UNIVERSIDADE ESTADUAL DE'MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA COMPARADA

FABIANA REGINA GALLO FERREIRA

Morfoanatomia de sementes e plantulas de seis espécies da subtribo Laeliinae
Dressler (Orchidaceae), sob diferentes condi¢des de cultivo assimbidtico

Maringa

2013



FABIANA REGINA GALLO FERREIRA

Morfoanatomia de sementes e plantulas de seis espécies da subtribo Laeliinae
Dressler (Orchidaceae), sob diferentes condigdes de cultivo assimbidtico

Dissertacdo apresentada ao Programa de P06s-Graduacao
em Biologia Comparada do Centro de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Estadual de Maringa, como requisito
parcial para obtencgéo do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Antonio de Souza

Co-orientadora: Prof2 Dra. Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre

Maringa

2013



Dados Internacionais de Cataloga¢do-na-Publicacao (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringé — PR., Brasil)

G172m

Gallo-Ferreira, Fabiana Regina

Morfoanatomia de sementes e plantulas de seis
espécies da subtribo Laeliinae Dressler
(Orchidaceae), sob diferentes condicdes de cultivo
assimbidético / Fabiana Regina Gallo Ferreira. --
Maringéa, 2013.

72 £. : il., color., tabs., fotos.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Antonio de Souza.

Coorientador: Prof?® Dr?® Maria Auxiliadora
Milaneze Gutierre.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Maringd, Centro de Ciéncias Bioldbgicas, Programa de
Pbés-Graduacdo em Biologia Comparada, 2013.

1. Morfoanatomia. 2. Nomenclatura cientifica. 3.
Orgdos reprodutivos - plantas. 4. Orquideas e
suplementos. I. Souza, Luiz Antonio, orient. II.
Milaneze-Gutierre, Maria Auxiliadora, coorient. III.
Universidade Estadual de Maringa. Centro de Ciéncias
Biolbgicas. Programa de Pds-Graduacdo em Biologia
comparada. IV. Titulo.

CDD 21.ed. 582.1

AHS-001516




FOLHA DE APROVACAO*
FABIANA REGINA GALLO FERREIRA

Morfoanatomia de sementes e plantulas de seis espécies da subtribo Laeliinae
Dressler (Orchidaceae), sob diferentes condicdes de cultivo assimbidtico

Dissertacdo/tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Comparada do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Maringa, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Biologia das Interagcdes Orgéanicas pela Comissdo

Julgadora composta pelos membros:

COMISSAO JULGADORA

Prof. Dr. Luiz Antonio de Souza
Universidade Estadual de Maringa (Presidente)

Profa. Dra. Marisa Santos
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. Kathia Socorro Mathias Mour&o
Universidade Estadual de Maringa

Aprovada em: 21 de fevereiro de 2013.
Local de defesa: Sala 205, Bloco G80, campus da Universidade Estadual de Maringa.



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a minha familia, especialmente ao
meu esposo e a minha méae, e também a todos aqueles que
contribuiram para a realizagdo deste. Dedico ainda aos
professores e funcionarios do Departamento de Biologia
da Universidade Estadual de Maringa.



AGRADECIMENTOS

Agradeco profundamente a minha familia, sobretudo minha mée e minha irmé que
sempre me incentivaram a estudar e batalhar pelo que desejo e a0 meu marido que me apoiou
mesmo nos momentos de maior angustia.

Aos professores Luiz Antonio de Souza e Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre que
foram mais que orientadores, foram modelos a serem seguidos.

A CAPES pela bolsa que me proporcionou dedicacéo ao projeto.

A Universidade Estadual de Maringd e ao Programa de Pds-Graduagdo em Biologia
Comparada pela imensa oportunidade.

Ao COMCARP e a Cintia pela disponibilidade do microscépio (MEV).

Aos meus colegas de laboratério, principalmente a Luciane que dispds de muita
paciéncia me auxiliando com diversas técnicas e a Rosimar e Anderson por serem
compreensivos e solidarios comigo.

Aos colegas de sala da pos-graduacéo, especialmente ao Igor, Fabio, Karla e Janaina.

A todos do Museu Dindmico Interdisciplinar da UEM (MUDI), por me cederem o
espaco e a companhia.

Aos funcionadrios do Departamento de Biologia, pela incomensurdvel ajuda na
preparacdo de técnicas para a realizacdo deste trabalho.

A secretéria do Programa de p6s-graduacdo em Biologia Comparada Marcia, por sua
fiel dedicacdo ao programa e pelo atendimento exemplar aos alunos do programa.

Aos doadores de sementes do Banco de sementes do MUDI.

A todos que me ajudaram de alguma forma, mesmo que indiretamente.

E a Deus, que colocou todos em minha vida e sem o qual nada disso seria possivel.



EPIGRAFE

Se temos de esperar,
que seja para colher a semente boa
que langcamos hoje no solo da vida.

Se for para semear,
entdo que seja para produzir
milhdes de sorrisos,
de solidariedade e amizade.

(Cora Coralina)



Morfoanatomia de sementes e plantulas de seis espécies da subtribo Laeliinae

Dressler (Orchidaceae), sob diferentes condicdes de cultivo assimbidtico

RESUMO

Laeliinae é uma subtribo que se destaca na tribo Epidendreae, por sua importancia na
horticultura, mas que apresenta problemas taxondmicos. As sementes sdo diminutas e
possuem tegumento unisseriado lignificado e embrido indiferenciado, estando sua
germinacdo, sob condicBes naturais, relacionada com a instalacdo de uma associacao
simbidtica com fungos. Entretanto, este processo pode ocorre assimbioticamente, in vitro,
sobre meio de cultura suplementado com compostos diversos, com destaque para a polpa de
banana e a 4gua de coco. Poucos sdo os estudos sobre sementes e plantulas, sendo, portanto, a
morfologia e anatomia dessas estruturas pouco conhecidas. Com a finalidade de contribuir
com a caracterizacdo das espécies, fornecer informagfes que sejam Uteis na definicdo das
subtribos e géneros e estabelecer o melhor aditivo ao meio de cultura, foram selecionadas as
espécies Cattleya loddigesii Lindl., Cattleya tigrina A. Rich, Hadrolaelia purpurata (Lindl.)
Chiron & V.P.Castro, Laelia anceps Lindl., Schomburgkia gloriosa Rchb.f. e Sophronitis
cernua Lindl. Protocormos e plantulas em diferentes estagios de desenvolvimento, cultivados
assimbioticamente, foram fixadas em glutaraldeido. Como é padrdo para a familia, a
germinacdo inicia-se com a formagdo do protocormo, caracterizado como massa
parenquimatica com rizoides na base. No polo oposto do protocormo diferenciam-se uma
gema caulinar e respectivas folhas de mesofilo homogéneo, em que a primeira parece ser um
cotilédone, e uma ou mais raizes adventicias (triarca ou tetrarca). O estudo mostrou alguns
caracteres estruturais de sementes e plantulas diferenciaveis entre as espécies de Laeliinae
analisadas, revelando, também, que a polpa de banana nanica € um aditivo ao meio de cultura
mais eficiente para a organogénese de C. loddigesii e S. gloriosa e nas demais mostrou-se
pouco especifica quando comparada a dgua de coco.

Palavras-chave: morfoanatomia, nomenclatura, 6rgaos reprodutivos, orquideas e suplementos.



Morphoanatomy of seeds and seedlings of six species of subtribe Laeliinae

Dressler (Orchidaceae) under different assymbiotic cultivated conditions

ABSTRACT

Laeliinae is a subtribe that stands out in Epidendreae tribe, for its importance in horticulture,
but presents taxonomic problems. The seeds are tiny and have uniseriate lignified tegument
and undifferentiated embryo, and its germination under natural conditions, related to the
installation of a symbiotic association with fungi. However, this process can occur
assymbiotically in vitro on medium supplemented with various compounds, especially the
banana pulp and coconut water. There are few studies on seeds and seedlings, and therefore
the morphology and anatomy of these structures are little known. In order to contribute to the
characterization of the species, provide information that is useful in defining genera and
subtribes and establish the best additive to the culture medium, species Cattleya loddigesii
Lindl., Cattleya tigrina A. Rich, Hadrolaelia purpurata (Lindl.) Chiron & VPCastro, Laelia
anceps Lindl., Schomburgkia gloriosa Rchb.f. and Sophronitis cernua Lindl were selected.
Protocorm-like bodies and seedlings at different stages of development, cultivated
assymbiotically, were fixed in glutaraldehyde. As is standard for the family, germination
begins with the formation of protocorm characterized as parenchymal mass with rhizoids at
the base. At the opposite pole of protocorm differentiate a gem stem and their homogeneous
mesophyll leaves, in which the first one appears to be a cotyledon, and one or more
adventitious roots (triarch or tetrarch). The study showed some structural characters of seeds
and seedlings distinguishable between Laeliinae analyzed species, revealing also that the
banana pulp is a culture medium additive more efficient for the organogenesis of C. loddigesii
and S. gloriosa and the others showed little specificity compared to oconut water.

Keywords: morphoanatomy, nomenclature, reproductive organs, orchids and supplements.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 2

Figuras 1-10 — Estrutura da semente de Cattleya loddigesii, Cattleya tigrina,

Hadrolaelia purpurata, Laelia anceps e Sophronitis cernua.............cccoceevvereennenn. 38
Figuras 11-16 — Morfologia de plantulas de Hadrolaelia purpurata e
Schomburgkia glorioSa..........cvciieiiiicieee e 39
Figuras 17-22 — Estrutura dos protocormos/plantulas de Sophronitis cernua e
Schomburgkia glorioSa..........cuciveii i 40
Figuras 23-25 — Estrutura da primeira raiz de Sophronitis cernua e
Schomburgkia glorioSa..........cvciieiiiicieee e 41
CAPITULO 3

Figuras 1 — Plantulas em meio de cultura com adi¢do de agua de coco ou polpa de
DANANEA NANICA ....cviiiiii e bbb 55



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 3

Tabela 1 — Analise da viabilidade dos lotes de sementes utilizados para a
FEAlIZAGCAOD UOS BNSANOS ....eeuviieieieieie ettt sttt ettt esreesteeneesreene e 57

Tabela 2 — Analise de plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas sobre meio de
cultura com diferentes SUPIEMENTACOES .........c.ccveiuieiieieere e 58

Tabela 3 — Analise de plantulas de Cattleya tigrina cultivadas sobre meio de
cultura com diferentes sSUPIEMENTACOES .........cccvveivieieieeiece e 58

Tabela 4 — Anélise de plantulas de Hadrolaelia purpurata cultivadas sobre meio
de cultura com diferentes sUplemMeNtagdes ...........ccevveveivieiiese e 59

Tabela 5 — Anélise de plantulas de Laelia anceps cultivadas sobre meio de cultura
com diferentes SUPIEMENTACHES..........ccveieeiieiie e 60

Tabela 6 — Anélise de plantulas de Schomburgkia gloriosa cultivadas sobre meio
de cultura com diferentes suplementagdes ..........ccccceveivieiieie e 61

Tabela 7 — Anélise de plantulas de Sophronitis cernua cultivadas sobre meio de
cultura com diferentes sSUPIEMENTACOES .........c.coveiviiieiieie e 61



SUMARIO

CAPITULO 1

REVISA0 BIDHOGIATICA.......cci it 13
INEFOTUGAD ...t bbb bbb ene s 2
REVISA0 BIDHOGIATICA . ....veiiiii et 5

A TAMITIA € SBUS TAXA ...veveveeieeiieeeie ettt re e e et aesreareeneenean 6
CaracterizaGio daS ESPECIES .......cvieiuereeririerieiete ettt sttt sttt e et sbe e renae e 6
Morfologia e anatomia de sementes e plantulas de Orchidaceae..........c.ccccccevveveiieinennnns 6
=] =] [0 o TSRS P PR 5

CAPITULO 2

Estrutura da semente e ontogenia da plantula de espécies de Laeliinae (Orchidaceae)........... 13
F N 1) (0 OO O RTS PP 5

CAPITULO 3

Comparacao entre os suplementos 4gua de coco e polpa de banana em meio Knudson “C”,

para o cultivo assimbidtico de espécies da subtribo Laeliinge ...........ccccvevvevvevevcicieieseseenns 13

P 1) o TR 5



CAPITULO 1

Revisdo Bibliografica



13

1. Introducéo

Segundo Fornari Neto (2001), epifito € um vegetal que vive sobre outro, porém sem
utilizar nutrientes deste, ou seja, este vegetal utiliza-o apenas como apoio. As plantas com
habito epifitico tém grande contribuicdo na riqueza das espécies diretamente ou servindo
como recurso espacial e nutritivo para animais, fungos, algas e bactérias do dossel, além de
contribuirem mais para a composicdo material de seu habitat que as plantas terrestres
(NIEDER & BARTOLOTT, 2001).

A maioria das espécies de Orchidaceae descritas € epifita, isto €, 73% de um total de
35000 espécies, e 60,7% dos géneros contém espécies epifitas (ATWOOD, 1986),
consistindo, possivelmente, no maior grupo de plantas com flores e de distribuicdo
cosmopolita (DRESSLER, 1993), com expressiva exuberancia de suas estruturas florais
(DRESSLER & DODSON, 1960). Esta familia tem representantes desde o Artico & Antartida,
podendo estar em vales, planicies, pantanos, desertos, montanhas, no subsolo, entre outros
locais (HATCH, 1953). Entretanto, Pabst & Dungs (1975) concluiram que mais de 60% das
espécies de orquideas brasileiras sdo endémicas. Em adicdo, os géneros Laelia e Cattleya
estdo restritos as Américas, ndo ocorrendo naturalmente em outros continentes
(SUTTLEWORTH et al.,, 1994). Com a continua degradacdo das florestas tropicais e
comercio baseado no extrativismo, muitas orquideas estdo ameacadas de extin¢do, conforme
puderam concluir Colombo et al. (2004).

As sementes de orquideas sao diminutas e sua germinagdo € muito lenta sob condicGes
naturais (STANCATO & FARIA, 1996), ocorrendo ap6s o estabelecimento de uma
associacao micorrizica. Entretanto, o cultivo assimbiotico das sementes de orquideas (in vitro)
tem se mostrado adequado para obtencdo de plantulas, sendo uma técnica muito comum para
producdo e comercializagdo das mesmas (STANCATO et al., 2001).

As espécies selecionadas para o estudo, Cattleya loddigesii Lindl., Cattleya tigrina A.
Rich, Hadrolaelia purpurata (Lindl.) Chiron & V.P.Castro, Laelia anceps Lindl.,
Schomburgkia gloriosa Rchb.f. e Sophronitis cernua Lindl., ocorrem exclusivamente nas
Américas e constituem um grupo expressivo na comercializacdo de orquideas. As sementes e
plantulas destas espécies foram analisadas estruturalmente, sendo as plantulas obtidas em
meio de cultura assimbiotico. O trabalho foi complementado analisando-se os efeitos de
aditivos (polpa de banana e agua de coco) ao meio de cultura basico, sobre o desenvolvimento

das plantulas.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. A familia e seus taxa

A estrutura floral é a caracteristica que agrupa as espécies de Orchidaceae, tendo trés
sépalas compondo o verticilo externo e trés pétalas compondo o verticilo interno, sendo uma
destas pétalas modificada em labelo; do centro da flor projeta-se a coluna, onde estdo os
6rgdos femininos e masculinos (SUTTLEWORTH et al., 1994). A maioria das espécies
apresenta flor com um Unico estame fértil e poucas espécies com dois estames (FERRI, 2006).
Os graos de polen sdo unidos, entre si, formando uma massa compacta denominada pollinium.

Lindley (1826) nomeou muitas orquideas e as classificou em subfamilias e tribos.
Dressler & Dodson (1960) alteraram esta classificacdo a fim de respeitar o Cddigo
Internacional de Botanica, mantendo algumas tribos e criando subtribo como uma nova
categoria taxondémica em Orchidaceae. Desta forma, estes autores mantiveram Epidendreae
como tribo, criando a subtribo Epidendrinae, que inclui o grupo Laeliinae.

Posteriormente, Dressler (1981) classificou Laeliinae como subtribo dentro da tribo
Epidendreae, pertencente a subfamilia Epidendroidae. Ele considerou Laeliinae como subtribo
neotropical com cinguenta géneros e cerca de mil e quinhentas espécies. O autor considerou,
ainda, a categoria alianca, sendo a principal Cattleya, em que se encontravam géneros
estudados como Cattleya, Laelia, Sophronitis e Schomburgkia.

Cameron et al. (1999) apresentaram Epidendreae como tribo polifilética e Laeliinae
como subtribo monofilética. Van den Berg et al. (2005) reforcaram essa afirmacao, utilizando
analise molecular nessa classificacao.

Van den Berg et al. (2009) propuseram aliancas dentro das subtribos: alianca Cattleya
(géneros Cattleya, Brassavola, Rhyncholaelia e Guarianthe), alianca Epidendrum
(Epidendrum, Caularthron, Orleanesia, Barkeria e Myrmecophila), alianga Laelia (somente o
género Laelia), alianca Broughtonia (Broughtonia, Psychilis e Tetramicra), alianca
Scaphyglottis (Scaphyglottis, Dimerandra, Jacquiniella, Acrorchis, Dinema e Nidema),
alianca Encyclia (Prosthechea, Encyclia e Artorima), alianca Isabelia (Isabelia, Constantia,
Pseudolaelia e Loefgre), alianga Domingoa (Domingoa e Homalopetalum), alianca
Pleurothallidinae (Anthallis, Stelis, Restrepiella, Acianhera, Octomeria, Dilomilis e
Neocogniauxia), alianca Ponerinae (Isochilus, Ponera, Helleriella e Nemaconia) e algumas

espécies ndo inseridas em aliangas.
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Chiron & Castro Neto (2002) verificaram, por analise molecular, que as espécies
mexicanas de Laelia sdo diferentes das brasileiras, e que as espécies brasileiras foram
incluidas em diferentes géneros, como Dugsia, Hadrolaelia, Hoffmanseggella e Microlaelia
além de Sophronitis. Ainda por analise molecular, Van den Berg et al. (2005, 2009)
consideraram género Schomburkgia como pertencentes ao género Laelia e Sophronitis como

Cattleya.

2.2. Caracterizacgdo das espécies

As espécies dos géneros Cattleya, Laelia ou Hadrolaelia, Schomburgkia e
Sohpronitis, sdo muito apreciadas por seu valor comercial (DAHLGREN et al., 1985), sendo
alvo muitas vezes de hibridizacdo. De acordo com Withner (1998), na maioria das vezes, as
espécies de Schomburgkia sdo utilizadas para hibridizagdo, sendo muito comum o cruzamento
de Schomburgkia crispa, atualmente Schomburgkia gloriosa, com Sophronitis cernua.

De acordo com Lindley (1835), Cattleya apresenta sépalas petaloides explanadas,
muitas vezes maiores que as pétalas carnosas, labelo trilobado sem divisdo, antera carnosa, 4
polinias, plantas herbéceas, epifitas, com pseudobulbo; ja Laelia apresenta sépalas explanadas
e lanceoladas, pétalas maiores, carnosa e explanadas, coluna aptera, carnosa, com 8 polinias e
4 caudiculos, planta herbacea, epifita com folhas carnosas. Hadrolaelia apresenta 0s mesmos
caracteres morfolégicos de Laelia, mas é considerado como género independente por Chiron
& Castro Neto (2002). Sophronitis é composto por microrquideas (planta com cerca de 8cm
de altura), com pseudobulbos curtos com uma Gnica folha no apice; e Schomburgkia é muito
semelhante a Laelia (SUTTLEWORTH et al., 1994).

Por sua beleza Hadrolaelia purpurata, também chamada Laelia purpurata Lindl., é
considerada flor simbolo do Estado de Santa Catarina, desde 1983, pelo decreto n. 20.829
(http://www.sc.gov.br). Apresenta pseudobulbos com 30 a 40cm, com flores de 15 a 40cm de
didametro e cores variadas, desde branca a rosa escuro (SUTTLEWORTH et al., 1994).

Sophronitis cernua mostra-se com rizoma e pseudobulbos, suas flores atingem no
méaximo 3 cm de didmetro de cor vermelha ou alaranjada (SUTTLEWORTH et al., 1994).

Cattleya loddigesii, possui pseudobulbo delgado e cilindrico. Suas flores tém cerca de
11cm de diametro, de cor branca e rosa, labelo trilobado palido e lilds intenso, com dois
lobos laterais eretos e o central quadrangular e crespo, podendo ser epifita ou rupicola
(CROIX, 2008).
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Cattleya tigrina, descrita como Cattleya leopoldii por Versschaff., apresenta as pétalas
com coloracdo bronze-esverdeada e densamente manchadas em marrom; o labelo possui cor
rosa palido nos lobos laterais e lilas no central (CROIX, 2008).

Schomburgkia gloriosa apresenta pseudobulbos com 15 a 30 cm, com uma Unica folha
em seu topo, flores com 10 cm de didmetro, sépalas e pétalas brancas labelo crespo de cor
purpura (SUTTLEWORTH et al., 1994).

Laelia anceps tem pseudobulbo curto quadrangular com duas folhas em seu apice,
flores com 10 cm de diametro de forma variavel (SUTTLEWORTH et al., 1994).

Laelia e Cattleya sédo géneros exclusivamente americanos (SUTTLEWORTH et al.,
1994). Laelia anceps é oriunda do México (HALBINGER, 1997); Sophronitis cernua pode
ser encontrada no Parana (CUNHA & FORZZA, 2007); Hadrolaelia purpurata é brasileira,
sendo encontrada tipicamente na Mata Atlantica, principalmente no Sul do Brasil
(MENEZES, 1995); Cattleya loddigesii esta presente no litoral sul do Brasil (CRISCUOLO et
al., 1978); Schomburgkia gloriosa é encontrada no Distrito Federal (BATISTA &
BIANCHETTI, 2003); e Cattleya tigrina é encontrada no Rio Grande do Sul (BUZATTO et
al., 2007).

2.3. Morfologia e anatomia de sementes e plantulas de Orchidaceae

Alvarez (1964) constatou na semente de Orchidaceae a ocorréncia de embrido
indiferenciado e livre do tegumento; tegumento fino e transparente; e auséncia de
endosperma.

Veyret (1974) registrou que o endosperma é formado, mas absorvido durante o
desenvolvimento da semente, caracterizando esta como exalbuminosa. O autor observou
embrido geralmente unico na semente e também verificou que ap0s a germinagao ocorre a
formacéo de tubérculo chamado protocormo com rizoides, e que a radicula se forma em geral
apos o surgimento de folhas. Ele constatou, ainda, que o protocormo varia em formato e é
caracteristico de certos grupos; que o protocormo tem capacidade de brotar e formar plantas
multiplas; que existem orquideas acotiledonares (a maioria) e cotiledonares, em que o
cotilédone aparece como uma pequena folha envolvendo a primeira folha verdadeira; e que a
estrutura do suspensor pode variar até dentro do mesmo género e serve para caracterizar

espécie.
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Barthlott (1976) descreveu as sementes como fusiformes e considerou que sua
morfologia geralmente ndo é aplicavel para diferenciar espécies. Entretanto, o autor
considerou que a estrutura do tegumento pode servir para a diferenciacdo de grupos,
utilizando-se de detalhes submicroscdpicos. Segundo ainda o autor, as sementes Sao
hidrofobicas, podendo, todavia, ser umedecidas nas depressdes em forma de favo de mel.

Harrison (1977) registrou o tamanho diminuto das sementes (menos de 1mm de
tamanho) e os caracteres tipicos das sementes de Orchidaceae, como a auséncia de
endosperma e cotilédone e embrido indiferenciado.

Arditti et al. (1979) relataram que as sementes apresentam uma abertura na base
(calazal ou na extremidade do suspensor) que pode servir de entrada para fungos micorrizicos
essenciais para a germinacdo do embrido oval.

Aurditti et al. (1980) propuseram que o padrdo de reticulacdo do tegumento da semente
tem valor taxondémico em nivel de género e espécie.

Bartholott & Ziegler (1981) consideraram que o tegumento varia de tamanho e forma,
ndo existindo um padrdo de tipo celular. Para os autores as paredes anticlinais e periclinais
das células do tegumento apresentam espessamento reticulado anelar ou helicoidal.

Sood & Mohana Rao (1986) mostraram que o nucleo do endosperma primario da
maioria das orquideas se degenera antes de sofrer qualquer diviséo.

Manning & Van Staden (1987) registraram presenca de lipideo nas sementes de
orquideas, como reserva indisponivel.

Batygina et al. (2003) fizeram extensa revisdo sobre a multiplicagdo seminal e
vegetativa em orquideas, em condicdes naturais e artificiais. Os autores enfatizaram a

existéncia de poliembrionia na familia.
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RESUMO

Estrutura da semente e ontogenia da plantula de espécies de Laeliinae (Orchidaceae)

Em Orchidaceae, as plantas com maior destaque na floricultura pertencem a subtribo
Laeliinae, tribo Epidendreae, porém esta apresenta conflitos de nomenclatura. Devido a
lentiddo do cultivo de orquideas, de forma natural, € comum o cultivo artificial assimbidtico
como finalidade acelerar a obtencdo de mudas. Com o objetivo de colaborar com a
caracterizacdo das espécies e fornecer dados Uteis na definicdo de géneros foram selecionadas
as especies de Laeliinae Cattleya loddigesii Lindl., C. tigrina A. Rich, Hadrolaelia purpurata
(Lindl.) Chiron & V.P.Castro, Laelia anceps Lindley, Schomburgkia gloriosa Rchb.f. e
Sophronitis cernua Lindl., cujas sementes foram obtidas no Laboratério de Boténica do
Museu Interdisciplinar da Universidade Estadual de Maringa, com diversas procedéncias, e
cultivadas in vitro em meio Knudson, fixadas em glutaraldeido e emblocadas em historresina
para a avaliacdo anatdbmica. Verificou-se que as sementes possuem tamanho muito reduzido,
tegumento unisseriado lignificado, embrido indiferenciado e suspensor. A primeira estrutura
formada logo ap6s a germinacao das sementes é um protocormo parenquimatico revestido por
epideme, formando, na sequéncia, rizoides e depois gema que forma as folhas, as quais
apresentam mesofilo homogéneo e raiz adventicia triarca ou tetrarca. Assim, o estudo revelou

gue os caracteres estruturais analisados sao homogéneos na subtribo analisada.

Palavras-chave: desenvolvimento, morfoanatomia, nomenclatura, 6rgaos reprodutivos.
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INTRODUCAO

Laeliinae é considerada subtribo de Orchidaceae (Dressler 1981) que apresenta
géneros com problemas nomenclaturais. Esse autor incluiu nesta subtribo os géneros Cattleya
Lindl., Laelia Lindl., Schomburgkia Lindl. e Sophronitis Lindl. Van den Berg et al. (2005,
2009) apresentaram modificacdo nessa nomenclatura, considerando as espécies de
Schomburgkia como pertencentes a Laelia e as de Sophronitis foram incluidas em Cattleya.
Entretanto, a Lista de Espécies da Flora do Brasil (2012), que foi adotada no presente
trabalho, mantém os mesmos géneros de Dressler (1981) adicionado do género Hadrolaelia
Chiron & V. P. Castro.

Os caracteres morfoldgicos de 6rgdos reprodutivos sdo amplamente utilizados na
identificacdo de plantas, embora aqueles referentes a frutos e sementes sejam comumente
pouco utilizados pelos botanicos. Nas Orchidaceae, a morfologia de sementes geralmente ndo
é utilizada, mas a estrutura do tegumento seminal pode ser adequada para a finalidade
taxonémica da familia (Barthlott 1976).

A estrutura de plantulas em desenvolvimento de monocotiledéneas também é pouco
utilizada para identificacdo de suas espécies. Veyret (1974), em seu trabalho sobre analise
geral de Orchidaceae, considera que a morfologia do protocormo e a estrutura do suspensor
do embrido podem ser Gteis na taxonomia de géneros e espécies.

A obtencédo de orquideas, principalmente as espécies de valor comercial, € dificultada
guando se usa sementes para seu cultivo natural. O cultivo assimbidtico de sementes de
orquideas tem se mostrado adequado para obtencdo de plantulas, sendo uma técnica muito
comum para producéo e comercializacéo dessas plantas (Stancato et al. 2001).

No presente estudo foi analisada a estrutura morfolégica e anatbmica das sementes e

plantulas de Cattleya loddigesii Lindl., C. tigrina A. Rich, Hadrolaelia purpurata (Lindl.)
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Chiron & V.P.Castro, Laelia anceps Lindley, Schomburgkia gloriosa Rchb.f. e Sophronitis
cernua Lindl., cultivadas em meio assimbidtico, como contribuicdo na identificacdo dos

géneros/espécies da subtribo Laellinae.

MATERIAIS E METODOS

As sementes de C. loddigesii, C. tigrina, H. purpurata, L. anceps, S. gloriosa e S.
cernua, de procedéncias diversas, foram obtidas no banco de sementes do Laboratério de
Botanica do Museu Dinamico Interdisciplinar (MUDI) da Universidade Estadual de Maringa,
mantidas em saco de papel sob refrigeracdo. A viabilidade das sementes foi testada conforme
protocolo proposto por Singh (1981).

As sementes foram previamente esterilizadas em hipoclorito de sédio a 15% e lavadas
por quatro vezes em agua destilada esterilizada. As plantulas desenvolveram-se em frascos
esterilizados, em autoclave por 20 minutos a 1 atm, com capacidade para 200 mL contendo 50
mL de meio de cultura. Este meio foi preparado de acordo com formula proposta por
Knudson (1946), modificado pela adi¢do dos suplementos organicos agua de coco (100mL/L)
e banana-nanica (100g/L), com consequente substituicdo do mesmo volume de agua (Arditti
1982), e com 3,5¢g de agar (Himédia ®). Os frascos foram vedados com filme plastico PVC e
armazenados, de forma aleatéria, em bancadas com iluminacdo continua por lampada
fluorescentes de 40 watts, em temperatura de 26+3°C e umidade relativa do ar 62%, em
média.

A primeira coleta ocorreu ap6s 45 dias da semeadura, e outras duas ocorreram com
intervalo de 30 dias umas das outras, tendo sido separadas plantas em diversos estagios na

mesma coleta. A analise morfoldgica foi feita em protocormos e plantulas de C. loddigesii, C.
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tigrina, H. purpurata, L. anceps, S. gloriosa e S. cernua, em diferentes fases de
desenvolvimento.

A analise anatbmica foi feita com as sementes de todas as espécies selecionadas de
Orchidaceae e com plantulas de H. purpurata, S. gloriosa e S. cernua em microscopio de luz,
sendo fixadas em glutaraldeido, armazenadas em alcool 70 % (Johansen, 1940) e emblocadas
em historresina Leica® conforme recomendacdo do fabricante. Em sequéncia, elas foram
secionadas em microtomo de rotagdo e as se¢des foram coradas em azul de toluidina (O’Brien
et al. 1964) e solucdo de azul de toluidina e fucsina basica (Junqueira 1990). Foram realizados
testes histoquimicos para lipidios (Sudam 1V), amido (Lugol), celulose (IKI mais acido
sulfurico) (Berlyn & Miksche 1976) e lignina (Foster 1949). As ilustracBes foram feitas
mediante captacdo de imagem em microscopio Leica com camara digital acoplada.

As sementes de todas as espécies foram investigadas em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) Shimadzu modelo SS 550. Esta analise foi feita em amostras frescas. Em
seguida, as amostras foram montadas sobre suportes de aluminio e cobertas com uma camada

de ouro de 30 a 40nm.

RESULTADOS

Semente

As sementes das espécies estudadas sdo diminutas, fusiformes (Figuras 1, 3 e 4),
unitegumentadas, exalbuminosas, com embrido imaturo elipsoidal (Figura 5). O tegumento
consiste em geral de um unico estrato de células alongadas, estreitas, de extremidades mais ou
menos afiladas ou retas (Figuras 2 e 8). As paredes anticlinais das células do tegumento

apresentam espessamento secundario pronunciado e as paredes periclinais externas sao
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delgadas em todas as espécies estudadas. As paredes periclinais internas sdo delgadas em C.
loddigesii e H. purpurata (Figura 7), e possuem espessamento nas outras espécies. A
deposicdo deste espessamento parietal varia entre as espécies: integro e sob forma de faixas
(inteira ou bifurcada) em C. tigrina e S. cernua, faixa Unica mediana em S. gloriosa (Figura
6), e integro ou faixa Unica mediana em L. anceps.

O embrido nessas especies apresenta suspensor pluricelular, relativamente longo, que
pode projetar-se pela micropila. O suspensor em quase todas as espécies consiste de dois
estratos celulares na base, junto ao corpo do embrido, em que as células sdo mais alongadas, e
um estrato apical de células mais ou menos arredondadas (Figura 9). Hadrolaelia purpurata
(Figura 10) tem suspensor semelhante as outras espécies, mas difere por apresentar trés
estratos celulares basais. Testes microquimicos executados no embrido revelaram presenca de
celulose nas paredes celulares e conteudo protoplasmatico com escassa quantidade de lipidios,

auséncia de amido e com celulose e lignina nas paredes das células do tegumento.

Plantula

As plantulas das espécies investigadas iniciam seu desenvolvimento com o
rompimento do Unico tegumento e a protrusdo do protocormo de coloracdo branca. Pouco
tempo depois da emergéncia, o protocormo adquire coloracdo verde no meio de cultura
(Figura 11). O protocormo tem formato mais ou menos arredondado e desenvolve rizoides na
face voltada para o0 meio de cultura e gema vegetativa na face oposta. A partir desta gema
formam-se as folhas verdes, espessas, de tamanho reduzido, de apice afilado, e dispostas
helicoidalmente no pequeno eixo da plantula (Figuras 12 e 13). Em S. gloriosa, a primeira
folha tem morfologia diferente quando comparada com as outras duas espécies, apresentando-

se como bainha encimada por pequeno &pice pontiagudo (Figura 16). A primeira raiz
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desenvolve-se nas plantulas no estagio de duas a quatro folhas e apresenta, em geral, cor
verde (Figura 14).

Durante o experimento foi constatado que menos da metade dos protocormos de todas
as espécies investigadas apresentavam desenvolvimento de gemas vegetativas adicionais que
formavam dois ou mais eixos caulinares com folhas no mesmo protocormo, cada eixo
comportando-se como plantula (Figura 15).

O protocormo, analisado nas trés espécies logo apds a germinacdo da semente,
consiste de epiderme e tecido parenquimatico (Figura 17). A epiderme é unisseriada,
cuticularizada, glabra, estomatifera, de células com parede periclinal externa convexa,
eventualmente papilosa, e de paredes delgadas. O parénquima possui células relativamente
amplas, vacuolizadas, mais ou menos isodiamétricas, também de paredes delgadas e com
conteddo amilaceo. Nesta fase, na base do protocormo diferenciam-se rizoides uni a
pluricelulares, e no apice um grupo de células meristematicas vegetativas caracterizadas por
tamanho reduzido, nucleos grandes e citoplasma relativamente denso (Figura 18).

Em fase posterior o protocormo torna-se mais volumoso e o grupo de células
meristematicas organiza-se no apice vegetativo, que origina a primeira folha e assume o
formato em domo notavel pela coloracdo intensa de suas células (Figura 19). Em meio a
massa de células parenquimaticas com amido desenvolve-se tecido procambial. Em sequéncia
pode se desenvolver no apice eixo caulinar que pode ser longo ou relativamente curto com
novas folhas (Figura 20). O protocormo com folhas mantém a estrutura inicial, mas agora
com menos contetdo amilaceo e diferenciacdo de feixes vasculares colaterais.

O eixo caulinar apresenta epiderme unisseriada, cuticularizada, com células de
contorno variavel em secdo transversal, sendo pentagonal, quadrangular ou levemente
alongada no sentido radial. O cOrtex deste eixo é parenquimatico com células amplas que

diminuem gradativamente de tamanho nas proximidades do cilindro central, ndo se
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evidenciando endoderme com estrias de Caspary. O cilindro central é constituido por um
unico feixe vascular colateral.

As primeiras folhas das plantulas apresentam estrutura geral semelhante. Possuem
epiderme unisseriada e estomatifera e mesofilo parenquimatico homogéneo clorofilado que
pode apresentar idioblastos com rafides. As folhas diferem na vascularizacéo, constatando-se
a presenca de um unico feixe vascular colateral imerso no mesofilo na primeira folha e trés
feixes, um central de maior calibre e dois laterais menores, nas folhas subsequentes (Figuras
21 e 22).

A raiz, que se desenvolve apds a formacao das primeiras folhas, apresenta velame com
um a trés estratos celulares (Figuras 23 e 24), dependendo da regido observada, cujas células
caracterizam-se por apresentar espessamentos parietais secundarios sob forma de faixas finas
dispostas anticlinalmente. Sob o velame, ja no cértex, ocorre exoderme com estrias de
Caspary ou lamina de suberina nas paredes, tecido parenquimatico com espagos
intercelulares, que pode apresentar idioblastos com réafides, e endoderme com estrias de
Caspary. O cilindro central apresenta periciclo unisseriado parenquimatico envolvendo coluna
de xilema e floema primarios alternados. As raizes de H. purpurata e S. cernua sao triarcas e

a de S. gloriosa € tetrarca (Figura 25).

DISCUSSAO

As sementes das espécies de Laeliinae estudadas apresentam semelhanca estrutural e
possuem os caracteres tipicos referidos para Orchidaceae por Barthlott (1976), Boesewinkel
& Bouman (1984), Dahlgren et al. (1985). Os caracteres como tamanho diminuto, tegumento
unisseriado, embrido reduzido e auséncia de endosperma foram observados nas sementes de

Laeliinae estudadas, e podem ser consideradas como adaptacdes morfoldgicas relacionadas a
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anemocoria (Barthlott 1976, Boesewinkel & Bouman 1984, Dahlgren et al. 1985).
Boesewinkel & Bouman (1984) também fazem referéncia ao espago consideravel entre o
tegumento e o embrido, verificado principalmente na regido calazal das espécies de Laeliinae,
como um caractere importante na dispersdo da semente pelo vento. De acordo com Arditti &
Ghani (2000) as sementes de orquideas flutuam por longos periodos no ar, devido a caracteres
como tamanho reduzido, formato alongado e principalmente acimulo de ar no espaco interno
das sementes.

O embrido das espécies de Laeliinae é indiferenciado, como é comum nas
Orchidaceae, e apresenta suspensor relativamente longo. Na literatura, a estrutura e o
desenvolvimento do suspensor podem ser usados para distingdo de géneros em Orchidaceae,
como sugerido por Veyret (1974). No caso das espécies de Laeliinae analisadas o suspensor
diferenciado mostrou-se homogéneo nas espécies, exceto em H. purpurata que apresenta um
estrato celular adicional. E possivel que a ontogénese do embrido e seu suspensor possam
revelar caracteres distintivos mais significativos. Veyret (1974) atribui ao suspensor a funcéo
de nutrir o embrido, em razdo da auséncia de endosperma em sementes maduras de
Orchidaceae.

A germinacdo in vitro das espécies de Laeliinae mostrou padrdo comum em
Orchidaceae. Veyret (1974) ja registrara este padrdo caracterizado pela formacdo de um
tubérculo, denominado protocormo, que desenvolve rizoides e apice vegetativo com folhas e
auséncia de radicula. Kraus et al. (2006) registraram possiveis divergéncias entre os termos
protocormo e plantula em Orchidaceae, postulando que estes termos podem ser usados
indistintamente, considerando que eles referem-se a mesma estrutura resultante do
desenvolvimento do embri&o.

Os protocormos de Laeliinae podem apresentar mais de uma gema vegetativa que

pode resultar no desenvolvimento de varias plantas no meio de cultura. De acordo com Veyret
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(1974), o desenvolvimento de varias gemas no protocormo é um fendmeno comum entre as
orquideas, e sua frequéncia varia com a espécie e 0 meio usado para multiplicacao.

A primeira folha que se forma no apice vegetativo do protocormo de Laelliinae
apresenta morfologia diferente apenas em S. gloriosa, que se caracteriza por apresentar
somente a bainha; nas outras espécies ocorre também limbo reduzido. A primeira folha
representada por bainha foi registrada por Carlson (1943) em Calopogon pulchellus (Sw.) R.
Br. A primeira raiz das plantulas de Laeliinae somente aparece no estagio de duas a quatro
folhas. O aparecimento da raiz em plantulas ou protocormos de Orchidaceae parece ocorrer
apenas quando ha folhas desenvolvidas (Carlson 1943, Veyret 1974, Nishimura 1981, Kraus
et al. 2006).

A estrutura dos protocormos de Laeliinae segue padrdo descrito na literatura para
Orchidaceae (Kraus et al. 2006), ou seja, uma massa parenguimatica revestida por epiderme
com tecido meristematico numa extremidade e rizoides na outra. Nishimura (1981) registrou
diferenciacédo de tecido procambial no protocormo, apés inicio de formacéo da primeira folha,
no apice vegetativo de Cattleya aurantiaca (Bateman ex Lindl.) P.N. Don, como verificado
nas espécies de Laeliinae. Também foi verificada nas espécies de Laeliinae a diminui¢do da
guantidade de amido nas células do protocormo durante a diferenciacdo da plantula, um
processo ja descrito no desenvolvimento da plantula de Calopogon pulchellus (Carlson 1943)
e de Vanda Jones ex R. Br. (Alvarez 1964).

A subfamilia Epidendroideae, a qual pertencem as espécies de Laeliinae estudadas,
geralmente possui adaptacOes para o habito epifitico, sendo uma delas a presencga de raizes
aéreas com velame multisseriado (Dahlgren et al. 1985). Nas plantulas de Laeliinae, a
primeira raiz ja apresentava velame uni a trisseriado, acompanhado de exoderme,
provavelmente com a funcéo de absor¢do e armazenamento de &gua e substancias minerais, e

evitar a perda de agua (Benzing et al. 1982) em condig¢des naturais.



32

A primeira raiz adventicia das plantulas das espécies de Laeliinae é triarca ou tetrarca,
observacao tambeém feita em Calopogon pulchellus (Carlson 1943). Diferentemente das raizes
dessas plantulas, as raizes adventicias de monocotiledéneas adultas em geral sdo poliarcas
(Esau 1959, Mauseth 1988), provavelmente em funcdo da maior demanda destas raizes para o
transporte de grande quantidade de agua e nutrientes (Mauseth 1988). E importante ressaltar
que investigacOes sobre raizes adicionais das plantulas de Laeliinae poderiam revelar aumento
do numero de polos de protoxilema, como foi constatado por Carlson (1943) no
desenvolvimento da plantula de Calopogon pulchellus.

A estrutura das primeiras folhas das plantulas de monocotiledéneas nao tem recebido a
devida atencdo de anatomistas vegetais, registrando-se poucas informacdes na literatura
(Carlson 1943, Souza 2009). As folhas das plantulas de espécies de Laeliinae tém mesofilo
homogéneo, como na orquidacea Calopogon pulchellus (Carlson 1943), mas outras plantulas
de monocotiledéneas podem ter folhas com mesofilo homogéneo ou dorsiventral (Souza
2009).

Veyret (1974) registra dois grupos de orquideas, aquele cujas espécies possuem
embrido com cotilédone e outro grupo desprovido de cotilédone. Nishimura (1991) faz
mencdo a Cattleya aurantiaca como exemplo de espécie que ndo apresenta cotilédone. Por
outro lado, Velenovsky (1907) propds que a primeira folha de Cattleya pode ser considerada
como cotilédone. E provavel que esta primeira folha, observada nas trés espécies investigadas
de Laeliinae, seja de fato folha cotiledonar. Nossa convicgdo baseia-se em dados estruturais e
informagdes da literatura. Essa primeira folha das Laeliinae é vascularizada por um unico
feixe vascular, observagdo feita para cotilédone de espécies epifitas por Boyd (1932), embora
esta autora tenha considerado um processo de redugdo vascular como resposta ao ambiente.

Outro fato a favor da interpretacdo cotiledonar nas Laeliinae refere-se a presenca de folha
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reduzida, sob forma de bainha, e também com apenas um feixe vascular, na plantula de S.
gloriosa.

As espécies de Laeliinae investigadas indicam homogeneidade nos caracteres de
sementes e plantulas para esta subtribo. Entretanto, registram-se alguns caracteres
diferencaveis no presente estudo, como o0s relativos ao tegumento seminal, suspensor,
desenvolvimento da primeira folha da plantula e nimero de polos xilematicos na raiz, que

podem ser significativos para a separacao das especies.
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Figuras 1-10 — Figuras 1-10 — Estrutura da semente de Cattleya loddigesii (Figura 1, 2, 4),
Cattleya tigrina (Figura 8), Hadrolaelia purpurata (Figura 7-3), Laelia anceps (Figura 5-9),
Schomburgkia crispa (Figura 6) e Sophronitis cernua (10). Figuras. 1-3. Aspecto geral das
sementes e da superficie do tegumento em MEV. Figuras 4-5. Semente em secdo longitudinal.
Figuras 6-7. Detalhes do tegumento seminal. Figura 8. Tegumento seminal em vista frontal.
Figuras 9-10 Detalhes do suspensor. (Me=embrido; Mi= micropila; Pe=parede periclinal
externa; Pi= parede periclinal interna; Su= suspensor; Te= tegumento). Barras: 20um (6, 7),

50um (1, 5, 8, 9,10), 100um (2, 3, 4).
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Figuras 11-16 - Morfologia de plantulas de Hadrolaelia purpurata (11-15) e Schomburgkia
gloriosa (16), com 45 dias apds a semeadura (11-12), 75 dias (13-15) e 105 dias (14-16) de

idade ap6s a semeadura. (F= folha; Pr= protocormo; Ra= Raiz). Barras: 1mm.
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Figuras 1-10 — Estrutura da semente de Cattleya loddigesii (Figura 1, 2, 4), Cattleya tigrina
(Figura 8), Hadrolaelia purpurata (Figura 7-3), Laelia anceps (Figura 5-9), Schomburgkia
crispa (Figura 6) e Sophronitis cernua (10). Figuras. 1-3. Aspecto geral das sementes e da
superficie do tegumento em MEV. Figuras 4-5. Semente em sec¢do longitudinal. Figuras 6-7.
Detalhes do tegumento seminal. Figura 8. Tegumento seminal em vista frontal. Figuras 9-10
Detalhes do suspensor. (Me=embrido; Mi= micropila; Pe=parede periclinal externa; Pi=
parede periclinal interna; Su= suspensor; Te= tegumento). Barras: 20um (6, 7), 50um (1, 5, 8,

9,10), 100pm (2, 3, 4).
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Figuras 23-25 - Estrutura da primeira raiz de Sophronitis cernua (23,24) e Schomburgkia

gloriosa (25). (VI=velame; Seta= polos de xilema). Barras: 50 um (24-25); 100 um (23).
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usar tabulacéo (tecla Tab), exceto no inicio de cada paragrafo. Nao usar negrito ou sublinhado
(exceto em legendas). Restringir italico para nomes cientificos, descri¢cbes ou diagnostico de
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Citar cada figura e tabela no texto em ordem numerica.
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(1960) ou (Smith 1960), Smith (1960, 1973), Smith (1960a, b); Smith & Gomez (1979) ou
(Smith & Gomez 1979); Smith et al. (1990) ou (Smith et al. 1990.); (Smith 1989, Liu &
Barros 1993, Araujo et al. 1996, Sanches 1997).

Em trabalhos taxondmicos, citar material botanico em detalhe na seguinte sequéncia:
local e data de coleta, nome do coletor e numero e sigla do herbéario, de acordo com o0s
exemplos: o Brasil. Mato Grosso: Xavantina, s.d., HS Irwin S.N. (HB3689). Sdo Paulo:
Amparo, 23-X11-1942, JR Kuhlmann & ER Menezes 290 (SP); Matédo, BR 156, 8-VI-1961,
Eiten G et al. 2215 (SP, EUA).
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Todos os trabalhos deverao citar outros trabalhos.

Autores de nomes cientificos de plantas vasculares devem ser abreviados de acordo
com IPNI (http://www.ipni.org/ipni/plantnamesearchpage.do). Espécies e nome (s) de autor
(s) devem ser incluidos quando mencionado pela primeira vez no texto, no titulo apenas
quando essencial. Abreviaturas de obras originais sobre taxonomia deve seguir BPH.

Referéncias a resultados ndo publicados ou trabalhos submetidos devem aparecer da
seguinte forma: (SE Sanchez, dados néo publicados).

Fornecer numeros e unidades da seguinte forma:

- Numeros de até nove devem ser escritos por extenso, exceto se for seguido por
unidades, ou se indicando em tabelas ou figuras (Exemplos: 21 L, 20,32 mg, Tabela 1).

- Unidades independentes de valores, colocando um espaco (exceto para porcentagens,
ou graus geograficas, minutos e segundos); usar abreviaturas sempre que possivel.

- Para unidades compostas, usar exponenciacdo, n&o utilizar barra (Exemplo: mg dia™
em vez de mg / dia, imol min™* em vez de umol / min).

N&o inserir espagos para passar para a proxima linha, se a unidade ndo se encaixar na

mesma linha. N&o insira figuras no arquivo de texto.

Referéncias

Adotar o formato utilizado nos exemplos a seguir:

Zar JH. 1999. Anélise bioestatistica. 4 ed., Prentice Hall, Upper Saddle River.

lenes AC, RG Olmstead. 2000. A analise filogenética Carex (Cyperaceae): relacdes genéricas
e subgenérico com base em DNA do cloroplasto. Em Monocots: sistematica e evolucdo (KL
Wilson, DA Morrison, eds.). CSIRO Publishing, Collingwood, p.602-609.

Bentham G. 1862. Leguminosae. Dalbergiae. Na Flora brasiliensis (PCP Martius, Eichler AG,
eds.). F. Fleischer, Lipsiae, v.15, pars 1, p.1-349.

Ddbereiner J. 1998. Funcdo da Fixagdo de nitrogénio los Plantas leguminosas e NAO SUA
importancia nenhuma Ecossistema brasileiro. In Anais do IV Simpdsio de Ecossistemas

Brasileiros (S Watanabe, coord.). Aciesp, S&o Paulo, v.3, p.1-6.
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Farrar JF, Pollock CJ, Gallagher JA. 2000. Sacarose e a integragdo do metabolismo em

plantas vasculares. Plant Science 154:1-11.

Punt W, S Blackmore, Nilsson S, Le Thomas A. 1999. Glossario de pdlen e esporos
terminologia. http://www.biol.ruu.nl/ ~ paleo / glossary / glosint.htm (acessado em 2003 Abr
10).

Citar dissertagfes ou teses somente em casos excepcionais, quando a informacao
fornecida é essencial para uma melhor compreensdo do artigo. Quando a informacdo nao foi

publicado como um artigo cientifico. Neste caso, use o formato abaixo:

Sano PT. 1999. Revisdo de Actinocephalus (Koern.) Sano - Eriocaulaceae. Tese de doutorado
da Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Nao citar resumos de encontros.

Tabelas
Use o Word para recursos de design do Windows e formatacgéo de tabelas.
Evite abreviacgdes (exceto para unidades).
As tabelas devem ser colocados em paginas separadas, com o0s seus titulos posicionado

acima deles, de acordo com o exemplo:

Tabela 1. Flavondides totais e producdo de fenol total (% de massa seca) em folhas de

Pyrostegia venusta.

N&o inserir linhas verticais; usar linhas horizontais apenas para destacar o cabecalho e

fechar a tabela.

Figuras

Apresentar um conjunto de figuras originais com alta resolugdo. Enviar imagens
digitais com um minimo de 300 dpi. Enviar o ficheiro original (em formato CorelDraw,
Photoshop, ou similares), bem como a. Tif de cada imagem digital. O espaco disponivel para

placas (fotografias, desenhos, graficos, mapas ou diagramas) é 23,0 x 17,5 centimetros, no
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maximo, incluindo, quando possivel 0 espaco necessario para a legenda. Qualquer figura
superior a essas dimensdes serdo redimensionadas. Estas nunca devem ser anexados a
arquivos de Ponto MS Word ou Power. Gréaficos ou outras figuras pode ser reduzido para
caber em uma Unica coluna (8,5 cm), por isso, certifique-se de que 0s nimeros ou tamanhos
de fonte permanecera visivel mesmo apds a reducgdo. O tipo e tamanho de ambas as legendas e
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Comparacdo entre os suplementos agua de coco e polpa de banana em meio Knudson

“C”, para o cultivo assimbidtico de espécies da subtribo Laeliinae

Resumo

A producdo de mudas de orquideas, sob condicbes naturais, é considerada rara frente ao
elevado niumero de sementes produzidas em cada fruto. Frequentemente utiliza-se o cultivo in
vitro para incrementar o processo de producdo de mudas destas plantas em larga escala, seja
com finalidade comercial ou para a reposi¢cdo em florestas nativas. Em geral, os meios de
cultura sdo suplementados com polpa de banana e dgua de coco (pH 5,3), visando incrementar
o0 vigor das plantulas, tendo este estudo o objetivo de comparar os efeitos do meio Knudson C
modificado pela adicdo de polpa de banana ou agua de coco, sobre o desenvolvimento inicial
das plantulas de Cattleya loddigesii Lindl., C. tigrina A. Rich, Hadrolaelia purpurata (Lindl.)
Chiron & V.P.Castro, Laelia anceps Lindley, Schomburgkia gloriosa Rchb.f. e Sophronitis
cernua Lindl. Apds 12 meses de cultivo sob iluminacdo continua com lampadas fluorescentes
(40 Watts) tipo “luz do dia” e temperatura de 26+3°C, as plantulas foram analisadas quanto a
altura da parte aérea, nimero de folhas, nimero de raizes, comprimento das raizes e massa
fresca, além do pH no meio de cultura. As analises demonstraram que 0 meio de cultura
suplementado com polpa de banana influenciou positivamente, pelo menos, um parametro em
todas as espécies, comprovando sua eficiéncia para o crescimento inicial destas espécies de
orquideas. O pH dos meios de cultura manteve-se semelhante, sofrendo acidificacdo de modo

a alcancar valores entre 3,04 e 4,06.

Palavras-chave: orquideas, Cattleya, Laelia, suplementos organicos, cultivo in vitro.
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Comparison between coconut water and banana pulp supplements in the Knudson "C"

medium for the the assymbiotic cultivation of subtribe Laeliinae species

Abstract

The seedlings of orchids under natural conditions, is considered rare outside the high number
of seeds produced in each fruit. Often it is used in vitro cultivation to increase the production
of seedlings of these plants on a large scale, whether for commercial purposes or for
replacement in native forests. In general, the culture media are supplemented with banana
pulp and coconut water (pH 5.3), aimed at increasing the seedling vigor, having this study the
objective to compare the effects of the Knudson C medium modified by the addition of
banana pulp or coconut water, on the initial development of seedlings of Cattleya loddigesii
Lindl., Cattleya tigrina A. Rich, Hadrolaelia purpurata (Lindl.) Chiron & VPCastro, Laelia
anceps Lindley, Schomburgkia gloriosa Rchb.f. and Sophronitis cernua Lindl. After 12
months of cultivation under continuous illumination (40 watts) and at 26 + 3°C, the seedlings
were analyzed for number of side shoots, shoot height, number of leaves, number of roots,
root length and fresh weight in addition to the pH in the culture medium. The analyzes
showed that the culture medium supplemented with banana pulp positively influenced at least
one parameter in all species, proving their efficiency for the initial growth of these species of
orchids. The pH of both culture media remained similar to each other, ranging between 3.04

and 4.06, which indicates a good buffering capacity of both types of culture media.

Keywords: orchid, Cattleya, Laelia, organic supplements and in vitro culture.
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Introducéo

O desenvolvimento das orquideas é deveras lento, tanto em relacdo a producdo de
brotos laterais quanto ao desenvolvimento inicial de suas plantulas, e métodos que possam
incrementar estes processos devem ser estabelecidos, afim de que sejam obtidas mudas para o
comércio floriculturista e também para suprir 0s projetos de repovoamento em areas de
florestas nativas.

Sob condicdes naturais, as pequenas sementes de orquideas estabelecem simbiose com
fungos micorrizicos (Arditti 1982), os quais repassam nutrientes que o embrido necessita para
germinar (Singer 2004) e para alcancar a fase de plantula heterotrofica (Harrison 1977).
Entretanto, as plantulas de orquideas também podem ser obtidas sob condi¢cdes assimbioticas
in vitro, sob a influéncia de formulacGes nutritivas especificas, as quais sdo compostas
basicamente por agua, sais minerais e sacarose, conforme proposto por Knudson (1946). O
cultivo in vitro torna a producdo de plantulas de orquideas mais rapida (Zorning 1996), além
de aumentar as taxas de germinacdo (Stancato & Faria 1996; Martini et al. 2001), reduzir
custos laboratoriais e evitar a extingdo de muitas espécies (Stancato et al. 2001).

De acordo com Arditti (1982) e Faria et al. (2002), sob condi¢bes assimbioticas, as
orquideas podem requerer especificidades nutricionais quanto a composicdo do meio de
cultura. Desta forma, a tentativa de obter meios de cultura mais eficazes para a produgéo de
plantulas de orquideas em larga escala, muitas tentativas de suplementagdo nutricional s&o
realizadas, com destaque para as polpas de tomate (Caldas et al. 1998) ou banana e agua de
coco (endosperma liquido), ambos destacados por Arditti (1982) como necessarios para a
germinacdo e o desenvolvimento inicial de diversas espécies tropicais.

A agua de coco € um componente muito rico em elementos organicos e inorganicos,

especialmente em magnésio, fosfato e aminoacidos (Krikorian 1991), além de conter alto teor
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de glicose, frutose e alguns hormdnios vegetais (Nunes et al. 2008). J& a polpa de banana é
rica em vitaminas A e C, tiamina, riboflavina e niacina, além desta ter 0os mesmos
componentes que a agua de coco como potassio, fosforo e magnésio (Arditti & Ernst 1992).
Ambos suplementos nutricionais foram utilizados em cultivo de espécies epifitas, tais como
Dendrobium (Shu et al. 2004), Laelia e Miltonia (Stancato et al. 2008), Hadrolaelia
purpurata e Encyclia randii (Goncalves et al. 2012), e também para espécies terrestres, como
Paphiopedilum sp. (Huang et al. 2001), evidenciando excelentes resultados.

Neste contexto, este estudo objetivou comparar os efeitos da suplementacdo do meio
de cultura proposto por Knudson (1946) modificado e suplementado com polpa de banana ou
agua de coco, em relacdo ao desenvolvimento inicial das plantulas de Cattleya loddigesii
Lindl., Cattleya tigrina A. Rich, Hadrolaelia purpurata (Lindl.) Chiron & V.P.Castro, Laelia
anceps Lindl., Schomburgkia gloriosa Rchb.f. e Sophronitis cernua Lindl., todas pertencentes
a subtribo Laeliinae, a fim de estabelecer qual suplemento estimula o crescimento de plantas

com maior vigor.
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Material e métodos

Para este estudo foram obtidas sementes maduras junto aos produtores de orquideas da
regido de Maringa (PR), pelo banco de sementes do Laboratério de Boténica do Museu
Dinamico inderdisciplinar da UEM, as quais foram mantidas em embalagens de papel em
refrigerador comum, até a realizacdo dos ensaios. Amostras dos lotes de sementes foram
submetidas ao teste de viabilidade com cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (1%) conforme
proposto por Singh (1981). Ap6s incubadas por 24h no escuro, as sementes foram lavadas e
analisadas com auxilio de microscopio de luz, sendo consideradas vidveis agquelas contendo
embrido corado em vermelho vivo, sendo analisadas 100 sementes, com 3 réplicas cada
espécie, totalizando 300 sementes. Comprovada a qualidade do lote, com porcentagens de
sementes viaveis acima de 50%, outras aliquotas do mesmo lote foram embebidas em agua
destilada, a fim de serem semeadas in vitro.

Os meios de cultura propostos foram preparados tendo por base a formulacdo de
Knudson (1946), modificada pela adicdo de 3,5¢g de agar (Himédia ®) e substituicdo de 100
mL/L de &gua destilada, da formulacdo original, por agua de coco (endosperma liquido de
frutos imaturos), ou por 100g/L de polpa de banana cultivar ‘nanica’ (pela substitui¢do do
volume ocupado), conforme proposto por Arditti (1982). Para cada réplica de cultura
assimbidtica foram utilizados frascos de vidro com capacidade para 200 mL, tendo cada um
recebido 50 mL de meio de cultura. Em seguida, todas as réplicas foram esterilizadas em
autoclave por 20 minutos a latm.

Nos procedimentos da semeadura, as sementes embebidas em agua destilada foram
desinfetadas com hipoclorito de sédio a 15% (a partir da solucdo comercial), e a seguir
enxaguadas por 4 vezes com A&gua destilada autoclavada. Com auxilio de seringas

descartaveis, 1mL de agua e sementes foram inoculados em frascos vedados com filme
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plastico de pvc e contendo meio de cultura ( Fig. 1). Os frascos foram dispostos de forma
aleatdria sob bancada e permaneceram expostos sob a iluminagdo continua, obtida com
lampadas fluorescentes de 40 Watts. A temperatura média durante o tempo do experimento
(12 meses) permaneceu em 26+3°C e a umidade relativa do ar permaneceu em 62%, em
média.

Ao término do periodo experimental (12 meses ap0s a semeadura, sem troca de meio
de cultura), 20 plantulas de 4 réplicas por tratamento foram analisadas quanto aos seguintes
parametros: altura da parte aérea, nUmero de folhas, nimero de raizes, comprimento das
raizes e peso fresco, alem do pH do meio de cultura. O experimento foi do tipo inteiramente
casualizado, com 2 tratamentos e 4 réplicas, sendo realizada analise de variancia (ANOVA) e

as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% .
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Resultados e discussao

A andlise do teste de viabilidade (Tab.1) revelou que, com excecdo de Hadrolaelia
purpurata, as espécies apresentaram elevadas porcentagens de sementes com embrides corados
em vermelho vivo, indicando a retomada das atividades mitocondriais em suas células ap6s o
processo de embebicdo em &gua. O uso deste teste de viabilidade, devido ao tegumento
transparente da maioria das sementes de orquideas, torna-se de facil aplicacdo e leitura dos
resultados ao microscopio de luz. Embora o lote de sementes de H. purpurata tenha alcancado
a média de apenas 55,33% de viabilidade, pode ser considerado adequado para ser semeado,
tendo em vista 0 grande numero de sementes disponiveis em apenas um fruto, que de acordo
com Withner (1959) pode alcancar a casa dos 3 milhdes.

De acordo com as Tabelas 2 a 7, verificaram-se efeitos positivos da presenca da polpa
de banana sobre a altura da parte aérea das plantulas da maioria das espécies analisadas, isso
somente ndo foi verificado em C. tigrina. Nesta Gltima espécie, por vezes, alcangando o dobro
das medidas obtidas na presenca da agua de coco. Nota-se neste grupo de orquideas que as
plantas sdo formadas por um eixo caulinar de pequena dimensdo, composto basicamente em
tecido meristematico, do qual partem folhas eretas, que perfazem a maior parte da altura da
parte aérea.

Quanto ao numero médio de folhas formadas em cada plantula, as variagdes foram
maiores em relagcdo a composi¢do do meio de cultura, com H. purpurata, L. anceps e S. cernua,
apresentando em maior nimero na presenca de agua de coco (Tab. 4, 5 e 7); enquanto que S.
gloriosa o fez na presenca da polpa de banana (Tab. 6). C. loddigesi e C. tigrina mostraram-se
indiferentes a composic¢do do meio de cultura em relagdo & organogénese de novas folhas (Tab.
2 e 3). Entretanto, ao utilizar diversos suplementos organicos para o cultivo assimbiotico de

Encyclia randii e H. purpurata, Goncgalves et al. (2012) também obtiveram numeros
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significativamente maiores de folhas por plantula na presenca de polpa de banana. Estes dados
confirmam o maior investimento na organogénese foliar das plantulas de H.purpurata, L.
anceps e S. cernua, na presenca de dgua de coco, certamente pela presenca de citocininas neste
suplemento organico, fato verificado por Silva et al. (2002), fitormoénio diretamente
relacionado com a formacéo da parte aérea vegetal. Tais resultados também foram observados
pela C. loddigesii embora a primeira ndo apresentasse diferencas estatisticas.

Vyas et al. (2009) verificaram incremento no numero de raizes por plantula de
Dendrobium lituiflorum na presenca de polpa de banana no meio de cultura, a semelhanca dos
dados apresentados na Tabela 6, para as plantulas de S. gloriosa.. As demais espécies de
Laeliinae analisadas mostraram-se indiferentes a composicao do meio de cultura quanto a este
parametro. Da mesma forma, quanto ao comprimento das raizes e massa fresca, a presenca de
polpa de banana esteve relacionada a maior comprimento das raizes em C. loddigesii, C.
tigrina e S. gloriosa (Tab. 2, 3 e 6), a semelhanca dos resultados obtidos por Aratjo (2006),
guanto as plantulas de um hibrido de C. loddgesii, e por Silva et al. (2005), com maior
comprimento das raizes de Brassolaeliocattleya ‘Pastoral’ x Laeliocattleya ‘Amber Glow’.
Em adicdo, Stancato et al. (2008) puderam verificar maior massa seca das plantulas em Laelia
longipes, L. tenebrosa e Miltonia spectabilis quando cultivadas na presenca de polpa de
banana. Nas outras espécies analisadas, ndo foram obtidas diferencas significativas entre os
tratamentos aplicados.

A analise de alguns parametros apresentou-se com elevado coeficiente de variagéo, e
consequente falta de segregacdo perante o teste de comparacdo de médias, evidenciando a
ampla variacdo genética presente nas plantulas de orquideas, fato também verificado por
Chung et al. (2006).

O efeito positivo da polpa de banana provavelmente se deve aos aminoacidos,

vitaminas e reguladores de crescimento nela contidos (George 1993), que promoveu 0



56

desenvolvimento da parte aérea, espessamento radicular e a formacdo de brotos (Torres &
Barbosa 2001).

De acordo com Torres et al. (1998), o pH do meio de cultura interfere diretamente no
desenvolvimento dos tecidos vegetais in vitro. Nas Tabelas 2 a 7, verificam-se poucas
variacdes de pH em ambos tipos de meios de cultura, estando entre 3,04 e 4,06, acidos, mas
adequados ao desenvolvimento das plantulas das especies analisadas, tendo em vista que o pH
Otimo para o cultivo de orquideas deve permanecer entre 4,8 a 5,0, segundo as indicacdes de
Arditti (1982).

De acordo com as andlises, a suplementacdo do meio de cultura com polpa de banana
influenciou positivamente a maioria dos parametros, hora analisados, somente em relacao as
plantulas de C. loddigesii e S. gloriosa. As demais Laeliinae analisadas demonstraram pouca

especificidade por qualquer um dos suplementos nutricionais utilizados.
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Figura 1 — Plantulas em meio de cultura com adi¢do de agua de coco ou polpa de
banana nanica

Figure 1 - Seedlings in culture medium with added water or coconut banana pulp

Tabela 1 — Anélise da viabilidade dos lotes de sementes utilizados para a realizagdo dos
ensaios.

Table 1 - Analysis of the viability of the seed lots used for the tests.

Espécies Média de sementes viaveis (%)
Cattleya loddigesii 89,67
Cattleya tigrina 97,33
Hadrolaelia purpurata 55,33
Laelia anceps 83,33
Schomburgkia gloriosa 99,00
Sophronitis cernua 81,67
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Tabela 2 — Analise das plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas sobre meio de cultura com

diferentes suplementacdes.

Table 2 - Analysis of seedlings of Cattleya loddigesii cultivated on a culture medium with

different supplements

Suplementos Altura da Compr. Massa
do meio de parte aérea | Numerode | NUmero | das raizes fresca pH do
cultura (cm) folhas de raizes (cm) (9) meio
Polpa de banana 2,05a 3,66 a 3,61la 3,51la 0,19a 3,71a
Agua de coco 1,32 b 4,71 a 4,05a | 1,82750 b 0,08 b 3,88a
Coeficiente de
variacao (%) 18,62 17,71 20,07 34,62 41,04 20,53

Meédias seguidas pela mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, pelo Teste de Tukey.
Means followed by the same letter (column) do not differ at the 5% level of significance,

by the Tukey Test.

Tabela 3 — Analise das plantulas de Cattleya tigrina cultivadas sobre meio de cultura com
diferentes suplementacdes.
Table 3 - Analysis of seedlings of Cattleya tigrina cultivated on a culture medium with

different supplements

Suplementos Altura da Compr. Massa
do meio de parte aérea | NUmero de | NUmero | das raizes fresca pH do
cultura (cm) folhas de raizes (cm) (9) meio
Polpa de banana 1,85a 4,24 a 2,40 a 2,85a 0,14 a 3,04 a
Agua de coco 1,18 a 557 a 2,75a 1,20 b 0,36 a 3,56 a
Coeficiente de 26,31 19,22 25,22 29,32 158,01 9,15
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variagao (%)

Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, pelo Teste de Tukey.
Means followed by the same letter (column) do not differ at the 5% level of significance,

by the Tukey Test.

Tabela 4 — Andlise das plantulas de Hadrolaelia purpurata cultivadas sobre meio de cultura
com diferentes suplementacdes.
Table 4 - Analysis of seedlings of Hadrolaelia purpurata cultivated on a culture medium with

different supplements

Suplementos Altura da Compr. Massa
do meio de parte aérea | Numerode | NUmero | das raizes fresca pH do
cultura (cm) folhas de raizes (cm) (9) meio
Polpa de banana 2,06 a 4,42 b 515a 2,8la 0,18 a 3,87a
Agua de coco 1,11 b 499 a 33la 1,54 a 0,08 a 4,08 a

Coeficiente de

variagio (%) 32,71 6,01 30,73 35,07 62,80 | 12,76

Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, pelo Teste de Tukey.
Means followed by the same letter (column) do not differ at the 5% level of significance,

by the Tukey Test.

Tabela 5 — Andlise das plantulas de Laelia anceps cultivadas sobre meio de cultura com
diferentes suplementacdes.
Table 5 - Analysis of seedlings of Laelia anceps cultivated on a culture medium with different

supplements
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Suplementos Alturada | Numerode | Numero Compr. Massa pH do
do meio de parte aérea folhas de raizes | das raizes fresca meio
cultura (cm) (cm) (9)

Polpa de banana 3,04a 301 b 411a 1,07 a 0,07 a 3,98 a
Agua de coco 1,75 b 4,47 a 3,07a 0,8la 0,04 a 3,38a
Coeficiente de 19,87 55 21,24 24,09 58,85 25,45

variacao (%)

Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de

significancia, pelo Teste de Tukey.

Means followed by the same letter (column) do not differ at the 5% level of significance,

by the Tukey Test.

Tabela 6 — Andlise das plantulas de Schomburgkia gloriosa cultivadas sobre meio de cultura

com diferentes suplementagdes.

Table 6 - Analysis of seedlings of Schomburgkia gloriosa cultivated on a culture medium

with different supplements

Suplementos Altura da Compr. Massa
do meio de parte aérea | Numerode | NUmero | das raizes fresca pH do
cultura (cm) folhas de raizes (cm) (9) meio
Polpa de banana 1,76 a 505a 3,60 a 1,88a 0,24 a 3,10 a
Agua de coco 0,75 b 320 b 0,16 b 051 b 0,03 b 3,98 a
Coeficiente de
variacdo (%) 18,42 13,48 15,83 38,28 29,63 14,97

Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de

significancia, pelo Teste de Tukey.
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Means followed by the same letter (column) do not differ at the 5% level of significance,

by the Tukey Test.

Tabela 7 — Analise das plantulas de Sophronitis cernua cultivadas sobre meio de cultura com

diferentes suplementacdes.

Table 7 - Analysis of seedlings of Sophronitis cernua cultivated on a culture medium with

different supplements

Suplementos Altura da Compr. Massa
do meio de parte aérea | NUmero de | NUmero | das raizes fresca pH do

cultura (cm) folhas de raizes (cm) (9) meio
Polpa de
banana 1,87 a 349 b 4,80 a 141a 0,14 a 3,55a

Agua de coco 1,23 b 582a 3,54 a 131la 0,09 a 3,92a

Coeficiente de

variacao (%) 9,38 22,50 38,30 41,75 34,22 17,20

Médias seguidas pela mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, pelo Teste de Tukey.

Means followed by the same letter (column) do not differ at the 5% level of significance,

by the Tukey Test.
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com a sigla do herbario, devera ser citado. Os nomes dos paises e dos estados/provincias
deverdo ser citados por extenso, em letras maiusculas e em ordem alfabética, seguidos dos
respectivos materiais estudados.

Exemplo: BRASIL. BAHIA: llhéus, Reserva da CEPEC, 15.XI11.1996, fl. e fr., R.C.
Vieira et al. 10987 (MBM, RB, SP).

Para numeros decimais, use virgula nos artigos em Portugués e Espanhol (exemplo:
10,5 m) e ponto em artigos em Inglés (exemplo: 10.5 m). Separe as unidades dos valores por

um espaco (exceto em porcentagens, graus, minutos e segundos).
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Use abreviacOes para unidades métricas do Systeme Internacional d"Unités (SI) e
simbolos quimicos amplamente aceitos. Demais abreviacdes podem ser utilizadas, devendo
ser precedidas de seu significado por extenso na primeira mengéao.

llustracGes - Mapas, desenhos, gréficos e fotografias devem ser denominados como
Figuras.

Fotografias e ilustracdes que pertencem a mesma figura devem ser organizados em
pranchas (Ex.: Fig. 1la-d — A figura 1 possui quatro fotografias ou desenhos). Todas as figuras
devem ser citadas na sequéncia em que aparecem e nunca inseridas no arquivo de texto.
As pranchas devem possuir 15 cm larg. x 19 cm comp. (altura méxima permitida); também
serdo aceitas figuras que caibam em uma coluna, ou seja, 7,2 cm larg.x 19 cm comp.

Os graficos devem ser elaborados em preto e branco.

No texto as figuras devem ser sempre citadas de acordo com os exemplos abaixo:

“Evidencia-se pela analise das Figuras 25 e 26....”

“Lindman (Fig. 3a) destacou as seguintes caracteristicas para as espécies...”

Envio das imagens para a revista:

e FASE INICIAL - submissido eletrénica (http://rodriguesia-seer.jbrj.gov.br): as
imagens devem ser submetidas em formato PDF ou JPEG, com tamanho maximo de
2MB. Os graficos devem ser enviados em arquivos formato Excel. Caso o arquivo
tenha sido feito em Corel Draw, ou em outro programa, favor transformar em imagem
PDF ou JPEG. llustracBes que ndo possuirem todos os dados legiveis resultardo na
devolucéo do manuscrito.

e SEGUNDA FASE - somente se o artigo for aceito para publicacdo: nessa fase
todas as imagens devem ser enviadas para a Revista Rodriguésia através das seguintes
opcoes:

o em midia digital (CD ou DVD) para o endereco da revista que consta em nosso
site;

o através de sites de uploads da preferéncia do autor (disponibilizamos um link
para um programa de upload chamado MediaFire como uma opgédo para o
envio dos arquivos, basta clicar no botdo abaixo). O autor deve enviar um
email para a revista avisando sobre a disponibilidade das imagens no site e

informando o link para acesso aos arquivos.
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Neste caso, as imagens devem ter 300 dpi de resolugdo, nas medidas citadas acima, em
formato TIF. No caso dos graficos, o formato final exigido deve ser Excel ou Corel Draw
(versdo 12 ou inferior).

IMPORTANTE: Lembramos que as IMAGENS (pranchas escaneadas, fotos,
desenhos, bitmaps em geral) ndo podem ser enviadas dentro de qualquer outro programa
(Word, Power Point, etc), e devem ter boa qualidade (obs. caso a imagem original tenha baixa
resolucdo, ela ndo deve ser transformada para uma resolucdo maior, no Photoshop ou
qualquer outro programa de tratamento de imagens. Caso ela possua pouca nitidez,
visibilidade, fontes pequenas, etc., deve ser escaneada novamente, ou 0s originais devem ser
enviados para a revista).

Imagens coloridas serdo publicadas apenas na versdo eletronica.

*Use sempre o ultimo numero publicado como exemplo ao montar suas figuras. *

Legendas — devem vir ao final do arquivo com o manuscrito completo. Solicita-se que
as legendas, de figuras e gréaficos, em artigos enviados em portugués ou espanhol venham
acompanhadas de versdo em inglés.

Tabelas — ndo inserir no arquivo de texto. Incluir a(s) tabela(s) em um arquivo
separado. Todas devem ser apresentadas em preto e branco, no formato Word for Windows.
No texto as tabelas devem ser sempre citadas de acordo com os exemplos abaixo:

“Apenas algumas espécies apresentam indumento (Tab. 1)...”

“Os resultados das analises fitoquimicas sdo apresentados na Tabela 2...”

Solicita-se que os titulos das tabelas, em artigos enviados em portugués ou espanhol,
venham acompanhados de versdo em inglés.

Referéncias Bibliograficas - Todas as referéncias citadas no texto devem estar
listadas neste item. As referéncias bibliograficas devem ser relacionadas em ordem alfabética,
pelo sobrenome do primeiro autor, com apenas a primeira letra em caixa alta, seguido de
todos os demais autores. Quando o mesmo autor publicar varios trabalhos num mesmo ano,
deverdo ser acrescentadas letras alfabéticas apds a data. Os titulos de periddicos ndo devem
ser abreviados.

Exemplos:

Tolbert, R.J. & Johnson, M.A. 1966. A survey of the vegetative shoot apices in the family

Malvaceae. American Journal of Botany 53: 961-970.
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Engler, H.G.A. 1878. Araceae. In: Martius, C.F.P. von; Eichler, A. W. & Urban, I. Flora
brasiliensis. Munchen, Wien, Leipzig. Vol. 3. Pp. 26-223.

Sass, J.E. 1951. Botanical microtechnique. 2ed. lowa State College Press, lowa. 228p.
Punt, W.; Blackmore, S.; Nilsson, S. & Thomas, A. 1999. Glossary of pollen and spore
Terminology. Disponivel em <http://www.biol.ruu.nl./~palaeo/glossary/glos-int.ntm>. Acesso
em 15 outubro 2006.

Costa, C.G. 1989. Morfologia e anatomia dos 6rgdos vegetativos em desenvolvimento de
Marcgravia polyantha Delp. (Marcgraviaceae). Tese de Doutorado. Universidade de S&o

Paulo, S&o Paulo. 325p.

Notas Cientificas

Devem ser organizadas de maneira similar aos artigos originais, com as seguintes
modificacdes:

Texto — ndo deve ser descrito em se¢des (Introducdo, Material e Métodos, Discussao),
sendo apresentado como texto corrido. Os Agradecimentos podem ser mencionados, sem
titulo, como um dltimo paragrafo. As Referéncias Bibliogréaficas sdo citadas de acordo com as

instrucdes para manuscrito original, 0 mesmo para Tabelas e Figuras.

Artigos de Opinido
Deve apresentar resumo/abstract, titulo, texto, e referéncias bibliograficas (quando
necessario). O texto deve ser conciso, objetivo e ndo apresentar figuras (a menos que

absolutamente necessario).

Conflitos de Interesse
Os autores devem declarar ndo haver conflitos de interesse pessoais, cientificos, comerciais,
politicos ou econdémicos no manuscrito que esta sendo submetido. Caso contrario, uma carta

deve ser enviada diretamente ao Editor-chefe.

Declaracédo de Direito Autoral
Os autores concordam: (a) com a publicacdo exclusiva do artigo neste periodico; (b)

em transferir automaticamente direitos de copia e permissdes a publicadora do periddico. Os
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autores assumem a responsabilidade intelectual e legal pelos resultados e pelas consideragoes

apresentados.

Politica de Privacidade
Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s
servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou

a terceiros.
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