros grupos de Orchidaceae; coluna
diferenciada devido as especializa¢des no rostelo e no viscidio (ENGELS, 2014). Em alguns
géneros, durante a remog¢do do polindrio, o viscidio rompe parte do rostelo, deixando no
remanescente rostelar uma “cicatriz” com padrdo definido, utilizado como carater taxonémico
(ENGELS, 2014).

Localizar e conhecer a morfologia das estruturas secretoras pode auxiliar no
entendimento da funcionalidade dessas em relagdo aos polinizadores (SWIECZKOWSKA E
KOWALKOWSKA, 2015, TEIXEIRA et al., 2004). Estruturas secretoras de néctar sao
bastante variadas, podendo ocorrer na forma de papilas, espordes, tricomas glandulares e
cuniculos (estrutura proveniente de um tubo floral entre o ovério e a base do perianto)
(DAVIES et al., 2003; DAVIES E TURNER, 2004; PRIDGEON et al., 1999) e embora as
papilas também sejam encontradas nas sépalas e pétalas (MOREIRA et al., 2008; TEIXEIRA



et al., 2004)coluna e na antera da flor, estas ainda nao sao bem estudadas dentro do grupo e

possuem valor taxonomico (DAVIES E STPICZYNSKA, 2006, 2014).



3 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas as flores de dez espécies de Goodyerinae, sendo sete de
Aspidogyne: A. argentea (Vell.) Garay, A. bidentifera (Schltr.) Garay, A. commelinoides
(Barb.Rodr.) Garay, A. foliosa (Poepp. & Endl.) Garay, A. juruenensis (Hoehne) Meneguzzo,
A. kuczynskii (Porsch) Garay, 4. longicornu (Cogn.) Garay, duas de Microchilus: M. arietinus
(Rchb.f. & Warm.) Ormerod e M. austrobrasiliensis (Porsch) Ormerod, e Ludisia discolor
(Ker Gawl.) Blume (Tabela 1). Os nomes validos e sindnimos exceto para Ludisia discolor,
foram adotados de acordo com BFG (2015), Govaerts (2017) e combinacdes propostas por
Meneguzzo (2012). As amostras de Aspidogyne e Microchilus foram obtidas em campo nos
Estados do Parand e Santa Catarina e armazenadas em alcool 70%, enquanto L. discolor foi

adquirida de cultivadores.

TABELA 1 — LISTA DAS ESPECIES ESTUDADAS CONTENDO O VOUCHER E O LOCAL DA COLETA.

Espécie Voucher ou nimero de coleta Localidade
Aspidogyne argentea M. E. Engels 529 Brasil, Joinville, SC
A. bidentifera M. E. Engels 600 Brasil, Blumenau, SC
A. commelinoides T. F. Santos & A. Cardozo 266 Brasil, Tijucas do Sul, Vossoroca, PR.
A. foliosa M. E. Engels & T. A. Meyer 6177 Coronel Domingos Soares, SC
A. juruenensis M. E. Engels 599 Brasil, Guaraquegaba, PR
A. kuczynskii M. E. Engels 527 Brasil, Céu Azul, PR
A. longicornu M. E. Engels 510 Brasil, Ilha do Mel, Paranagua, PR
Microchilus arietinus M. E. Engels 528 Brasil, Antonina, PR
M. austrobrasiliensis M. E. Engels 383 Brasil, Carambei, PR
Ludisia discolor F. S. Pieczak 93900 Brasil, Curitiba, PR

FONTE: ENGELS (2016).
LEGENDA: O MATERIAL COLETADO FOI DEPOSITADO NO HERBARIO UPCB, COM DUPLICATAS
DESTINADAS PARA OS HERBARIOS MBM E SP (ENGELS, 2016).

Todas as pecas florais foram examinadas por microscopia de luz (ML) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). O calcar de Aspidogyne commelinoides, A. longicornu e
Microchilus arietinus foi analisado em microscopia eletronica de transmissdo (MET). As
pecas florais de Ludisia discolor foram analisadas em microscopia eletronica de varredura.

Para as analises em ML, as amostras das flores foram fixadas em FAA 50
(JOHANSEN, 1940) ou em glutaraldeido e formaldeido (KARNOVSKY, 1965 modificado
por KRAUS E ARDUIN, 1997). Em sequéncia as amostras foram desidratadas em série
etilica até lcool 70%, pré-infiltradas em historesina Leica™ mais alcool 70% (1:1), infiltradas

e incluidas de acordo com as indicagdes do fabricante.



Seccoes seriadas em plano transversal foram feitas para todas as pecas florais (sépala
dorsal, sépalas laterais, pétalas, labelo e calcar e em plano longitudinal para a regiao distal do
calcar de 4. commelinoides. O material foi seccionado com 7 pm de espessura em microtomo
de rotagio manual Leica® RM 2145; as laminas foram coradas com azul de toluidina
(O’BRIEN et al., 1964) e montadas de forma permanente. As fotomicrografias foram obtidas
por meio do fotomicroscopio Olympus BX41 com camera digital SC30 acoplada. A. foliosa e
L. discolor foram analisadas apenas em microscopia de varredura.

Para as andlises em MEV as amostras foram fixadas em FAA 50
(JOHANSEN, 1940), desidratadas em série etilica, secas via ponto critico com gés carbdnico
(Balzers Union FL 9496 SCD 030), aderidas ao suporte metalico com fita adesiva de cobre,
metalizadas com ouro e por fim analisadas ao microscopio eletronico de varredura (JEOL
JSM — 6360LV Scanning Electron Microscope) do Centro de Microscopia Eletronica (CEM)
da Universidade Federal do Parana.

Para analise em MET, o calcar foi fixado em glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido
(KARNOVSKY, 1965, modificado por KRAUS E ARDUIN, 1997) imediatamente apds a
coleta e em seguida as amostras foram lavadas em tampao fostato 0,1M. Apods, o material foi
pos-fixado em tetroxido de 6smio (OsO4) 1% e lavado em agua destilada. Subsequentemente
as amostras foram desidratadas em série etilica total e incluidas em historesina LR White™
“Medium Grade” (Fluka) seguindo as instru¢des do fabricante.

As seccoes semifinas foram feitas em Ultramicrotomo Leica Ultracut UCT,
utilizando navalhas de vidro, com espessura de 500 nm; montadas em laminas de vidro e
coradas com azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1964). As sec¢des ultrafinas foram feitas em
navalha de diamante, com espessuras entre 60 a 100 nm, depositadas em suportes (“grids”) de
cobre de 200 mesh, contrastados em solucao de acetato de uranila 2% e solugdo de citrato de
chumbo 10% (REYNOLDS, 1963). As analises foram realizadas em microscopio eletronico
de transmissdo JEOL — 1200 EX II no Centro de Microscopia Eletronica da Universidade

Federal do Parana, em Curitiba.
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4 RESULTADOS
4.1 OVARIO

Os resultados apresentados a seguir encontram-se sumarizados na Tabela 2. O ovario
¢ pubescente na superficie externa de todas as espécies analisadas, com excecdo de
Aspidgyne bidentifera que ¢ glabro (Fig. 1A). Os tricomas glandulares sao multicelulares,
com pedicelo longo e multicelular (Fig. 1B - F) e extremidade globosa. A extremidade
globosa pode conter apenas uma célula, predominante em Microchilus arietinus (Fig. 1B, C),
ou até cinco células, predominante em A. argentea (Fig. 1D). Ocorrem também tricomas
tectores, com as células da extremidade alongada, os quais foram observados em
Ludisia discolor (Fig. 1E) e M. austrobrasiliensis, sendo observados nesta ultima espécie os
dois tipos de tricomas, glandulares e tectores (Fig. 1F). As demais espécies apresentam
tricomas com a extremidade globosa, contendo um nimero variavel de células, entre uma até

cinco.
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FIGURA 1 — SUPERFICIE EXTERNA DO OVARIO EM ESPECIES DE GOODYERINAE.

FONTE: (A, B, C, D, F) Cleusa Bona; (E) o autor (2019).
LEGENDA: Microscopia eletronica de varredura. (A) Aspidogyne bidentifera. Ovario glabro, com células
justapostas e  sulcos  (seta) formando uma leve tor¢cdo no  6rgdo.  Barra =500 um.
(B) Microchilus arietinus. Ovario pubescente com tricomas capitados contendo predominantemente uma célula
na extremidade. Barra =500 um. (C) M. arietinus. Detalhe dos tricomas com uma célula na cabega.
Barra=100 pm. (D) A. argentea. Ovario pubescente com tricomas multicelulares portando cabega
predominantemente com cinco células. Barra =500 um. (E) Ludisia discolor. Tricomas tectores com
extremidade alongada sem células globosas. Barra =200 um. (F) M. austrobrasiliensis. Detalhe dos tricomas
tectores (seta) e tricomas capitados com uma célula na cabega (*). Barra = 50 pm.

4.2 SEPALAS

A superficie das sépalas ¢ glabra em ambas as faces em Aspidogyne bidentifera e
Ludisia discolor, nas demais espécies apresenta face adaxial glabra e a face abaxial
pubescente (Fig. 2A, B, G). Os tricomas sdo capitados com pedicelo longo pluricelular e
cabeca alongada com duas a cinco células alinhadas (Fig. 2C, D). Em vista frontal as células
epidérmicas sdo papilosas obpiriformes em Microchilus austrobrasiliensis (Fig. 2E) e com

papilas conicas em L. discolor (Fig. 2F). Nas demais espécies a superficie apresenta células
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retangulares a arredondadas (Fig. 2A, B e C). Em vista transversal a epiderme se mostra
uniestratificada, com células de formato arredondado, com paredes delgadas (Fig. 2G, H). A
face abaxial das sépalas laterais € secretora em A. bidentifera, com células de conteudo denso,
nucleo central e vactiiolos menores em relacdo as células da face adaxial (Fig. 2G). Em ambas
as espécies de Microchilus a face abaxial apresenta células papilosas sem aspecto de célula
secretora (Fig. 2H). Estomatos esparsos ocorrem na face abaxial (Fig. 2I). O mesofilo ¢
homogéneo em todas as espécies, com trés a cinco camadas de parénquima com células mais
arredondadas proximas a epiderme e irregulares no centro (Fig. 2G, H, I). A espessura do
mesofilo varia conforme a espécie e possui mais camadas na regido proximal da sépala. As
sépalas sdo vascularizadas com um unico feixe vascular disposto na regido mediana do limbo
(Fig. 2H, I). Idioblastos com rafides estdo distribuidos aleatoriamente no mesofilo de todas as
espécies (Fig. 2G, I).

As pétalas aderidas internamente na regido proximal a sépala dorsal e sdo glabras em
ambas as faces (Fig. 2B), delgadas em comparagdo as sépalas e formadas basicamente da
epiderme ¢ uma ou duas camadas de mesofilo parenquimatico com células achatadas de

formato e disposicao irregular (Fig. 2J) e um feixe vascular central.
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FIGURA 2 — MICROMORFOLOGIA E ESTRUTURA ANATOMICA DAS SEPALAS DE ESPECIES DE
GOODYERINAE.

FONTE: (A, B, C, F, I, J) o autor (2019); (D, E, G, H) Cleusa Bona.

LEGENDA: (A-F) Microscopia eletronica de varredura, (G — J) microscopia de luz.
(A) Aspidogyne foliosa. Face adaxial da sépala dorsal (seta) com pétalas glabras (*) aderidas internamente.
Barra=1 mm. (B) 4. foliosa. Sépala dorsal com face abaxial pubescente (seta) e pétalas (*) glabras.
Barra=1mm. (C) 4. commelinoides. Tricoma capitado da sépala dorsal (*). Barra=100 um.
(D) A. argentea. Apice dos tricomas capitados da sépala dorsal. Barra =50 um.
(E) Microchilus austrobrasiliensis. Papilas obpiriformes da face abaxial da sépala lateral. Barra= 50 um.
(F) Ludisia discolor. Face abaxial da sépala lateral mostrando papilas conicas. Barra= 100 um.
(G) A. bidentifera. Corte transversal da regido mediana da sépala lateral evidenciando face abaxial (seta)
secretora. Barra =100 pm. (H) M. austrobrasiliensis. Corte transversal da sépala lateral mostrando papilas da
face abaxial (seta) e feixe vascular central (circulo). Barra =200 um. (I) 4. longicornu. Corte transversal da
sépala mostrando feixe vascular central (circulo), idioblasto com rafides (*) ¢ estdmato na face abaxial (scta).
Barra = 100 pm. (J) A. commelinoides. Corte transversal na regido proximal da sépala dorsal (*) e pétalas (seta)
inseridas internamente a sépala. Barra = 500 pm.
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4.3 LABELO

O labelo varia morfologica e micromorfologicamente entre as espécies (Fig. 3, 4, 5)
podendo ser lobado (Aspidogyne argentea (Fig.3B), A. bidentifera, A. foliosa (Fig. 3F),
A. juruenensis (Fig. 31), A. kuczynskii (Fig. 4A), A. longicornu (Fig. 4C), Ludisia discolor
(Fig. 4F) e Microchilus arietinus (Fig. 4G)), ou inteiro (A. commelinoides (Fig.3D) e
M. austrobrasiliensis (Fig. 5A)). A face abaxial é glabra em todas as espécies (Fig. 3,4, 5). A
face adaxial difere entre as espécies: poucas papilas obpiriformes na base em A. argentea
(Fig. 3A, B); papilas obpiriformes em toda a extensdo do labelo em A. commelinoides
(Fig. 3C, D), exceto nas margens (Fig. 3E); papilas obpiriformes no apice em A. foliosa
(Fig. 3F, G,); A.juruenensis (Fig.3H) apresenta papilas conicas no épice (Fig. 3I),
lameliformes (com células fundidas) na base dos lobulos (Fig. 3J), mamiliformes na regido
mediana (Fig. 3K) e tricomas papilares na base (Fig. 3L); tricomas papiliformes esparsos e
papilas obpiriformes na base (Fig. 4A, B) e poucas papilas conicas na margem dos lobulos em
A. kuczynskii; papilas obpiriformes alongadas no centro do apice (Fig. 4C, 4D), e conicas nas
margens do apice em A. longicornu (Fig. 4E); papilas obpiriformes a mamiliformes na regiao
distal em L. discolor (Fig. 4F, G); papilas conicas (Fig. 4H, 1) e mamiliformes (Fig. 4J) no
apice em M. arietinus; células convexas a ligeiramente papilosas na regido apical (Fig. 5A, B)
e papilas conicas a mamiliformes nas margens do apice em M. austrobrasiliensis (Fig. 5C). A
cuticula apresenta estriagdes perpendiculares ao comprimento da célula em A. argentea
(Fig. 5D), A. kuczynskii (Fig. 5B) e L. discolor (Fig. SE). Nas papilas conicas e mamiliformes,
as estriagdes sdo circulares e concéntricas, e foram observadas em papilas de
A. commelinoides (Fig. 3E) e M. austrobrasiliensis (Fig. 5C). Em M. arietinus as estriagdes
das papilas conicas sdo longitudinais (Fig. 41,J). As demais espécies ndo apresentam
estriagcdes na cuticula.

A epiderme face abaxial apresenta células com aparéncia secretora na base do labelo
em A. commelinoides (Fig. 5G) e M. arietinus (Fig. SH). Essas células sdo arredondadas e
bem maiores comparadas as células epidérmicas adaxiais. Situadas na regido mediana do
limbo, exceto nas margens, possuem conteudo denso, muitos vactolos e nucleo grande. Na
face adaxial as células sdo papilosas ou nao, com paredes finas ¢ muito vacuolizadas, sem
aspecto secretor (Fig. 5G). O mesofilo ¢ composto de cinco a sete camadas de células
parenquimaticas, mais estreito nas laterais (Fig. 5F, G) e possui idioblastos com rafides

esparsos em todas as espécies (Fig. 5G). Os feixes vasculares sao em numero de cinco, sendo
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um central e dois em cada lateral do labelo, apresentam predominancia de floema, sendo

circundado por células de aparéncia secretora (Fig. 5F, G).
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FIGURA 3 — MICROMORFOLOGIA DO LABELO DE ESPECIES DE Aspidogyne (GOODYERINAE).

FONTE: (A - G) O autor (2019); (H - L) Cleusa Bona.
LEGENDA: Microscopia eletronica de varredura. (A) Aspidogyne argentea. Vista geral da face adaxial com
papilas obpiriformes na base (*). Barra =500 um. (B) 4. argentea. Detalhe das papilas obpiriformes.
Barra =20 um. (C) A. commelinoides. Vista geral da face adaxial com papilas obpiriformes no apice (*).
Barra = 500 um. (D) 4. commelinoides. Detalhe das papilas obpiriformes com cuticula estriada. Barra =10 um.
(E) A. commelinoides. Detalhe evidenciando margem sem papilas. Barra = 100 pum. (F) 4. foliosa. Face abaxial
(seta) e face adaxial do apice com papilas obpiriformes (*). Barra = 1 mm. (G) 4. foliosa. Detalhe das papilas
obpiriformes com cuticula estriada. Barra=50 um. (H — L) 4. juruenensis. (H) Vista geral da face adaxial
destacando os tipos de papilas (quadrados). Barra =1 mm. (I) Detalhe das papilas conicas (quadrado 1 da fig.
H). Barra =50 pm. (J) Detalhe das papilas lameliformes (quadrado 2 da fig. I). Barra = 20 um. (K) Detalhe das
papilas mamiliformes (quadrado 3 da fig. I). Barra = 20 um. (L) Detalhe dos tricomas papilares (quadrado 4 da
fig. I). Barra = 100 pm.
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FIGURA 4 — MICROMORFOLOGIA DO LABELO DE ESPECIES DE Aspidogyne E Microchilus
(GOODYERINAE).

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: Microscopia eletronica de varredura. (A) Aspidogyne kuczynskii. Labelo lobado em vista geral, face
adaxial. Barra = 500 um. (B) 4. kuczynskii. Tricomas papiliformes (*) e papilas obpiriformes alongadas no apice
adaxial (seta). Barra =100 um. (C) 4. longicornu. Labelo lobado com vista da face adaxial do apice, com
papilas obpiriformes alongadas (*), papilas conicas na margem (seta branca), e face abaxial glabra (seta preta).
Barra =500 um. (D) 4. longicornu. Detalhe das papilas obpiriformes alongadas no épice. Barra =20 um.
(E) A. longicornu. Detalhe das papilas conicas da margem do apice. Barra = 50 um. (F) Ludisia discolor. Visao
geral do labelo evidenciando face adaxial (*) e face abaxial (seta). Barra =25 um. (G) L. discolor. Detalhe das
papilas obpiriformes a mamiliformes no épice da face adaxial do labelo. Barra=150 pm.
(H) Microchilus arietinus. Visdo geral do labelo mostrando a face adaxial dos lobulos (*) e face abaxial (seta).
Barra =500 um. (I) M. arietinus. Detalhe das papilas cOnicas presentes nos lobulos apicais. Barra =50 pum.
(J) M. arietinus. Detalhe das papilas mamiliformes do apice. Barra =20 pm.
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FIGURA 5 — MICROMORFOLOGIA E ANATOMIA DO LABELO DE ESPECIES DE GOODYERINAE.

FONTE: (A — G) o autor (2019); (H) Cleusa Bona.

LEGENDA: (A — E) Microscopia eletronica de varredura; (F — H) microscopia eletronica de luz.
(A) Microchilus austrobrasiliensis. Visdio ~ geral — mostrando  auséncia de  lobos.  Barra=1 mm.
(B) M. austrobrasiliensis. Detalhe do apice com células papilosas. Barra = 100 pm.

(C) M. austrobrasiliensis. Detalhe das papilas conicas a mamiliformes presentes no apice. Barra =20 um.
(D) Aspidogyne argentea. Estriacdes perpendiculares na cuticula das células epidérmicas da face adaxial.
Barra =20 um. (E) Ludisia discolor. Estriagdes perpendiculares na cuticula das células epidérmicas da face
adaxial. Barra = 100 um. (F) A. commelinoides. Corte transversal da regido mediana evidenciando a face abaxial
secretora (seta), feixes vasculares (circulo) e bordos afilados (*). Barra = 500 um. (G) A. commelinoides. Corte
transversal da regido proximal evidenciando a face abaxial secretora (ep), face adaxial papilosa (seta), feixes
vasculares (circulo) e mesofilo com células achatadas. Barra =200 um. (H) M. arietinus. Corte transversal da
regido mediana evidenciando a face abaxial secretora (ep), mesofilo com células turgidas, feixes vasculares
(circulos) e idioblastos com rafides (*). Barra = 200 pum.
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O calcar ¢ cilindrico-fusiforme em Aspidogyne argentea, A. bidentifera,
A. commelinoides, A. foliosa, A. juruenensis, A. kuczynskii, Microchilus arietinus (Fig. 6A),
linear com ligeira curvatura na regido mediana em A. longicornu (Fig. 6B), ou esférico em
M. austrobrasiliensis (Fig. 6C). A superficie externa ¢ glabra em todas as espécies (Fig. 6A,
B, C, 7) e a epiderme ¢ simples, com cé¢lulas arredondadas em corte transversal e paredes
delgadas (Fig. 6D, E, G). O mesofilo possui cinco a sete camadas de células parenquimaticas
(Fig. 6D, G), com trés a oito feixes vasculares, dependendo da espécie, com tecido floematico
predominante circundado por grande quantidade de células com conteudo celular denso
(Fig. 6D, E, G) e presenca de idioblastos com rafides dispersos aleatoriamente (Fig. 6G). A
epiderme interna possui papilas obpiriformes desde a entrada do calcar até a regido mediana
em A. commelinoides (Fig. 6D, F) e tricomas papiliformes em A. argentea, A. bidentifera,
A. juruenensis (Fig. 6G. H). Em A. kuczynskii encontramos ambas as papilas, obpiriformes e
tricomas papilares, se estendendo desde a entrada até a regido mediana do calcar (Fig. 61). A
epiderme interna é desprovida de papilas e tricomas em A. foliosa, A. longicornu ¢ em ambas
as espécies de Microchilus (Fig. 6J). Ludisia discolor ndo apresenta calcar.

Nectarios estruturados com células secretoras caracteristicas foram registrados no
calcar de todas as espécies. Formado por duas saliéncias pouco proeminentes, iniciando na
regido mediana e terminando na regido distal em A. argentea, A. foliosa (Fig.7A) e
A. kuczynskii (Fig. 7B, C); duas protuberancias salientes na regido distal em 4. commelinoides
(Fig. 7D, E); quatro corddes da regido mediana até a distal em A. juruenensis (Fig. 7F) e em
A. longicornu (Fig. 7G); quatro corddes que se iniciam na regido proximal, terminando antes
da regido distal em M. arietinus (Fig. 7H, 1); e quatro corddes proeminentes que se iniciam na
regido proximal acompanhando a curvatura na regido distal em M. austrobrasiliensis
(Fig. 6J, 7J).

A epiderme dos nectdrios apresenta cuticula ininterrupta em estagio de pré-antese,
onde ndo foram visualizados poros ou fissuras (Fig. 8A, B). A secrecdo acumula-se entre a
cuticula e a parede periclinal externa das células epidérmicas, causando um descolamento da
cuticula (Fig. 8A, B). Tanto as células epidérmicas quanto as subepidérmicas possuem
citoplasma denso, com nucleo grande e central, numerosos vacuolos pequenos, muitas
vesiculas nas membranas junto as paredes periclinais externas e anticlinais, reticulo
endoplasmatico rugoso em abundancia, mitocondrias, dictiossomos, vesiculas com contetido
hialino e amiloplastos (Fig. 8B). Numerosos plasmodesmas estdo presentes nas paredes das
células adjacentes. Na flor em antese, os plastidios com amido sdo pouco visiveis ou estdo

ausentes (Fig. 8C) e a secrecdo ainda pode ser visualizada entre a cuticula e a parede. Na
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cuticula nota-se também a presenca de estrias eletrondensas perpendiculares a superficie

(canais de secrecao) (Fig. 8D) e secrecdo no lume do calcar externamente a cuticula (Fig. 8D).
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FIGURA 6 — FLOR, ANATOMIA E MICROMORFOLOGIA DO CALCAR DE ESPECIES DE Aspidogyne E
Microchilus (GOODYERINAE).

p - ; - —— - 7

FONTE: (A — C) Eric de Camargo Smidt; (D, E, F, 1, J) o autor (2019); (G, H) Cleusa Bona.
LEGENDA: (A — C) Flores; (D, E e G) microscopia de luz; (F, H — J) microscopia eletronica de varredura.
(A) Aspidogyne bidentifera. Calcar cilindrico-fusiforme (seta). (B) A. longicornu. Calcar linear apresentando
ligeira curvatura na regido mediana (seta). (C) Microchilus austrobrasiliensis. Calcar esférico (seta).
(D) A. commelinoides. Corte transversal na entrada do calcar evidenciando papilas na epiderme da regido interna
(ep), presenca de feixes vasculares no mesofilo (circulos) e idioblastos com rafides (seta). Barra = 50 um.
(E) A. commelinoides. Feixe vascular evidenciando xilema (X), floema (F) e células com caracteristicas
secretoras ao lado do feixe vascular (*). Barra =100 um. (F) A. commelinoides. Papilas obpiriformes na
epiderme interna da entrada do calcar. Barra =200 um. (G) A. juruenensis. Corte transversal na entrada do
calcar evidenciando tricomas papiliformes (seta), feixes vasculares (circulo) e idioblastos com rafides (*).
Barra =200 um. (H) A. juruenensis. Tricomas papiliformes na epiderme interna na entrada do calcar.
Barra=50 um. (I) 4. kuczynskii. Face adaxial com papilas obpiriformes (seta) e tricomas papiliformes.
Barra = 50 um. (J) M. austrobrasiliensis. Face adaxial glabra com nectario saliente (*). Barra = 500 pm.
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FIGURA 7 — MICROMORFOLOGIA E ANATOMIA DO CALCAR DE ESPECIES DE Aspidogyne E
Microchilus (GOODYERINAE).

FONTE: (A, B, D, E, F, H) o autor (2019); (C, G, I, J) Cleusa Bona.

LEGENDA: (A, B, D, F, H) microscopia eletrénica de varredura; (C, E, G, I, J) microscopia de luz.
(A) Aspidogyne foliosa. Corte longitudinal do calcar evidenciando o nectdrio com duas saliéncias pouco
proeminentes (seta). Barra =500 um. (B) 4. kuczynskii. Corte longitudinal mostrando o nectario pouco
proeminente (seta) e tricomas papiliformes na entrada do calcar (¥). Barra = 500 um. (C) 4. kuczynskii. Corte
transversal da regido mediana do calcar mostrando feixes vasculares (circulo) e evidenciando os nectarios (seta)
pouco proeminentes. Barra =200 um. (D) A. commelinoides. Regido distal do calcar com nectarios proeminentes
(seta). Barra =500 um. (E) A. commelinoides. Corte transversal do nectario evidenciando epiderme secretora
(ep) com a cuticula descolada (seta) e idioblasto com rafide (*).Barra =20 um. (F) 4. juruenensis. Corte
longitudinal evidenciando trés nectarios alongados (seta). Barra = 500 um. (G) 4. longicornu. Corte transversal
evidenciando quatro nectarios proeminentes na por¢do mediana do calcar (seta) e feixes vasculares (circulo).
Barra = 500 um. (H) Microchilus arietinus. Sec¢ao longitudinal evidenciando nectarios proeminentes na regido
mediana (setas). Barra = 500 um. (I) M. arietinus. Corte transversal mostrando detalhes dos nectarios (setas) na
regido mediana e feixes vasculares (circulos). Barra =200 pm. (J) M. austrobrasiliensis. Corte transversal na
regido distal do calcar mostrando os nectarios proeminentes (seta) e feixes vasculares (circulo). Barra =200 um.
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FIGURA 8 — ULTRAESTRUTURA DO NECTARIO DE ESPECIES DE GOODYERINAE.

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: Microscopia eletronica de transmissdo. (A) Aspidogyne longicornu. Corte transversal do calcar da
flor em pré-antese evidenciando epiderme secretora (ep) com cuticula descolada da parede celular (seta).
Barra =5 pm. (B) 4. longicornu. Corte transversal do calcar da flor em pré-antese mostrando a secre¢do (*)
depositada internamente a cuticula (seta), vesiculas (seta branca) aderidas ao plasmalema, dictiossomos (cabega
de seta branca), mitocondrias (m), plastidios com grios de amido (cabega de seta preta), vacuolos (v), reticulo
endoplasmatico (er). Barra =1 pm. (C) 4. longicornu. Corte transversal do calcar da flor em antese mostrando
detalhe das vesiculas (seta preta) sendo liberadas pelo plasmalema e secregdo (*) acumulada internamente a
cuticula. Barra =1 um. (D) Microchilus arietinus. Corte transversal do calcar da flor em antese mostrando a
cuticula com poros (seta branca) e secrec¢do (seta preta) no interior do calcar (L). Barra = 1 pm.
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LEGENDA: 4. arg.: Aspidogyne argentea; A. bid.: A. bidentifera; A. com.: A. commelinoides; A. fol.: A.
foliosa; A. jur.: A. juruenensis; A. kuc.: A. kuczynskii; A. lon.: A. longicornu; L. dis.: Ludisia discolor; M. ari..
Microchilus arietinus; M. aus.: M. austrobrasiliensis. (+) presente; (-) ausente; (?) ndo foi visualizado; (*) ndo
possui a estrutura.
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5 DISCUSSAO

Os dados micromorfologicos e anatdmicos florais aqui descritos, como 0s tipos
celulares que compde a epiderme das sépalas, pétalas e labelo, e a presenca de nectarios na
base do labelo encontram-se relacionados aos mecanismos de polinizagdo, uma vez que o
processo evolutivo nas flores das orquideas aparentemente pode ser conduzido pela pressao
exercida pelos polinizadores (JOHNSON E STEINER, 1997; COZZOLINO et al., 2001).

Entre as espécies estudadas apenas Aspidogyne bidentifera e Ludisia discolor
apresentam sépalas glabras e 4. bidentifera ¢ a inica que nao possui tricomas no ovario. Nas
demais espécies sao predominantes os tricomas glandulares, com extremidade secretora
composta geralmente de duas a cinco células, no entanto tricomas tectores também foram
registrados. L. discolor ¢ a unica espécie que possui somente tricomas tectores no ovario,
diferindo de 4. kuczynskii, Microchilus arietinus ¢ M. austrobrasiliensis com ambos 0s tipos
de tricomas e as demais espécies de Aspidogyne somente com tricomas glandulares.

O ovario possui uma ressupinagao de 180°, que ocorre nas flores de Cranichidinae e
¢ o carater principal para separar essa subtribo das demais que compdem a tribo Cranichideae
(SALAZAR et al., 2009). Segundo os resultados moleculares de Alvarez-Molina, Cameron
(2009), as flores ndo ressupinadas evoluiram mais de uma vez a partir da condigdo ancestral
ressupinada, sendo encontradas em Prescottia e nas demais Cranichidinae. Para Spiranthinae,
a ressupinagdo floral ¢ interpretada como uma reversdo ao carater ancestral
(DRESSLER, 1993; ALVAREZ-MOLINA E CAMERON, 2009).

As papilas sdo estruturas muito comuns nas pegas florais, encontradas no tecido
epidérmico das diferentes pecas (sépalas, pétalas ou labelo) e sdo especialmente varidveis em
estrutura e distribuicdo no labelo das Orchidaceae (DAVIES et al, 2003; DAVIES E
STPICZYNSKA, 2008, 2009, 2014). Nas Goodyerinae aqui analisadas estdo presentes
também na face adaxial das sépalas dorsais de todas as espécies (excegdo
Aspidogyne longicornu e Microchilus austrobrasiliensis; M. arietinus — sem informagao) e
mais raramente nas sépalas laterais (M austrobrasiliensis e M. arietinus). As papilas podem
ajudar na atracdo de polinizadores, pois concentram os raios luminosos ampliando o contraste
de cores e conferindo a superficie um aspecto cintilante (KAY et al., 1981). Como estas
células agem como lentes, focando a luz e aumentando o contraste, causam um efeito visual
de uma textura mais brilhante ou aveludada na superficie (VOGELMANN, 1996). Algumas
papilas sdo tecidos secretorios como osmoforos e elaidéforos, que secretam substincias

odoriferas as quais atuam na atragdo de polinizadores e visitantes florais, como no caso de
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Grobya amherstiae Lindl. (Catasetinae, Orchidaceae), que possui osmoforos na forma de
papilas na face abaxial do labelo (PANSARIN et al., 2009). Nas Goodyerinae aqui analisadas
as papilas ndo possuem aparéncia secretora, no entanto foi observado epiderme abaxial com
aparéncia secretora nas sépalas de A. bidentifera e no labelo de A. commelinoides e ambas
Microchilus, sendo possivel sugerir que essas células também sejam osmoforos.

A ornamentacao das paredes externas dos apéndices epidérmicos (tricomas e papilas)
presentes na epiderme das pecas florais estd geneticamente determinada (BAUMANN et al,,
2007; DI STILIO et al., 2009). A superficie das papilas e células epidérmicas possui estrias
que sdo resultantes do processo de deposi¢ao de cuticula e das pressdes de crescimento
geradas pela parede celular (KOUROUNIOTI et al., 2013). Essas ornamentacdes estriadas
fornecem grande apoio para os tarsos de insetos polinizadores, facilitando o pouso na
superficie da flor, pois essas microestruturas podem ser consideradas como antiderrapantes
(KEVAN E LANE, 1985; WHITNEY ef al., 2009a; COSTA et al., 2017). Foi observado que
algumas abelhas s3o visitantes mais constantes as flores com células conicas do que as pétalas
de flor de variedades que ndo as possuem, podendo indicar uma maior facilidade de pouso
quando ha as estrias (CHRISTENSEN E HANSEN, 1998; ALCORN et al.,, 2012). Essas
caracteristicas das papilas foram identificadas em seis das espécies estudadas,
(Aspidogyne argentea, A. commelinoides, A. kuczynskii, Ludisia discolor,
Microchilus arietinus e M. austrobrasiliensis) podendo ser utilizado como caracter
taxondmico ou associado ao tipo de polinizador.

No labelo as papilas mais comuns sdo do tipo obpiriforme, s6 ausentes em
Aspidogyne juruenensis e Microchilus arietinus e as conicas estdo presentes em 50% das
espécies analisadas (ver tabela 2). Papilas mamiliformes foram registradas somente em
A. juruenensis, M. arietinus e M. austrobrasiliensis. A espécie com maior variacdo na
morfologia das papilas foi A. juruenensis com quatro tipos e a Uinica com papilas lamelares.
As espécies A. argentea, A. commelinoides, A. foliosa e L. discolor sao as que apresentam o
labelo mais homogéneo em ornamentacdo, apresentando somente papilas obpiriformes. As
papilas comumente estdo relacionadas como osmoforos (KOWALKOWSKA et al., 2014),no
entanto nao foi possivel afirmar a funcdo das papilas devido a auséncia de testes
histoquimicos.

Idioblastos contendo réafides sao abundantes em todas as pecas florais das espécies
analisadas. Davies (1999) relatou a presenca de idioblastos com rafides em folhas, ¢ Davies et
al. (2000) descreveram idioblastos em tecidos florais de Maxillaria Ruiz & Pav. e sugeriram

que estes cristais podem ser simplesmente produtos excretorios e talvez desencorajar a
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herbivoria. No entanto, alguns autores acreditam que os cristais associados a morfologia
externa das flores, podem ter uma fungdo de coleta e reflexdo de luz (FRANCESCHI E
HORNER, 1980; FRANCESCHI, 2001; NUNES et al., 2015). Drusas de um tipo especial,
identificadas em espécies do género Anacheilium Rchb. ex Hoffmanns. (Orchidaceae), sao
fluorescentes quando submetidas a luz ultravioleta e provavelmente colaboram para tornar a
flor muito mais visivel aos insetos polinizadores, os quais enxergam no espectro do
ultravioleta (PABST et al., 1980), sendo razoavel sugerir que essas células talvez estejam
envolvidas na atracdo de polinizadores. Nas Goodyerinae foi possivel observar idioblastos em
todas as pecas florais, mas com maior prevaléncia no labelo e no calcar, sendo possivel
sugerir que a presenca notdvel no labelo pode estar relacionada com a atragdo aos
polinizadores, enquanto que no calcar, seria mais plausivel significar defesa contra insetos
herbivoros. Sabe-se que muitas caracteristicas da flor da orquidea sdo importantes para atrair
a atencdo de potenciais visitantes florais e polinizadores e estdo diretamente envolvidas no
processo de polinizacgdo: a forma, a cor, o tamanho e a quantidade de flores disponiveis.

O calcar ¢ predominantemente cilindrico fusiforme (Aaspidogyne argentea,
A. bidentifera, A. commelinoides, A. foliosa, A. juruenensis, A. kuczynskii e
Microchilus arietinus) diferindo em A. longicornu e M. austrobrasiliensis, que sdo linear e
saculiforme, respectivamente. A morfologia do calcar ¢ considerada taxonomicamente
importante (KOCYAN et al., 2008) e por ser uma estrutura secretora de néctar, com
importante recompensa para os insetos, demonstrou-se que a variacdo no tipo do calcar ¢
intimamente relacionado com a adaptacdo a diferentes espécies de polinizadores (HODGES,
1997; BELL et al, 2009; KRAMER E HODGES, 2010). Espécies de Aeridinae
(Orchidaceae) de calcar curto sdo principalmente polinizadas por abelhas e besouros,
enquanto aquelas com calcar longo sdo geralmente polinizadas por mariposas (TOPIK et al.,
2005). A. longicornu produz vérios microlitros de néctar e € polinizada por machos e fémeas
de Euglossa chalybeata Dressler e Euglossa ignita Smith interpretacdo para o fracasso na
polinizacdo por parte dos demais visitantes florais se baseia na diferenga entre a morfologia
do polinario e do labro desses insetos. Em outras palavras, as abelhas com probdscide mais
longa que o nectdrio fracassardo como polinizadores, passando a ser consideradas abelhas
pilhadoras, uma vez que somente saqueardo o néctar sem realizar a polinizagdo, ja que seus
labros podem nao entrar em contato com o polinario (SINGER E SAZIMA, 2001).

A epiderme interna do calcar apresentou-se glabra (Aspidoyne longicornu,
Microchilus arietinus € M. austrobrasiliensis), com papilas (4. commelinoides, A. kuczynskii)

ou com tricomas papilares nas demais espécies. Essas papilas e os tricomas sao unicelulares e
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possuem formato coOnico ou obpiriforme como em muitas outras Orchidaceae
(STPICZYNSKA, 1997; STPICZYNSKA et al., 2003; STPICZYNSKA E MATUSIEWICZ,
2001; DAVIES E STPICZYNSKA, 2008a; BELL et al., 2009). Os tricomas e papilas estdo
localizados principalmente na entrada do calcar sem relacdo com os nectdrios, que se
desenvolvem mais internamente. A localizagdo desses difere da registrada em espécies de
Ascocentrum Schltr. e Papilionanthe Schltr. (STPICZYNSKA et al, 2011), com provavel
fungdo de secre¢do e reabsor¢ao do néctar (STPICZYNSKA er al, 2003; DAVIES E
STPICZYNSKA, 2008b).

Enquanto Stpiczynska et al (2011) verificaram uma associacdo dos apéndices
epidérmicos com os feixes vasculares, em Goodyerinae isso ndo ocorre, além de nao
apresentarem estrutura tipica de célula secretora. Nas espécies de Goodyerinae aqui
analisadas descartamos a hipdtese de que os tricomas e papilas participem de secre¢do ou
reabsor¢do de néctar, pois ndo hd uma relacdo com os nectarios, estdo localizados em um
ponto distante dos nectarios. Por isso acreditamos que tenham uma funcdo tatil, para a
percepcao do polinizador e também para protecdo da entrada do calcar contra a possivel
invasdo de outros insetos.

O interior do calcar de todas as espécies estudadas apresentou estruturas secretoras
organizadas de forma particular (exce¢do de Ludisia discolor que ndo possui calcar), com
variagdes morfologicas notaveis entre as espécies. As duas espécies de Microchilus
apresentaram quatro corddes proeminentes, enquanto as espécies de Aspidogyne possuem dois
a quatro corddes proeminentes ou nao proeminentes como em A. kuczynskii e A. longicornu.
Essas estruturas secretoras podem ser consideradas nectarios, o que pode ser confirmado pela
ultraestrutura das células epidérmicas secretoras, tecido subepidérmico secretor e associagao
dos corddes secretores aos feixes vasculares com floema bem desenvolvido. Isso estd em
conformidade com estudos anteriores que mostram uma relagdo entre a presenca de feixes
vasculares e a producao de néctar (STPICZYNSKA ef al., 2003). Outra caracteristica desses
tecidos que possibilitam que sejam definidos como nectérios, ¢ que durante o estadgio de
antese, onde o processo de secrecao € mais intenso, foi possivel observar no interior da célula
epidérmica e subepidérmica uma grande quantidade de vesiculas e organelas relacionadas a
atividade metabdlica intensa (mitocondrias, reticulo endoplasmatico e dictiossomos) além da
abundancia de amiloplastidios, sendo esses ultimos fonte de energia para processos altamente
metabolicos e de agucares para a sintese de néctar (DURKEE et al., 1981; SAWIDIS et al.,
1989; NEPI et al., 1996; SAWIDIS, 1998). Na fase pds-antese podemos registrar diminui¢ao

no tamanho dos graos de amido, sendo pouco visiveis. Esta alteracdo pode ser associada ao
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consumo do amido para produgdo do néctar (DURKEE et al., 1981; SAWIDIS et al., 1989,
NEPI et al., 1996; SAWIDIS, 1998).

A distensdo da cuticula durante a secrecdo do néctar ¢ evidente, j4 na pré-antese, e
também foi observada em certas Maxillariinae ¢ Laeliinae (DAVIES et al., 2003; DAVIES E
STPICZYNSKA, 2007, 2008a; STPICZYNSKA et al., 2003, 2009). Pelas estruturas
observadas na pré e pds-antese podemos interpretar que o néctar secretado € liberado por um
processo de secrecdo granulocrina (DAVIES E STPICZYNSKA, 2008A; STPICZYNSKA et
al., 2003, 2009), onde o néctar fica inicialmente armazenado entre a parede periclinal externa
da célula epidérmica e a cuticula, distendida, e posteriormente atravessa a cuticula por meio
de poros e ¢ liberada no interior da cavidade do calcar. Com isso, evidenciamos que a cuticula
que recobre a regido do nectario pode ser total ou parcialmente permeavel, como registrado
em papilas dos nectérios de Gymnadenia R.Br. (STPICZYNSKA E MATUSIEWICZ, 2001) e
Rosmarinus L. (BOTTEGA E CORSI, 2000). Nessa etapa também foi observada uma
diminui¢ao de organelas celulares no interior da célula epidérmica.

As células do parénquima associado ao nectario e que perfazem os feixes vasculares
possuem numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso e rugoso, dictiossomos,
numerosos amiloplastos e pequenas vesiculas, condizente com a secre¢dao granulocrina, bem
como grande quantidade de plasmodesmos (DAVIES E STPICZYNSKA, 2008a;
STPICZYNSKA et al., 2003, 2009). A presengca dos plasmodesmos como indicio do
movimento do pré-néctar pelo apoplasto ou simplasto no interior do tecido secretor e a
posterior eliminacao pelo plasmalema foi proposta por varios pesquisadores (GUNNING E
HUGHES, 1976; SAWIDIS et al., 1987, 1989; ROBARDS E STARK, 1988; SAWIDIS,
1991, 1998; ZELLNIG et al., 1991).
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6. CONCLUSAO

Os resultados da andlise micromorfoloégica e anatdomica das dez espécies de
Goodyerinae revelaram uma estrutura micromorfologica da flor diversa entre as espécies e
que pode ser considerado de valor ecoldgico, analisando a relagdo entre esses atributos da flor
com os polinizadores. O calcar das espécies analisadas € uma estrutura nectarifera, contendo
em seu interior de dois a quatro nectarios com localizagdo distinta no formato de corddes
proeminentes na maioria das espécies, em algumas os nectario ¢ somente um tecido secretor,
sem ser proeminente a epiderme. A secrecdo de néctar ¢ granulocrina e € produzida no
parénquima e epiderme dos nectarios e liberada no limen do calcar. Os dados aqui relatados

tém grande importancia para o conhecimento de ecologia do grupo, podendo ser uma forte

base para futuros estudos de estratégias de polinizacdo.
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