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RESUMO. Com o objetivo de caracterizar os tecidos especializados que tornam Miltonia
regnellii (Lindl.) Rchb. f. capaz de ocupagio do ambiente epifitico, seus érgios vegetativos
foram analisados morfoanatomicamente. As folhas estio recobertas por cuticula
relativamente fina, ¢ os estdmatos estdo presentes apenas na face abaxial. A hipoderme
adaxial estd formada por uma camada de células ¢ o parénquima clorofiliano é do tipo
homogéneo. Nos feixes vasculares foliares, do tipo colateral, hi calotas de fibras em ambos
os polos de tecidos condutores, enquanto que, nos pseudobulbos e rizoma, mostram-se com
calota mais evidente junto ao polo floemitico. Compondo o parénquima fundamental dos
pseudobulbos, estio células de dimensdes variadas, sempre com paredes finas. Nas raizes,
ocorrem 3-5 camadas de velame e 5-8 camadas corticais. A exoderme apresenta paredes
pouco espessadas, enquanto que, na endoderme, sio espessadas em “U” ou “O” quando
maduras.

Palavras-chave: epifitas vasculares, orquidea, anatomia vegetal, 6rgios vegetativos.

ABSTRACT. Morphoanatomic characterization of the vegetative organs of
Miltonia regnellii (Lindl.) Rchb. f. (Oncidiineae, Orchidaceae). The objective of this
study was to morphologically and anatomically analyze the vegetative organs of Miltonia
regnellii (Lindl.) Rchb. f, in order to characterize the specialized tissues that enable this
species to thrive in epiphytic environments. The leaves are covered by a relatively thin
cuticle, with the stomata present only in the abaxial surface. A single layer of cells makes up
the adaxial hypodermis, and the chlorenchyma is homogeneous. In the collateral vascular
bundles, there are fiber sheaths on both poles of conductor tissues, while pseudobulbs and
rhizomes present a more evident sheath of fibers only by the phloematic pole. Cells of
various dimensions, with thin walls, compose the fundamental parenchyma of the
pseudobulb. Roots are composed of three to seven velamen layers and five to eight cortical
layers. The exodermis features thin walls, while in the endoderm they are thickened in a
“U” or “O” shape when mature.

Key words: vascular epiphytes, orchid, plant anatomy, vegetative organs.

Introducao

Ha4 séculos, as orquideas estio entre as plantas
que mais chamam a aten¢io de colecionadores e
pesquisadores, tanto pela sua beleza e diversidade de
formas florais ou vegetativas, quanto pelas
caracteristicas singulares de sua fisiologia.

Neste grupamento  vegetal, altamente
especializado, hi espécies de hibito epifitico,
terrestre, rupicola e aquitico, podendo ser
encontradas em, praticamente, todas as formagdes
vegetais do planeta, como sugerido por Dressler
(1993). Desta forma, Orchidaceae estd entre as

maiores familias de Angiospermas, composta por

cerca de 20.000 espécies, distribuidas em 725
géneros (Atwood, 1986).

Uma das caracteristicas comuns 2s espécies de
orquideas e relacionada ao epifitismo ¢é a presenga de
epiderme multisseriada nas rafzes, o velame, capaz
de se embeber com 4gua e sais minerais e reduzir a
transpiragio deste 6rgio (Benzing et al., 1982), além
de oferecer protegio mecinica (Dycus e Knudson,
1957). Da mesma forma, as porgdes caulinares
espessadas, os pseudobulbos, armazenam dgua,
minerais e carboidratos (Ng ¢ Hew, 2000). Mesmo
sendo epifitas, algumas espécies podem nio
apresentar  pseudobulbo, e a fungio de
armazenamento de dgua é exercida pela hipoderme
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foliar (Pridgeon, 1982) ou por células especializadas
do mesofilo (Pridgeon, 1982; Feldman e Alquini,
1997).

Embora existam, na literatura, muitos estudos
realizados com orquideas, ainda sio relativamente
escassas  as  andlises  morfoanatdmica  dos
representantes brasileiros, destacando-se os estudos
de Leite e Oliveira (1987), Oliveira e Sajo (1999 e
2001), Zanega-Godoy e Costa (2003), Silva ¢
Milaneze-Gutierre (2004) e Silva et al. (2006),
envolvendo representantes terrestres, rupicolas e
epifiticos.

Nesse contexto, este estudo teve por objetivo
caracterizar ~ morfoanatomicamente os  4rgios
vegetativos de Miltonia regnellii (Lindl.) Rchb. f., para
indicar os tecidos especializados que a tornam capaz
de sobreviver no ambiente epifitico.

Material e métodos

Miltonia regnellii (Figura 1A) é uma espécie de
porte médio, encontrada nos Estados de Sio Paulo,
Parani, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Pabst e
Dungs, 1977).

Os espécimes utilizados, neste estudo, foram
coletados no municipio de Garuva, Estado de Santa
Catarina, e mantidos em cultivo no orquidédrio do
Departamento de Biologia da Universidade Estadual
de Maringd (UEM), Estado do Parand, estando
depositados os materiais de referéncia, no herbario
da referida universidade com o registro HUEM
11958/14-11-2006. As condigdes de cultivo, em vaso,
inclufram a prote¢io dos exemplares com tela do
tipo sombrite 50%, plantio em substrato poroso
(carvio vegetal e cinzas) e regas didrias por
microaspersio, de modo a manter a umidade relativa
do ar elevada, i semelhanca das condicoes
ambientais comuns no interior da Mata Atlintica,
habitat natural desta espécie de orquidea.

Para os estudos anatdmicos, foram utilizados
Orgios  vegetativos desenvolvidos (folhas,
pseudobulbos, rizomas e raizes) e frescos, de
individuos em pés-floragio. Para confecgio das
lAminas semipermanentes, foram obtidas se¢des
histolégicas, com auxilio de 1dminas de barbear, as
quais foram descoradas com hipoclorito de sédio
(solugdo comercial a 30%), por aproximadamente
cinco min.; e a seguir, coradas com azul de astra e
safranina (solugbes aquosas a 1%, na proporgio 9:1
v/v) (Kraus e Arduin, 1997) por dois min. Na
identificagio dos carboidratos de reserva e das
células, contendo mucilagem, foram utilizados,
respectivamente, lugol e vermelho de ruténio 0,02%
(Kraus e Arduin, 1997). Para a elaboragio das
ilustragdes, os tecidos foram fotografados com
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cimara digital, acoplada ao microscépio Olympus
(modelo BX51), utilizando o software Image Pro
Express.

Resultados e discussao

M.  regnellii  apresenta  folhas  coridceas,
paralelinérveas, lineares, com dpice assimétrico,
agudo-obliquo (Figura 1B), inseridas aos pares no
dpice de cada pseudobulbo. Estas folhas medem, em
média, 36 cm de comprimento e 1,9 cm de largura
na por¢io mediana. Na base de cada pseudobulbo,
ocorrem dois pares de folhas com bainhas
equitantes, porém com limbos mais curtos que nas
folhas dos pseudobulbos, tendo, em média, 27,5 e
8,75 cm, respectivamente (Figura 1C). Quando
senescente, o limbo foliar destaca-se, permanecendo
as  bainhas que envolvem parcialmente os
pseudobulbos.

Os  pseudobulbos de M.  regnellii  sio
heterobldsticos, de formato oval-alongado e
comprimidos lateralmente (Figura 1C), enquanto
que o rizoma se compde de segmentos formados por
sete a nove entrends de, aproximadamente, 0,5 cm, o
que torna os pseudobulbos relativamente afastados
entre si (Figura 1D). Em condi¢des de cultivo, em
vasos de cerimica, com substrato bem drenado, as
raizes mostram-se finas ¢ abundantemente
ramificadas, podendo alcangar 15 cm de
comprimento (Figura 1D).

Figura 1. Miltonia regnellii. A: Flor. B: Detalhe do dpice
assimétrico das folhas em vista adaxial (esquerda) e abaxial
(direita). C: exemplar cultivado em vaso. D: Detalhe do rizoma e
raizes. As setas indicam pseudobulbos. Barras de A, Be D: 1 cmy;
C:4cm.
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A anilise anatdmica revelou que o limbo desta
espécie de orquidea epifita estd recoberto por
epiderme uniestratificada, composta por células
quadrangulares a hexagonais irregulares, em vista
frontal (Figuras 2A e B) e quadrangulares a
pentagonais em secio transversal (Figuras 2C e 3C).

Os estdmatos estdo presentes somente na face
abaxial, sendo dos tipos tetraciticos e anomociticos
(Figura 2B), ocorrendo no mesmo nivel das demais
células  epidérmicas  (Figura 2C). Segundo
Rasmussen (1987), os estdomatos das Orchidaceae
raramente sio aprofundados, mas exibem outros
caracteres xeromorficos. Dentre estes, verifica-se,
em M. regnellii, que a expressiva deposi¢io de
cuticula sobre o poro estomdtico, as cristas
cuticulares, contribui para a formagio de um 4itrio
externo (Figura 2C), como também verificaram
Lawton et al. (1992), Oliveira e Sajo (1999),
Zanenga-Godoy e Costa (2003) e Silva et al. (2006)
em outras espécies de Orchidaceae, independente do
hibito de vida que apresentam. O itrio externo
mantém um compartimento de ar Umido na
superficie foliar, que reduz a transpiracio,
configurando-se como uma caracteristica adaptativa
das orquideas que vivem em locais com alta
temperatura e estresse hidrico (Rasmussen, 1987).

A cuticula que impermeabiliza o limbo de M.
regnellii se apresenta relativamente fina, embora mais
expressiva na face abaxial que na oposta, sendo mais
espessa no bordo e na regido da nervura principal.
Holtzmeier et al. (1998), também, observaram
diferencas de espessura nas cuticulas das faces
foliares entre espécies de Maxillaria ¢ géneros afins,
podendo ser muito delgadas, como em Maxillaria
nasuta (1,0 a 1,3 pm), ou relativamente espessadas,
como em Maxillaria endresii (1,6 a 5,2 pm). Como M.
regnellii, as espécies de orquideas que tem folhas
recobertas por cuticula delgada sobrevivem em
lugares sombreados, enquanto que aquelas cujas
cuticulas sio mais espessas conseguem sobreviver
em ambientes ensolarados, como proposto por
Withner et al. (1974), e endossado por Oliveira e
Sajo (1999).

Nas folhas das Orchidaceae é comum a presenga
de uma ou mais camadas de células que compdem a
hipoderme. Ayensu e Williams (1972) observaram
apenas uma camada de células na hipoderme de
espécies de Oncidiineae, enquanto que Pridgeon
(1982) obteve, na maioria das 200 espécies de
Pleurothallidinae analisadas, pelo menos duas
camadas celulares compondo a hipoderme, embora
algumas espécies a apresentassem com até 11
camadas. Tal tecido pode ocorrer adjunto a face
adaxial ou a ambas as faces foliares, dependendo da
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espécie, como verificaram Silva et al. (2006). De
acordo com Madison (1977), a hipoderme teria
como funcio principal o armazenamento de dgua,
como também verificado nas folhas de M. regnellii.
Na regido da nervura central, tal tecido dispoe-se
subjacente A epiderme adaxial e compoe-se de 1-2
camadas  de  células  hialinas,  alongadas
anticlinalmente, dependendo da por¢io foliar
(Figuras 3A e 4A), e em algumas amostras foliares, a
propria epiderme adaxial torna-se diferenciada e de
contetido hialino. No limbo de M. regnellii, a
hipoderme apresenta apenas uma camada de células
(Figuras 3C e 4B), muito alongada
longitudinalmente (Figuras 3B e 3D).

Figura 2. Aspectos anatdmicos da epiderme foliar de Miltonia
regnellii. A e B: Face adaxial e abaxial, respectivamente, em secdes
paradérmicas. C: Detalhe de um estdmato em se¢io transversal
mostrando as cristas cuticulares (seta menor) e o dtrio externo (*).
cg: célula-guarda, ep: epiderme, est: estdmato. Barras: 20 pm.
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Abaixo da hipoderme foliar, estd um parénquima
clorofiliano homogéneo (Figuras 3C ¢ 4B),
composto  por  células  pouco  alongadas
longitudinalmente (Figura 3D), por vezes contendo
rifides de oxalato de cilcio. Este tipo de mesofilo ¢é
comum em outras espécies de orquideas, como nas
Oncidiineae analisadas por Ayensu e Williams
(1972), Coelogyne (Mohana-Rao e Khasim, 1987),
Epidendroideac (Khasim ¢ Mohana-Rao, 1990),
além de espécies primitivas (Stern

et al., 1993) e Catasetineac (Stern e Judd, 2001). A
disposicio deste tecido, na base do limbo foliar,
assemelha-se 2as demais porgdes foliares, embora
conte com até o dobro de camadas celulares para
compor o mesofilo (Figura 4B).

Figura 3. Aspectos anatdmicos da folha de Miltonia regnellii. A:
Nervura principal da regiio mediana, em seg¢io transversal. B:
Secio paradérmica invertida da hipoderme foliar. C ¢ D: Mesofilo
mediano em segio transversal e longitudinal, respectivamente. cff:
calota de fibras do floema, cfx: calota fibras do xilema, esg:
estegmata, fex: fibras extraxilemadticas, fv: feixe vascular, hip:
hipoderme, pc: parénquima clorofiliano. Barra de A: 150 um, B e
D: 50 pm, C: 100 pm.

Na bainha foliar de M. regnellii, verifica-se a
presenga de lacunas relativamente amplas entre os
feixes vasculares, sendo formadas pela ruptura de
algumas células (Figura 4C). Lacunas lisigenas,
semelhantes a estas, foram também descritas por
Mohana-Rao e Khasim (1987), no peciolo de cinco
espécies de Coelogyne.

Dettke et al.

No limbo foliar de M. regnellii, os feixes
vasculares de maior calibre apresentam calotas de
esclerénquima sobre ambos os polos de tecidos
condutores (Figuras 3A e 4A e B), enquanto que,
nos menores, este esclerénquima apresenta-se mais
expressivo apenas junto ao polo floemaitico (Figura
3C). Este tipo de disposi¢io dos tecidos condutores
é comum entre os demais membros de Orchidaceae,
tendo sido descrita nos estudos de Shushan (1959).

Na bainha foliar, os feixes vasculares estio muito
proximos da superficie adaxial e ocorrem calotas de
fibras em ambos os polos dos feixes vasculares,
mesmo os de pequeno calibre (Figura 4C).

Figura 4. Aspectos anatdmicos da folha de Miltonia regnellii em
segbes transversais. A ¢ B: Nervura principal ¢ limbo da base
foliar, respectivamente. C: Regido adaxial do mesofilo mediano da
bainha foliar. cff: calota de fibras do floema, cfx: calota de fibras
do xilema, epb: epiderme abaxial, epd: epiderme adaxial, ff: feixe
de fibras extraxilemiticas, fv: feixe vascular, hip: hipoderme, lac:
lacuna. Barra de A ¢ B: 50pum, C: 100um.

Para auxiliar na sustentacio da limina foliar,
estdo os grupos de fibras extraxilemadticas, localizados
nas proximidades da face abaxial (Figuras 3A, C e
D), contando com cinco a 20 elementos nas porgdes
apical e mediana e de seis a 50 elementos na porg¢io
basal. Estes grupos de fibras esclerenquimaiticas,
também, foram observados nas folhas de Cattleya
walkeriana (Silva ¢ Milaneze-Gutierre, 2004) ¢ em
quatro das oito espécies de orquideas perenes,
analisadas por Silva et al. (2006). Na bainha foliar,
tais grupos de fibras posicionam-se centralmente no
mesofilo, tendo cada elemento, paredes celulares
menos espessadas (Figura 4C) que no limbo.

Os pscudobulbos de M. regnellii  estio
impermeabilizados  por cuticula  relativamente
espessa, contrastando com as células epidérmicas,
cujas paredes sio finas (Figura 5A) assemelhando-se
as do pseudobulbo de M. flavescens (Oliveira e Sajo,
2001). Ao  analisar, anatomicamente,  0s
pseudobulbos de algumas espécies de Maxillaria,
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Holtzmeier et al. (1998) puderem verificar a
presenca de epiderme com paredes finas, semelhante
a de M. regnellii, enquanto que outras espécies a
apresentavam espessada. Esta dltima condigio foi,
também, constatada nos pseudobulbos de Catasetum
fimbriatum, Stanhopea lietzei (Oliveira e Sajo, 2001) e
Cattleya walkeriana (Silva e Milaneze-Gutierre, 2004),
espécies capazes de sobreviver em ambientes xéricos;
a0 contrdrio das espécies de Miltonia acima citadas.

Figura 5. Aspectos anatdmicos do pseudobulbo de Miltonia
regnellii em secdes transversais. A: Detalhe da regido periférica. B:
Parénquima de preenchimento. C e D: Feixe vascular de maior e
menor calibre, respectivamente. ca: célula assimiladora, ce: célula
de estocagem de 4gua, cff: calota de fibras do floema, cut: cuticula,
esg: estegmata, ep: epiderme, fl: floema, fv: feixe vascular, xI:
xilema. Barras de A, C e D: 40 um e de B: 200 pm.

Internamente, o pseudobulbo de M. regnellii
encontra-se preenchido por parénquima de reserva
do tipo misto (aquifero e amilifero), cujas células sio
de dimensdes variadas, mas sempre com paredes
muito finas e sem espessamentos (Figura 5B). Nas
proximidades dos feixes vasculares, as células deste
tecido sio menores ¢ isodiamétricas (Figura 5B),
contendo grios de amido em abundincia, tendo sido
denominadas células assimiladoras, por Stern e
Carlsward (2006). Em contraposi¢io, as células de
dimensoes maiores sdo alongadas,
longitudinalmente, e de conteddo hialino, nio sendo
nelas detectada a presenca de mucilagem, tratando-
se de células de armazenamento de igua, conforme
também concluiram Oliveira e Sajo (2001) para M.
flavescens, dentre outras espécies portadoras de
pseudobulbo. Mohana-Rao ¢ Khasim (1987),
Khasim e Mohana-Rao (1990) ¢ Silva e Milaneze-
Gutierre (2004), também, observaram as variagdes
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de tamanho e contetido, acima citadas, em outras
espécies de orquideas. Neste tecido caulinar,
especialmente na regido periférica do 6rgio, ocorrem
idioblastos com rifides.

Nos pseudobulbos, como nas folhas, os feixes
vasculares sio colaterais e de calibres distintos, mas
sempre com calota mais expressiva de fibras junto ao
polo floemitico (Figuras 5C e D), comportando
estegmatas com corpos silicosos (Figura 5D). A
presenca de fibras junto aos feixes vasculares das
orquideas parece ser mais uma das caracteristicas
comum aos membros da familia, assim como os
estegmatas com corpos silicosos, como relatado por
Holtzmeier et al. (1998), Freudenstein e Rasmussen
(1999), Stern e Judd (2001), Oliveira e Sajo (2001) e
Stern e Carlsward (2006), dentre outros.

O rizoma de M. regnellii encontra-se revestido
por uma dnica camada de células epidérmicas, as
quais, nas porg¢des mais velhas do 6rgio, degradam-
se, permanecendo apenas algumas camadas de
células parenquimdticas corticais para realizar a
funcio de protecio externa do 6rgio (Figura 6A).

Figura 6. Aspectos anatdmicos do rizoma de Miltonia regnellii. A:
Se¢do transversal da regido periférica. B: Secio longitudinal do
cortex. C: Secio transversal da regido cortical ¢ de feixes
vasculares. D: Se¢io longitudinal na regido da calota de fibras de
um feixe vascular. cff: calota de fibras do floema, cor: cértex, esg:
estegmata, pot: pontoagdes. Barras: 50 pm.

Acta Sci. Biol. Sci.

Maringi, v. 30, n. 1, p. 9-16, 2008



14

Quando em sec¢io longitudinal, as células
corticais apresentam-se alongadas longitudinalmente
e com paredes espessadas, deixando evidente as
pontoagdes (Figura 6B). Como nas espécies
analisadas por Oliveira e Sajo (2001), também em
M. regnellii nio ocorre delimitagio nitida entre a
regido cortical ¢ central dos rizomas, onde se
concentram os feixes vasculares (Figura 6C). Estes
sio muito semelhantes aos de pequeno calibre
encontrados nos pseudobulbos, inclusive com a
calota de fibras junto ao polo floemdtico (Figura
6C), portadoras de estegmatas em abundincia
(Figura 6D).

As raizes desta espécie de orquidea apresentam-
se com 3-5 camadas de velame (Figuras 7A e B),
cujas  células se  apresentam  alongadas
longitudinalmente e com espessamentos
semelhantes a uma dupla hélice (Figura 7C).
Compondo o tecido cortical desta raiz, estio de 5-8
camadas de células de paredes finas e
aproximadamente  isodiamétricas em  segio
transversal (Figura 7D). A camada mais externa do
cértex, a exoderme, mostra-se pouco espessada,
sendo  composta  por  células  alongadas
longitudinalmente, alternadas por células curtas
(Figura 7E), as células de passagem da exoderme.
Estas mantem seus protoplastos vivos na
maturidade, com mitocOndrias e sistemas de
membrana  bem  desenvolvidos, além  de
plasmodesmos com as células corticais adjacentes,
servindo, portanto, para a entrada de 4gua e
nutrientes nas raizes das orquideas (Benzing et al.,
1982). Em adigio, o complexo velame-exoderme
pode servir como cariter taxondmico e/ou ecolégico
para delimitar os grupamentos de orquideas
(Pridgeon, 1987), tendo Sanford e Adanlawo (1973)
concluido que o velame, aliado 2 exoderme, tem
importante fung¢io na retencio de dgua nas raizes das
orquideas, portanto, correlacionam-se 2 tolerincia
destas espécies a seus habitats naturais.

Circundando o cilindro central estd a
endoderme, contando com 5-7 células espessadas
em “U” ou “O” dependendo do grau de
desenvolvimento da raiz analisada, intercaladas por
1-2 células de passagem, nio espessas ¢ posicionadas
sobre os polos xilemdticos (Figuras 7D e 7F), e que
permitem a entrada de 4dgua e nutrientes nos
elementos xilemiticos.

O cilindro central das raizes de M. regnellii é do
tipo poliarco, com as células floemiticas intercaladas
com as xilemdticas. Neste 6rgio, a medula radical
encontra-se parcialmente lignificada (Figura 7F).
Tanto este quanto os demais tecidos radicais de M.
regnellii sio estruturalmente semelhantes aos
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encontrados em outras espécies de Orchidaceae.
Entretanto, podem ocorrer amplas variagdes no
ntimero de estratos e na capacidade de sofrerem
deposicoes secundérias, dependendo da espécie e das
condigdes de cultivo nas quais se desenvolve, como
salientado por Alconero (1968), Pridgeon (1987) e
Porembski e Barthlott (1988). Em adigio, tais
caracteristicas podem servir como ferramentas para a
caracterizagio taxondmica  das  orquideas,
especialmente o complexo exoderme-velame,
conforme proposto por Pridgeon (1987).

Figura 7. Aspectos anatdmicos da raiz de Miltonia regnellii. A:
Aspecto geral da raiz ¢ B: detalhe dos tecidos periféricos, em
segdes transversais. C: Velame em se¢io longitudinal. D: Cértex e
cilindro central em segio transversal. E: Se¢io longitudinal
tangencial da exoderme. F: Detalhe do cilindro central em segio
transversal. cc: célula curta da exoderme, cic: cilindro central, cl:
célula longa da exoderme, cp: células de passagem da endoderme,
cor: cortex, end: endoderme, ex: exoderme, fl: floema, med:
medula, vel: velame, x1: xilema. Barras de A: 100 um ¢ as demais:
50 pm.

Conclusao

Miltonia  regnellii ~ apresenta  caracteristicas
morfoanatdmicas comuns a maioria das espécies
epifitas de Orchidaceae. A presenca de vdrias
camadas de velame que revestem as raizes, além de
tecidos especializados para o armazenamento de
dgua, como a hipoderme foliar ¢ o parénquima de
preenchimento dos pseudobulbos, indicam que esta
espécie esteja adaptada a sobreviver no ambiente
epifitico. Entretanto, a presenga de cuticula
relativamente fina que recobre as folhas, o mesofilo
pouco suculento e a auséncia de células espessadas
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na epiderme do pseudobulbo e na exoderme radical,
capazes de impermeabilizar os tecidos internos,
indica que M. regnellii esteja adaptada is condigdes
ambientais préprias do interior das formagdes
vegetais, onde a incidéncia de luz solar seja limitada
pelas espécies do dossel e a umidade relativa do ar se
mantenha elevada na maior parte do ano, como nas
encostas da serra do mar.
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