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CARACTERIZACAO, AVALIACAO MORFOLOGICA E MORFOANATOMIA DA
LAMINA FOLIAR DE ACESSOS DE Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth-
Rutaceae, Ananas comosus var. erectifolius (L. B. Smith) Coppens & F. Leal-Bromeliacea e
Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceae, CONSERVADOS NO BANCO
ATIVO DE GERMOPLASMA

RESUMO GERAL

Este estudo teve por objetivo caracterizar e avaliar os aspectos morfologicos e
morfoanatomicas de acessos de Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth-Rutaceae,
Ananas comosus var. erectifolius (L. B. Smith) Coppens & F. Leal-Bromeliacea e Psychotria
ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceae, conservados no Banco Ativo de Germoplasma de
plantas medicinais da Embrapa Amazdnia Oriental, em Belém, PA. Para tanto foram
escolhidos, ao acaso, 10 acessos de cada espécie, sendo caracterizados para 3 a 9 caracteres
qualitativos e avaliados para 3 a 4 caracteres quantitativos. Para os caracteres qualitativos
foram obtidas as porcentagens de ocorréncia, enquanto os quantitativos foram analisados por
analises uni e multivariadas, essas ultimas obtidas pela distancia euclidiana média
padronizada. A morfoanatomia das trés espécies foi realizada pela da ldmina foliar e ou
foliolar, e a presenga de cristais polimorficos. Foi diagnosticado durante 0 estudo, que 0s
caracteres podem subsidiar a elaboragao inicial de uma lista de descritores ou caracteres

morfolégicos, que poderdo ser utilizados na caracterizagdo e avaliagdo

Palavras-chaves: variabilidade, analise multivariada, agrupamento, distancias genéticas.



CHARACTERISTICS AND EVALUATION OF MORPHOLOGICAL AND ACCESS

MORPHOANATOMY BLADE OF LEAF Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth-

Rutaceae. Ananas comosus var. erectifolius (LB Smith) F. Coppens & Leal-Bromeliacea and

Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceac OF THE GERMPLASM OF ACTIVE
BANK EASTERN AMAZON

ABSTRACT

This study aimed to characterize and evaluate the morphological and
morphoanatomic of Pilocarpus microphyllus hits Stapf ex-Wardleworth Rutaceae. Ananas
comosus var. erectifolius (L. B. Smith) Coppens & F. Leal-Bromeliacea and Psychotria
ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceae, stored in Active Germplasm Bank of medicinal
plants at Embrapa Amazdnia Oriental, in Belém, PA. For both were chosen at random. 10
accessions of each species. being characterized for 3-9 qualitative characters and evaluated
to 3-4 quantitative traits. For qualitative characters were obtained the occurrence
percentages, while quantitative were analyzed by univariate and multivariate analyzes, the
latter obtained by standardized mean Euclidean distance. The Morphology of the three
species was performed by the leaf or lamina and in leaflet, and the presence of polymorphic
crystals. Was diagnosed during the study. the characters can subsidize the initial drafting of
a list of descriptors or morphological characters, which can be used in the characterization

and evaluation.

Keywords: variability, multivariate analysis, clustering, genetic distances.
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1. CONTEXTUALIZACAO

As inimeras espécies vegetais endémicas dos biomas tropicais e subtropicais
contém genes adaptados a diversos ambientes, genes de interesse para a agricultura, para a
industria de fitoterapicos e importantes para o melhoramento dos produtos ja existentes e
para a sintese de novas moléculas, podendo gerar beneficios incalculaveis (MAZZA;
BAGGIO, 2002). No Brasil, os biomas contemplam uma alta diversidade biolégica,
incluindo centenas de espécies tteis ou potencialmente uteis, representando um estoque
genético rico e variado, que vem contribuindo para o avango da agricultura, da industria e da
producdo de farmacos.Entre elas as espécies em foco neste trabalho.

Ressalta-se que o crescimento demografico, a fragmentag@io dos ecossistemas, a
constru¢do de hidrelétricas e estradas, as queimadas e a introdug@o de espécies exoticas
estdo entre as causas da perda da biodiversidade. Para se contrapor a essa realidade, o
estabelecimento de estratégias de conservagdo da diversidade bioldgica ¢ uma das agdes que
possibilita a sustentabilidade dos biomas brasileiros para atender as demandas das proximas
geragdes.

O principio da conservagéo dos recursos genéticos é a manuteng@o da sua viabilidade
¢ integridade. Fundamentalmente, existem duas estratégias complementares de conservagao
de recursos genéticos: a in sifu e a ex situ. A conservagdo in situ ¢ realizada dentro do
ecossistema, permitindo a dindmica evolutiva. Por outro lado, a conservagdo ex situ €
conduzida fora do ambiente original, podendo ser realizada a médio ou longo prazo. A
regeneragdo regular e cuidadosa dos gendtipos pode fazer da conservagdo ex situ, uma
forma segura de conservar genes das grandes culturas por décadas (HOYT, 1992).

A conservacdo ex situ do germoplasma por meio de bancos e colegdes in vitro €
especialmente recomendada para espécies com sementes recalcitrantes € as de propagag@o
vegetativa. Também ¢é adequada para aquelas que apesar de produzirem sementes ortodoxas,
sdo propagadas tradicionalmente por via vegetativa, possibilitando a manutengdo de
caracteristicas desejaveis, mas passiveis de desaparecer com a segregagdo na propagacdo via
semente, como espécies aromaticas e medicinais (VALOIS et al., 2001).

A falta ou insuficiéncia de informag@o sobre os acessos mantidos em bancos ou
cole¢des de germoplasma ¢ apontada por vérios especialistas como uma das causas do pouco
uso destes materiais. Os bancos e cole¢des que conseguem manter SEus genotipos
caracterizados e avaliados despertam maior interesse entre 0s pesquisadores que estudam o

recurso genético vegetal conservado. No caso das espécies com propriedades medicinais, a
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avaliagio dos metabolitos secundarios se faz indispensavel para o amplo conhecimento da
diversidade, ndo apenas genética, mas quimica.

As etapas de caracterizagdo € avaliagdo contribuem para identificar a variabilidade
genética de acessos oriundos dos bancos de germoplasma ou de amostras de populagdes
naturais e para identificagdo de gendtipos promissores para futuras a¢des de melhoramento.
Todos os descritores, sejam eles quantitativos ou qualitativos, contribuem para a
determinagé@o desta divergéncia, em maior ou menor proporgdo (MOURA, 2003). Assim
sendo, nos programas de melhoramento genético de plantas, o estudo da diversidade
genética proporciona informacdes fundamentais, em felag:ﬁo a caracterizagdo, conservagao €
utilizagéo dos recursos genéticos disponiveis (SILVA et al., 2014).

Uma outra vertente afirma que a caracterizagio vegetal € uma etapa fundamental no
processo de obtengdo de novos genétipos pelo melhoramento genético vegetal. Onde
descritores bem definidos, podem garantir caracteristicas hereditarias proprias da nova
variedade e podem fornecer 0s elementos para manutengdo da pureza vegetal (KUSSLER;
BONETT]I, 2005).

A caracterizagdo do germoplasma conservado em niveis genéticos ou fenotipicos é
importante para conhecer a variabilidade existente nos bancos ou colegdes, € também
identificar aqueles caracteres que sejam ligados a produtividade (SILVA, 1999).

Levando em consideragio a escassez de estudos mais detalhados sobre as espécies
aromaticas, medicinais ou florestais, tais como: Pilocarpus microphyllus Stapf ex
Wardleworth-Rutaceae, Ananas comosus var. erectifolius (L.B. Smith) Coppens & F. Leal-
Bromeliaceae e Psychotria ipecacuanha Brotero Stokes-Rubiaceae, pesquisadores da
Embrapa Amazonia Oriental elaboraram o projeto coleta, conservagio, caracterizagdo,
documentacio e uso de plantas medicinais e aromaticas de ocorréncia na Amazonia Oriental.

A partir disto, formulou-se 0 plano de trabalho com as seguintes hipoteses:

- o conhecimento de caracteres morfolégicos favorece a melhor diferenciag¢@o
fenotipica entre 0s acessos de cada espécie, o que podera possibilitar a segregagdo de
individuos com menor potencial de similaridade; a formag#o de aglomerados na presenga de
dendogramas devido a aplicabilidade de métodos quantitativos possibilitando as indicagoes
de clados divergentes.

- a presenga de cristais polimorficos indicam o potencial apomérfico das espécies
estudadas.

Tais hipGteses nortearam os obj etivos a seguir.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Caracterizar e avaliar os aspectos morfologicos em acessos das amostras em
estudo, além de descrever a morfoanatomia da lamina foliar e ou foliolar de Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Wardleworth-Rutaceae, Ananas comosus var. erectifolius (L.B.
Smith) Coppens & F. Leal-Bromeliaceae e Psychotria ipecacuanha Brotero Stokes-
Rubiaceae, conservados nos bancos ativos de germoplasma da Embrapa Amazonia

Oriental, visando a diferenciag¢do entre os acessos.

2.2 Especificos

1- Quantificar a variabilidade genética de acessos das espécies Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Wardleworth-Rutaceae, Ananas comosus var. erectifolius
(L.B. Smith) Coppens & F. Leal-Bromeliaceae e Psychotria ipecacuanha Brotero
Stokes-Rubiaceae, conservados nos BAG’S da Embrapa Amazonia Oriental, por
meio de caracteres morfologicos;

2- Agrupar e identificar caracteres com menor e maior contribuigdo para
divergéncia genética entre os acessos das referidas espécies;

3- Descrever anatomicamente a lamina foliar de Pilocarpus microphyllus Stapf ex
Wardleworth-Rutaceae, Ananas comosus var. erectifolius (L.B. Smith) Coppens

& F. Leal-Bromeliaceae e Psychotria ipecacuanha Brotero Stokes-Rubiaceae.
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Capitulo 2: CARACTERIZACAO, AVALIACAO MORFOLOGICA E
MORFOANATOMICA EM ACESSOS DE Pilocarpus microphyllus Stapf ex
Wardleworth-Rutaceae

RESUMO
Este estudo teve como objetivos: caracterizar e avaliar os aspectos morfoldgicos,

além de descrever a morfoanatomia da lamina foliolar, em acessos de Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Wardleworth (jaborandi). Foram avaliados e caracaterizados dez
acessos de jaborandi para 21 caracteres qualitativos e quatro quantitativos. Os dados foram
organizados em planilhas do Excel, para a obten¢do das porcentagens (qualitativos), € 0s
demais, submetidos as andlises uni e multivariadas, no programa estatistico GENES. Para o
estudo morfoanatdmico, foram retiradas de alguns acessos, as amostras submetidas a
protocolo usual em anatomia, tais como: a fixacdo, a conservagdo, a desidratacdo, a
hidratac@o e aos cortes para montagem de laminas, além de estudos para estudo de venagdo
e MEV. Dos 21 caracetres apenas trés caracteres apresentaram variagdes entre 0S acessos
sendo eles: a forma da folha, a base foliar e o apice foliar. O carater forma da folha exibiu
trés fenotipos: a eliptica, a oval e a oblonga, com predominéncia da eliptica, com 63,3% de
ocorréncia. O carater base foliar foi o mais variavel apresentado cinco tipos (arrendondada,
obtusa, aguda, atenuada e cuneada), com predominio da arredondada (82,3%). Enquanto que
o carater apice foliar teve variagdo de dois tipos: o abcordado e o retuso, onde o primeiro
tipo ocorreu em 66.7%. Constatou-se que a maior dissimilaridade ocorreu entre 0s acessos
Merck e Bonal 2 e a menor os acessos Agailandia ¢ BRA 167. O carater largura da folha
apresentou a maior contribui¢do relativa, para a divergéncia entre 0S acessos. Os acessos
formaram de 2 a quatro grupos divergentes, dependendo do método utilizado e detectou-se
durante as analises anatdmicas a presenga de estruturas secretoras, €m aspecto de rosetas
apresentando analogicamente: pé, cabeca e pesco¢o que exudam substancias de origem
lipofilicas de grande importéncia para atividades farmacoldgicas. Ndo houve uniformidade
de distribuigdo das estruturas secretoras, embora, tenha ocorrido maior concentragéo na base
e na epiderme abaxial dos foliolos das amostras analisadas; os cristais sdo do tipo
polimérficos; com a deposi¢do de cera epicuticular ocorrendo em diferentes 0Orgaos
vegetativos, apresentando maior incidéncia na epiderme abaxial e sobre as células-guardas,
dos estdmatos anomocitico. De um modo geral, as caracteristicas descritas poderdo ser
utilizadas como fatores de diferenciagdes taxonémicas como subsidio na identificagdo de
diferentes taxons de Pilocarpus.

Palavras - chaves: plantas medicinais, Amazonia, distancias Euclidianas, agrupamentos.
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Chapter 2: CHARACTERIZATION AND MORPHOLOGICAL ASSESSMENT ON
ACCESS AND OF LEAF BLADE MORPHOANATOMY Pilocarpus microphyllus
Stapf ex Wardleworth-Rutaceae, PRESERVED IN THE GERMPLASM

ABSTRACT

This study aimed to characterize and evaluate the morphological and describes the
morphoanatomy the leaflet blade in Pilocarpus hits microphyllus Stapf ex Wardleworth
(Jaborandi). They were evaluated and caracaterizados ten Jaborandi access to 21 characters
qualitative and four quantitative. Data were organized in Excel spreadsheets, to obtain the
percentages (qualitative). and others, submitted to univariate and multivariate in GENES
statistical program. For morfoanatdmico study were taken from some accesses 10 the samples
subjected to usual protocol anatomy, such as fixation, preservation. dehydration. hydration and
cut for mounting blades, in addition to studies for venation of study and . Of the 21 caracetres
only three characters showed variations between the accesses being: the shape of the leaf, the
leaf base and leaf apex. The character shape of the leaf exhibited three phenotypes: the elliptical,
oval and oblong, with a predominance of elliptical. with 63.3% of occurrence. The leaf base
character was the most submitted five types variable (rounded, obtuse, acute, attenuated and
cuneate). with a predominance of rounded (82.3%). While the leaf apex character had a variation
of two types: the abcordado and retuso where the first type occurred in 66.7%. It was found that
the greater dissimilarity occurred between Merck and Bonal 2 access and lower the Agailandia
and BRA 167. access Character sheet width showed the highest relative contribution to the
divergence between the accesses. Accesses formed of two to four different groups, depending on
the method used and detected during anatomical analyzes the presence of secretory structures in
rosettes aspect performing analogously: foot, head and neck exudam lipophilic substances of
great importance for pharmacological activities. There was no uniformity of distribution of
secretory structures, though, has been a greater concentration on the base and on abaxial
epidermis of the leaflets of the samples; the crystals are the polymorphic type; with the
deposition of epicuticular wax occurring in different vegetative organs, with higher incidence in
abaxial epidermis and on-cell guards, the anomocitico stomata. In general, the described features
may be used as taxonomic differentiation factors as input the identification of different taxa of
Pilocarpus.

Key - words: medicinal plants, Amazon, Euclidean distances groupings.
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1 INTRODUCAO

O género Pilocarpus € a Unica fonte natural da droga pilocarpina, um alcaloide
imidazolico usado na oftalmologia para contragdo da pupila e em tipos primarios de
glaucoma. Este alcaléide sempre foi usado pelos indios brasileiros por causar sudorese e
salivagio (MERCK, 1989).

Dentre as treze espécies que ocorrem no Brasil, o Pilocarpus microphyllus €
considerado o jaborandi verdadeiro, por possuir maiores teores de pilocarpina em suas
folhas e, por isso, € 0 mais intensamente coletado. Entretanto, ha poucas caracterizagoes
genéticas focando germoplasma dessa espécie conservado em bancos ou colegdes, e tais
estudos podem ser realizados por meio dos recursos genéticos disponiveis em laboratério ou
em campo, facilitando a conservagao, caracterizagio e melhoramento genético (COSTA,
2005).

A caracteriza¢do de germoplasma € importante, pois auxilia no conhecimento € no
uso da variabilidade genética, permitindo aos melhoristas selecionar acessos para obtengéo
de populagdes e linhagens que atendam as necessidades especificas de um programa de
melhoramento, existindo vérios tipos (CARVALHO et al., 2003).

A caracterizagio morfoagronomica deve considerar caracteres boténicos de alta
herdabilidade, facil mensuragdo e pouca interagdo gendtipo x ambiente. Os aspectos
morfoldgicos e fenologicos também devem ser observados de forma sistematica nos acessos,
por meio de descritores, que sdo caracteres utilizados para descrever um acesso. Na
avaliacdo de germoplasma, para maior confiabilidade dos dados, torna-se necessario 0 uso
de um modelo experimental, que obedeca aos principios bésicos da experimentagdo agricola
(VALLS, 1988)

Em 1992, foi estabelecido um banco ativo de germoplasma de jaborandi na
Embrapa Amazonia Oriental de Belém-Pa, visando a conservagdo e utilizagdo em
programas de melhoramento genético. Contudo, os acessos desse banco, até o momento,
foram negligenciados ou apenas preliminarmente caracterizados e avaliados. O que
corrabora para esse capitulo realizar os estudos avaliativos dos caracteres morfologicos,
descrever a morfoanatomia da lamina foliolar € o grau de similariedade.

O objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar morfologica e anatomicamente

acessos de jaborandi conservados na Amazdnia Oriental.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O material botanico foi coletado no Horto de Plantas Aromaticas e Medicinais
pertencentes a Embrapa Amaz6nia Oriental, localizado na sede dessa instituicdo, em Belém,
PA, a 078%°43°42” S de latitude e 08°40°862” W de longitude. Nesse local encontra-se

instalado o Banco Ativo de Germoplasma de jaborandi (Figura 1).
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Figura 1. Vista geral do Banco ativo de germoplasma (BAG - jaborandi) da Embrapa Amazonia

Oriental, local de coleta dos dados.
2.2 Coleta do material
No BAG-jaborandi, foram selecionados dez acessos aleatoriamente, sendo cultivados

a pleno sol e adubados organicamente. As denominagdes € procedéncia dos acessos

estudados constam na Tabela 1.
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Tabela 1. Identificagio dos dez acessos de jaborandi utilizados no estudo e
conservados no BAG da Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA.

Acessos Codigo dos acessos Procedéncias
(n°)

1 Merck Moju, PA

2 Bonal 4 Moju, PA

3 Bonal 3 Moju, PA

4 Bonal 2 Moju, PA

5 Bonal 1 Moju, PA

6 NBB Novo Breu Branco,PA
7 Maisa Moju, PA

8 Agailandia Maranhdo, MA
9 BRA 167 Brejo, MA
10 Serra Sul Maranhdo, MA

2.3 Caracterizacios e avaliacio morfologica

Foram avaliados 28 caracteres morfologicos, em nove plantas de cada acesso, sendo
21 qualitativos e 7 quantitativos, em nove plantas de cada acesso, totalizando 90 plantas. Os
caracteres qualitativos analisados foram: cor da folha apical, cor do peciolo, cor da
epiderme, forma da folha, base foliar, apice foliar, habito, tipo de folha, filotaxia, tipo de
margem, venagdo foliar, consisténcia da folha, tipo de inflorescéncia, cor da flor, tipo de
infrutescéncia, tipo de caule,disposi¢éo da folha sbre o caule, estipula, simetria, superficie,
divisdo do limbo (Apéndice 1).

Os caracteres quantitativos descritos foram: nimero de foliolos/folha (contados a
partir do terceiro no, sempre de cima para baixo, como metodologia adotada para espécies ja
diagnosticadas), altura da planta (a partir do colo da planta até a extremidade final da haste e
expressa em centimetros-cm), largura do foliolo-Lffo (cm), comprimento do peciolo-Cpe
(cm), largura da folha-LFO (cm), comprimento da folha-CFO (a partir da base do peciolo
até a sua extremidade final, sendo expressa em cm) € comprimento do peciolo-Cpe (cm),
cujas mensuragdes ocorreram com O auxilio de paquimetros digitais, fitas diamétricas.

réguas graduadas e trenas graduadas em centimetros.
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Apés a obtengdo dos dados quantitativos, percebeu-se que trés caracteres foram
iguais em todas as plantas amostradas (n=90). Assim, optou-se por submeter as analises uni
e multvariadas apenas os caracteres varidveis, 0s quais foram submetidos a0 programa
estatistico GENES, seguindo-se os estudos realizados por Joly (1977), Agarez et al.(1994) e
Castro (2006). Em relag@o, aos caracteres qualitativos, adaptou-se a metodologia proposta

por Fukuda e Guevara (1998).

2.3.1 Analises estatisticas

A fim de verificar a existéncia de variabilidade genética entre 0s acessos cada carater
quantitativo foi submetido a andlise de variancia univariada, pelo delineamento interiamente
casualizado, considerando 10 tratamentos (acessos) e nove repeti¢des (plantas por acesso) €
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a0 nivel de 5% de probabilidade, utilizando
o sofiware GENE, verséo 5.0.

As analises multivariadas foram feitas com base na média de cada carater por acesso.
Para eliminar problemas com escalas, utilizou-se a distancia Euclidiana média, calculada dos
dados padronizados.

Na analise de Componente Principal (PCA-Principal Component Analysis), os dados
foram pré-processados empregando-se auto escalonamento, com a obtencdo de graficos dos
escores e dos pesos, com dois componentes principais (PC) explicados pelas suas variancias.

Na analise de agrupamento, foi utilizada a Distancia Euclidiana média como medida
de dissimilaridade e na delimitagdo dos grupos foi utilizado o método hierarquico das
médias das distancias (UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) € 0 nao
hierarquico de Tocher.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Genes
(CRUZ, 2001), sendo os dados da analise univariada por meio do seguinte modelo
estatistico:

Yij=p+ti+eij
em que:

Yij: valor observado da parcela que recebeu o tratamento acesso i na repeti¢@o planta j;
w: média

ti: efeito do tratamento i;
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eij: erro experimental associado & parcela que recebeu o tratamento i na repeticdo j.

2.4 Caracteriza¢io morfoanatomica

Os foliolos adultos foram seccionados em regido apical, basal, central, margem e
intermediaria. Posteriormente, foram submetidos as etapas usuais em anatomia, cOmo:
fixagdo, conservagdo, desidratagdo, hidratacdo, cortes, montagem de laminas a fresco, além

da metodologia de IAWA (1989).

2.4.1 Seccdes histologicas

Secgdes histoldgicas transversais e longitudinais foram realizadas nos foliolos
adultos, utilizando-se de duas técnicas:

a) Preparo de liminas a fresco: realizado com auxilio de lamina de barbear,
utilizando-se cortica como suporte. Em seguida, as sec¢des foram clarificadas em solugéo
aquosa de hipoclorito de sédio comercial na dilui¢do de 1:1, até total despigmentagéo;
lavadas com 4gua destilada e coradas com azul de astra, fucsina basica 1% (BRAGA, 1977),
e azul de metileno 1% (JOHANSEN, 1940). A montagem foi feita em glicerina aquosa 50%
entre 1dmina e laminula, isolando-se os bordos da laminula com esmalte incolor, segundo
Purvis et al. (1964).

b) Sec¢des com micrétomo rotativo: as amostras foram submetidas,
previamente, ao amolecimento com solugdo de etilenodiamina 10% (CARLQUIST, 1962),
mantidas em estufa a 55° C, por 24 horas. Ap6s este periodo, as amostras foram lavadas
quatro vezes a cada 30 minutos com solugdo aquosa de glicerina 20%, até completa retirada
do agente amolecedor. Posteriormente, seguiram-se as etapas de desidratagdo em série
etandlica crescente, infiltragdo e inclusdo em parafina (JOHANSEN, 1940). Os blocos de
parafinas confeccionados foram desbastados na face a ser seccionada expondo o material
incluido, com posterior imersdo em solugdo de glicerina 10% por 24 horas (JEWELL,
1958). As secgdes seriadas de 20 um foram distendidas em banho-maria a 40°C, em seguida
depositadas por laminas histologicas albuminadas e acondicionadas em estufas a 55°C, por
24 horas. As secgdes foram desparafinadas pela série aceto-butilica e ou hidratadas pela
série etandlica (JOHANSEN, 1940) decrescente, posteriormente coradas com azul de Astra,
fucsina basica 1% (BRAGA, 1977) e azul de metileno 1% (JOHANSEN, 1940), seguindo-se
a desidratagio e pds-desidratagio de acordo com o mesmo autor, sendo montadas em

balsamo do canada entre 1dmina e laminula.
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2.5 Microscopia fotonica (MFo)
As laminas foram fotomicrografadas com auxilio de camera acoplada ao
microscopio de luz modelo ZEISS no laboratério de Anatomia Vegetal do Museu Paraense

Emilio Goeldi (MPEG).

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Os 6rgaos vegetativos “in natura” foram fixados em solucéo de glutaraldeido 2,5%
em tampdo fosfato 0,1JM por 24h (McDOWELL;TRUMP, 1976). Posteriormente, este
material foi lavado trés vezes na mesma solug@o tampao, desidratando-se em série etanolica
crescente e em seguida foi substituido por CO liquido (ponto critico) (BOZZOLA;
RUSSEL, 1991), sendo montado em suporte metalizado com ouro. As imagens foram
obtidas no Laboratério Institucional de Microscopia eletronica de Varredura do Museu

Paraense Emilio Goeldi, utilizando um microscopio eletronico LEO modelo 1450 VP.

2.7 Diafanizac¢io

Os foliolos adultos foram seccionados nas regides basal, mediana e apical. Em
seguida, fixados em solugéo de hidréxido de sédio (NaOH) a 20% (ARNOTT, 1959). A
solugdio foi trocada diariamente até a completa clarificagdo do material e lavado em agua
corrente para a retirada de residuos e em seguida corados em safranina hidro-alcodlica 5%
(JOHANSEN, 1940), por 24 horas. Apés essa etapa, 0 material foi desidratado pela série
alcodlica crescente (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) ¢ em uma série de solucdo
alcodlica aceto-butila 30%, 50%,70% e 100% (KRAUS;ARDUIN, 1997).

Os foliolos adultos inteiros foram montados em resina sintética entre 1aminas de
vidro e o restante do material seccionado foi também montado em resina sintética, entre
lamina e laminula. A analise da descri¢do da arquitetura foliolar foi realizada segundo

Handro (1964), Felipe ; Alencastro (1966) e Hickey (1974).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacio e avaliacio morfologica
Dos 21 caracteres qualitativos observados nas 90 plantas de jaborandi, que
constituem os dez acessos analisados, foram registrados trés que apresentaram variagdes
fenotipicas: a forma da folha, a base foliar e o apice foliar (Figura 2). Foi percebido durante o
estudo que o carater forma da folha apresentou trés gradagdes: a eliptica, a oval e a oblonga,
com predominéncia da eliptica, que ocorreu em 63.3% das plantas. O carater base foliar foi o
mais variavel, exibindo cinco tipos: arrendondada, obtusa, 4guda, atenuada e cuneada, com
predominio da arredondada (82,3%). Enquanto o carater apice foliar apresentou dois tipos: 0
abcordado e o retuso, onde o primeiro tipo Ocorreu em 66,7% das plantas de jaborandi

avaliadas.
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Figura 2. Ocorréncia de trés caracteres qualitativos observados em 90 plantas de Pilocarpus microphyllus Stapf ex

Wardleworth-Rutaceae,conservadas no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazodnia Oriental.

Estes rés caracteres permitiram distingdes nitidas entre 0s acessos € podem ser
identificados como possiveis caracteres morfologicos de jaborandi. Ja os demais caracteres
qualitativos, como a cor da folha apical, cor da epiderme e o peciolo, ndo apresentam
distingdes, pois todas as plantas apresentaram coloragdo de verde claro a verde escuro para 0
peciolo;todas as pla ntas tiveram habito do tipo terrestre, com folhas do tipo completa e
compostas, ¢ venagdo do tipo peninérvia. Durante as analises foram registrados que a
consisténcia das folhas foram do tipo membranacea; inflorescéncia do tipo cacho com frutos
deiscentes, sendo todas as plantas do tipo arbusto, cujas folhas sobre o caule foram do tipo

alternas verticiladas, com estipulas, caracteristico da familia Rutacea.
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Diagnosticou-se que a simetria das folhas., foi do tipo assimétrica, de superficie
glabra, cuja divisdo do limbo foi pinada e imparipenada. Esses caracteres como nao
apresentaram diferengas, ao longo de todos os acessos, possivelmente, podem ser
desconsiderados como padrio de diferenciagdo para a espécie em estudo.

Segundo Gongalves et al., (2008), apesar da analise conjunta dos caracteres
quantitativos e qualitativos ser considerada um indicador potencialmente mais completo da
variabilidade existente nos bancos de germoplasma, poucos trabalhos tém utilizado esta
estratégia. Os autores ainda explicaram que, provavelmente, isso ocorre devido a falta de
conhecimento das técnicas estatisticas que permitem essa abordagem, a caréncia de
softwares livres que analisem esses dados conjuntamente, bem como pela tendéncia dos
pesquisadores em dar mais importancia aquelas variaveis diretamente relacionadas com
caracteres trabalhados em programas de melhoramento.

O resumo das analises de varidncia, para 0s quatro caracteres morfologicos
quantitativos (altura da planta, comprimento, largura da folha e comprimento do peciolo)
avaliados nos dez acessos de Jaborandi, conservados no BAG da Embrapa Amazodnia
Oriental, Belém, PA, que constam na Tabela 2. Os coeficientes de variagdo (CV%) do
experimento variaram de 16,90, no que se refere ao comprimento da folha, a 150,51 para a

largura.

Tabela 2. Resumo das analises de variancias obtidas para os caracteres quantitativos altura da planta,
comprimento, largura da folha e comprimento do peciolo, em dez acessos de jaborandi conservados no

BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA.

Caracteres Quadrados Médios Média CV
Acessos Erro (%)
Altura da planta (cm) 7,2649" 1.3231 3,2 36,44
Comprimento da folha (cm) 5,8034™ 5,1099 13,4 16,90
Largura da folha (cm) 20,9122™ 18.1327 2,8 150,51
Comprimento do peciolo (cm) 5,0228M 1,2984 29 39,73

Deve ser salientado que esses caracteres foram mensurados em experimento (Banco
de germoplasma) no qual ndo houve controle local e de maneira aleatoria, o que pode ter
contribuido para maiores estimativas do erro experimental e, por conseguinte, toda a
variagdo, exceto a dos tratamentos, acumulou-se no erro. Mas, supde-se que a precisdo
experimental foi boa, uma vez que permitiu detectar diferenga significativa entre os acessos

para a maioria dos caracteres avaliados.
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Analisando a Tabela 3, que determina a percepgao de grupos formados pela
compara¢do de médias, para 0s quatro caracteres avaliados, nos 10 acessos de jaborandi
conservados no BAG da Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA feita com base no teste de
Scott e Knott a 5 % de probabilidade, percebeu-se que houve diferengas significativas entre
as médias, referentes ao carater AP e CPe entre 0s acessos, 0S quais formaram dois grupos
com alguma semelhanga. Para a altura da planta os acessos Bonal 4, Bonal 3, NBB e Merck
formaram o primeiro grupo e os demais 0 segundo.

No caso. do comprimento do peciolo, o primeiro grupo foi constituido por cinco
acessos: Bonal 4, NBB, merck, Bonal 1 e Serra Sul, os quais diferenciam dos demais

acessos.

Tabela 3. Grupos formados pela comparagdo de médias de quatro caracteres avaliados em 10 acessos de
jaborandi conservados no BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, com base no teste de Scott e

Knott a 5 % de probabilidade.

Acessos AP (cm) CFo (cm) LFo (cm) CPe (cm)
Bonal4 4,75 a 12,98 a 331a 3,66 a
Bonal3 434 a 1442 a 2,59 a 2.28b
NBB 3.88a 14,32 a 6,88 a 298 a
Merck 3,48 a 12,17 a 3,36a 420a
Bonal2 2,74 b 14,11 a 2,06 a 1,52b
Maisa 2,710 13,68 a 222a 2,64 b
Bonall 2,66 b 13,80 a 2,10 a 3,30 a
BRA 167 2,56 b 13,02 a 1,92 a 2,57b
Serra Sul 2,25b 12,37 a 1,86 a 3,00 a
Acailandia 2,21b 12,89 a 2,00 a 2,53b

As estimativas das dissimilaridades obtidas, entre os 10 acessos de jaborandi,
constam na Tabela 4. Verifica-se que a maior distancia ocorreu entre os genotipos MERK e
BONAL 2, (d= 2,242), ambos coletados em Moju, PA. Enquanto a menor distancia foi
registrada, entre 0s acessos Acailandia e BRA167 (d=0.214), coletadas em diferentes locais

do Maranh3o sugerindo que os acessos do Para sdo mais divergentes que os do Maranhdo.
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Tabela 4. Estimativas das dissimilaridades entre os 10 acessos de jaborandi conservados no BAG da Embrapa
Amazénia Oriental, Belém, PA, expressas pelas distancias Euclidianas médias padronizadas obtidas com base nos

quatro caracteres quantitativos.

Acessos  Merck Bonal 4 Bonal 3 Bonal 2 Bonal | NBB  Maisa Acailandia BRA 167 Serra Sul

Merck 0

Bonal4 0940 0

Bonal 3 1,970 1,329 0

Bonal 2 2,242 1991 1,051 0

Bonal 1 1332 1353 1,231 1206 0

NBB 1961 1,584 1,501 1,967 1,752 0

Maisa 1,516 1,438 1,053 0,797 0450 1,723 0

Acailandia 1,465 1,661 1543 1,059 0801 2,076 0,575 0

BRA 167 1398 1491 1353 0984 0694 1979 0434 0,214 0
SerraSul 1,170 1,582 1,811 1495 0946 2239 089 0455 0,527 0

As analises das estimativas das distdncias Euclidianas médias padronizadas,
permitiram a formag@o de trés grupos divergentes pelométodo de Tocher, entre os dez
acessos, com caracteristicas consideradas como mais similares e com grau de especificidade
distinta (Tabela 5). O grupo 1 foi constituido por sete acessos de diferentes localidades;
enquanto, que 0 grupo 2 por dois acessos (Merck e Bonal 4), ambos procedentes de Moju-
PA; e o0 grupo 3 por apenas um acesso (NBB), proviniente de Novo Breu Branco, PA.

Vael ressaltar que os acessos do grupo 1 possuem caracteristicas genotipicas

semelhantes, assim como, os acessos do grupo 2.

Tabela 5. Grupos formados pelo método de Tocher entre os 10 acessos de jaborandi conservados no BAG
da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA com base nas distancias Euclidianas médias obtidas nos

quatro caracteres quantitativos.

Grupos Acessos
1 Acailanida BRA 167 Serra Sul Maisa Bonall Bonal2  Bonal3
2 Merck Bonal 4
3 NBB

Utilizando-se da anélise de componentes principais (ACP): (Vrenstipo = €1*
comprimento do peciolo (CPe) + e,* largura da folha (Lfo) + e3* comprimento da folha (CF)
+ e4* altura da planta (AP), foi possivel identificar que os dois primeiros componentes
explicaram 84% da variagio total. No 1° componente (1=45.09%) o autovetor (e;) de maior
importéncia (peso) foi o correspondente a variavel LFo (e~ 0,7158) e no 2° componente

(1=39.68%) foi o CF (ei= -0.7066), este altimo em contribui¢do negativa ao componente,
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isto é a participagdo da variavel CF gera reducdio da caracteristica fenotipica. Percebeu-se
que os componentes 3 e 4 sdo irrelevantes.

Moura (2003) obteve correlagdo de magnitude semelhante a detectada para todos 0s
caracteres, quando avaliou a associagdo das distancias geograficas e Euclidianas em
diferentes areas de coletas dos acessos de jaborandi, que constituem o BAG da Embrapa
Amazdnia Oriental, tendo relacionado a baixa correlagdo com a pressdo de selecdo sobre
determinados caracteres.

Na Tabela 6 apresenta-se a contribui¢do relativa para as divergéncias genotipicas
encontradas entre os acessos. Percebe-se queo carater da largura da folha foi o que mais
contribuiu para a divergénciaFoi diagnosticado que entre entre 0S acessos, seguido pela

altura da planta e comprimento da folha.

Tabela 6. Contribuigo relativa de quatro caracteres quantitativos para a divergéncia entre os 10 acessos

de jaborandi conservados no BAG da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA.

Caracteres Contribuiggo (%)
Largura da folha (cm) 53,66
Altura da planta (cm) 18,62
Comprimento da folha (cm) 14,82
Comprimento do peciolo (cm) 12,91

Percebeu-se que a formagdo dos grupos ¢ de fundamental importancia na escolha
dos genitores, pois as novas combinacdes hibridas a serem estabelecidas, devem ser
baseadas na magnitude de suas dissimilaridades e no potencial dos genitores. As cultivares
reunidas em grupos mais distantes forneceram um indicativo de serem dissimilares, podendo
ser consideradas como promissoras em cruzamentos artificiais (OLIVEIRA et al., 2005).
Entretanto, além de dissimilares, € necessario que os genitores associem média elevada para
as outras caracteristicas agrondmicas avaliadas.

As dissimilaridades podem ser utilizadas em esquemas de hibridacdo ou selegéo,
com o objetivo de incorporar as caracteristicas favoraveis em uma mesma populagdo ou
mesmo obter novas linhagens. A partir desses genotipos, disponibilizando maior
variabilidade no melhoramento genético (BORGES et al., 2010). Além disso, o
estabelecimento de classes homogéneas com heterogeneidade entre grupos € um ponto de
partida nos programas de melhoramento vegetal (CRUZ, 2005).

Cruz, Regazzi e Carneiro (2004) sugerem 0 ndo envolvimento de individuos de

mesmo padrio de dissimilaridade nos cruzamentos, de modo a ndo se restringir a
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variabilidade genética e, assim, evitar reflexos negativos nos ganhos a serem obtidos pela
selecdo.

Conforme relatado por Asmus (2008), as melhores combinacdes hibridas a serem
testadas em um programa de melhoramento devem envolver parentais tanto divergentes
como de elevado desempenho. De acordo com esse autor, 0 estabelecimento de grupos com
genodtipos com homogeneidade dentro e heterogeneidade entre 0s grupos ¢ o ponto de
partida para uma avaliagdo mais minuciosa dos mesmos, a fim de se realizar seu
aproveitamento nos programas de melhoramento.

O emprego de técnicas multivariadas no reconhecimento da diversidade genética,
impde certo grau de estrutura nos dados, sendo importante que diferentes critérios de
agrupamento sejam utilizados, e que se considere como correta a estrutura resultante da
maior parte deles, para assegurar que 0O resultado obtido ndo seja um artefato da técnica
utilizada (ARRIEL et al., 2006).

Costa et al. (2006) relataram que a identificagdo dos diferentes graus de divergéncia
genética é importante uma vez que fornece parametros para a identificacdo de genitores
promissores.

O melhoramento com extragdo de linhagens a partir de cultivares melhoradas ¢ mais
favoravel, pois esses materiais ja possuem alta porgdo de locos favoraveis, além de serem
outrora testados em varios ambientes (AMORIM, 2005). Além disso, as baixas estimativas
dos coeficientes de repetibilidade, de maneira geral, inferiores a 0,4, resultam em
dificuldades para o melhorista identificar os melhores valores genotipicos a partir de andlise
das médias fenotipicas obtidas (FERREIRA et al., 1999).

No dendrograma gerado pelas analises do método UPGMA, foram formados dois
grupos, sendo o grupo II constutido por dois subgrupos (Figura 3). O grupo I foi connstituido
pelo acesso NBB, o grupo Ila pelos acessos Merck e Bonal 4; e o grupo IIb pelos demais
acessos. Tais grupos apresentaram a mesma constitui¢do dos grupos, formados pelo método de
Tocher (Tabela 3). Percebeu-se contudo, que neste estudo houve a formagao de poucos grupos,
o que coincide com 0s trabalhos de Moura (2203). Além disso, Gazel Filho e Lima (2002)
também obtiveram a formagdo de poucos grupos, quando utilizaram a andlise de

conglomerados.
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Figura 3. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das distancias Euclidianas médias
padronizadas, obtidas de quatro caracteres quantitativos avaliados em 10 acessos de jaborandi

conservados no BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA.

Pela dispersdo grafica foram formados quatro grupos. O grupo 1 composto por cinco
acessos: Maisa, Bonal 1, Agailandia, BRA 167 e Serra Sul, o grupo 2 constituido por: Bonal 4
¢ Merck, o grupo 3 por: Bonal 2 e Bonal 3 e o grupo 4 pelo NBB, que foi o mais distinto
dentre os demais, devido suas caracteristicas serem individualizadas.

De certa forma este resultado foi coincidente formados pelos métodos de Tocher €
UPGMA, com a mesma constituigdo. Nesse caso, a mudanga ficou por conta do grupo I, que
na dispersdo grafica foi dividido em dois. Ou seja, no grupo 1 ficaram cinco acessos de
diferentes procedéncias, 0 grupo 2 por dois acessos Bonal 2 e Bonal 3 do mesmo local,
mostrando que a dispesdo gréfica foi mais eficiente em separar 0S acessos.

Em trabalhos, com espécies arbéreas também nao foram encontrados 0 mesmo
namero de grupos gerados pelos dois métodos em questio (ALVES, 2002). O mesmo fato
foi relatado por Carvalho et al. (2003) e Gomes (2007) quando avaliaram acessos de algoddo
e de plantas adultas de pupunhas, ndo havendo concordancia no agrupamento pelos
métodos de Tocher e pela dispersdo grafica.

Foi percebido que os gendtipos mesmo sendo pertencentes a uma mesma espécie, €
comum e que em alguns deles possuam maior ou menor semelhanga genética que outros, €
isto & refletido pelas caracteristicas fenotipicas avaliadas (VIANA et al. 2003; BELLON et
al. 2009).

De modo geral, espera-se que 0S resultados obtidos possam ser Uteis na identificagdo

de procedéncias divergentes para a estruturagio de um banco de germoplasma.
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Figura 4. Disperséo grafica de 10 acessos de jaborandi conservados no BAG
da Embrapa Amazbnia Oriental, Belém, PA, a partir da analise de
componentes principais com base nas distdncias Euclidianas médias
padronizadas, obtidas pelos quatro caracteres quantitativos.

Segundo Arriel et al. (2006), em agrupamentos hierrquicos, a delimitag¢@o dos
grupos é feita de maneira subjetiva, observando-se pontos de alta mudanga de nivel no
dendrograma. Notou-se também, que caracterizagdo morfolégica € uma etapa fundamental
em programas de melhoramento de plantas, visto que permite estimar a variabilidade
genética e indicar os melhores genétipos a serem utilizados (MARIN et al. 2009).

A analise da diversidade genética para 0 conhecimento da variabilidade entre
materiais de interesse, torna-se muito vantajoso no processo de identificac@o de novas fontes
de genes (AMARAL JUNIOR;THIEBAUT, 1999). Para o melhoramento, que busca a
variabilidade genética na progénie, com 0 objetivo da selegdo de cultivares superiores, 0S
acessos mais dissimilares sdo os mais apropriados. Ja que nestes cruzamentos procura-se
obter o efeito heterético na geragdo hibrida e maior probabilidade de recuperagdo de
segregantes superiores em geragoes avangadas.

Em seguida, foi identificado que as maiores correlagdes ocorreram entre a altura da
planta e o comprimento do peciolo (rxy=-0.5869), quando a altura da planta cresce, O
comprimento do peciolo diminui. As duas primeiras componentes demonstram 84,78% da

variago total. Durante o estudo, percebeu-se que os autovetores de maior peso foram: LFo
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(C1), CPe (C2), CF (C3) e LFO (C4), e nas componentes 2 € 4. Esses valores contribuem
negativamente nas amostras analisadas.

Segundo a classificagdo observada na Tabela 7, o acesso de maior importéncia para a
C1 foi o NBB e para a C2 foi o BONAI 2, os demais podem ser descartados. Isto €, 0 acesso
NBB. foi o mais importante na Cl (€=11.549,) e o descritor ou caracter de maior
importéncia para este acesso foi o LFo: na C2 (€=11.2412) o acesso mais importante foi o

BONAL 2, cujo descritor (caréter) de maior importéncia foi o CPe.

Tabela 7. Escores de quatro caracteres morfologicos avaliados em 10 acessos de jaborandi conservados no
BAG da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, a partir da analise de componentes principais com base

nas distancias Euclidianas médias padronizadas.

Acessos Comprimento do Largura da Comprimento Altura da
peciolo folha foliar planta
MERCK 9,555 7,040 -1,349 -11,807
BONAL 4 10,496 8,269 -2,399 -11,605
BONAL 3 9,808 10,825 -2,469 -11,829
BONAL 2 8,021 11,241 -1,465 -11,512
BONAL 1 8.592 9,305 -1,341 -12,828
NBB 11,549 10,178 -0,101 -11,718
MAISA 8,376 9,816 -1,335 -12,119
ACAILANDIA 7,622 9,207 -1,030 -11,579
BRA 167 7.899 9,285 -1,344 -11,625
SERRA SUL 7,612 8,301 -1,106 -11,581

A analise de componentes principais permitiu identificar os caracteres redundantes,
ou seja, que pouco influenciaram na discriminagdo dos acessos. Para tanto, foram
consideradas as correlagdes entre 0s mesmos, assim como a importancia agronomica destes
descritores para o programa de melhoramento. O descarte de descritores redundantes
permite a otimizag@o do conjunto original, significando redugao de custos operacionais, de

mao-de-obra e de tempo dispendidos na avaliagdo dos acessos (DIAS et al. 1997).
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3.2 Caracterizacio morfoanatomica
3.2.1 Padrio de venag@o de Pilocarpus microphyllus

Foliolos adultos dos acessos de jaborandi, em posigdo ventral mostraram-se
levemente curvos para a esquerda, caracterizando aspecto levogiro, podendo apresentar
tamanhos distintos em um mesmo ramo; a rede de nervura foi diagnosticada como laxa, e as
ramificagdes chegaram a alcangar até a terceira grandeza. Além disso, a lamina foliolar
possui nervura primaria {inica, proeminente que se adelga em direc¢dio ao apice. Das nervuras
primarias partem de 6 a 8 pares de nervuras secundérias, de cada lado do foliolo, que se
projetam em dire¢do a margem foliolar, sem toca-la caracterizando o padrdo pinada. A
nervura central foi proeminente na face adaxial, plana ou levemente proeminente na abaxial
(Figura 5 A).

Trabalhos descritos na literatura por Shobe e Lersten (1967); Mccauley e Evert
(1988); Beebe e Evert (1990); Dannenhoffer et al.(1990); Dannenhoffer e Evert (1994),
contribuiram para um melhor entendimento, no que se refere a utilizagdo de variadas
técnicas de diafanizacgo de folha, o que favorece o entendimento morfolégico das espécies.

Parkhurst e Loucks (1972) afirmaram que a hereditariedade é o fator primordial
pelo tamanho e a forma das folhas, fato demonstrado em seus estudos pela alta variagdo de
tipos que ocorrem entre diferentes espécies, que coexistem num determinado ambiente.

As nervuras secundarias curvaram-se, formando pequenos arcos anastomosados,
definindo o padrdo de venag@o broquidédromo, estando de acordo, com a classificagdo de
Handro (1964), Felipe e Alencastro (1966) e Hickey (1974).

Durante as andlises foi registrada a existéncia de outras nervuras, que S€
projetaram da primdria, mas que néo alcangam a margem, sendo classificada como pseudo-
secundarias, devido ndo formarem arcos, estando em torno, de quatro a sete nervuras, nos
lados direito e esquerdo do foliolo respectivamente (Figura 5 A).

E conveniente lembrar, que a génese foliar ocorre durante um breve periodo de
morfogénese inicial, sendo mais influenciada pela formag@o das nervuras secundéarias, uma
vez que as nervuras de menor calibre sé surgem durante a expansdo da folha (DENGLER;
KANG, 2001).

Foi observada a presenga de aréolas resultantes da fusdo das nervuras secundarias,
podendo ser consideradas como perfeitas e fechadas. Dependendo da sua localizagdo podem
ser formadas de 4 a 8 nervuras secundarias (Figura 5 A-B). Além disso, foi diagnosticada a
presenca de nervuras secundarias, que se unem a primaria, podendo haver formagdes de

arcos (Figura 5 C).
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Das nervuras secunddrias, pode ocorrer projegdes de outras nervuras de pequeno

calibre denominadas de nervuras tercidrias, que se ramificam e

subramificam,

caracterizando o tipo de venagdo chamada de alterna percorrente, ou ainda dicotémica

ramificada, cujas terminagdes no sdo livres (Figura 5 D).
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Figura 5. Padrdo de enaqﬁo de Pilocarpus microphyllus A: aspeto geral

D

padréo

broquidodrémo, nervuras priméria (Np), secundaria (Ns), terciaria (Nt) e nervura pseudo-
secundarias (Nps), B: aréolas (Ar), C: nervuras terciarias (Nt) formando arcos (Arc), D:

terminagdes dicotomicas (Td).
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3.2.2 Descri¢do anatdmica da lamina foliolar de Pilocarpus microphyllus

As secgdes transversais da lamina foliolar de jaborandi apresentaram o seguinte
arranjo estrutural: mesofilo dorsiventral sendo delimitado pelas epidermes adaxial e abaxial
uniestratificadas; células epidérmicas adaxiais do tipo poligonais recobertas por uma fina
cuticula lisa presente tanto na regido adaxial, como na abaxial; as paredes anticlinais e
periclinais da face adaxial mostraram-se retas, podendo apresentar espessamentos, as células
da face adaxial sio maiores que a da face abaxial (Figura 6 A-B). Trabalhos descritos por
Metcalfe e Chalk( 1957) afirmam que folhas dorsiventrais sdo comuns em Rutaceae.

Dengler (1994) descreve que no mesofilo, a presenga de fibras e da bainha vascular
podem indicar participagdes nos processos de condugdes, ampliando, assim, o contato entre
as células do mesofilo e do sistema vascular; a presenca de parénquima clorofiliano
palicadico, com c€lulas grandes, alongadas perpendicularmente € unidas, também
contribuem para formar barreira de prote¢ao contra a perda de agua.

Foi percebido que no mesofilo da espécie em estudo, houve a presenca de diversas
cavidades secretoras (Figura 6 B). Estudos realizados por Cutler (1978) afirmam que,
independente da diferenciagdo, o mesofilo pode ser utilizado como um critério a mais na
identificagio de espécies. O referido autor considera, também, que as variagdes ambientais
ndo alterario os arranjos celulares deste, visto que estdo rigidamente controlados pelo
genoma. Complementando, Judd et al. (2002) comentam que a distribui¢do e a forma das
células mesofilicas, assim como a presenga ou auséncia de espacos intercelulares podem ser
utilizadas como caracteristicas de diagnostico.

Sabe-se, entretanto, que a quantidade de tecido fundamental do mesofilo, a altura
do parénquima paligadico e a compactagdo do parénquima lacunoso ndo sdo uteis para fins
de diagnéstico, uma vez que sofrem influencias de fatores tais como intensidade luminosa,
disponibilidade de dgua do solo, umidade atmosférica e posigdo da folha na planta,
conforme consideram Esau (1974) e Raven (2001).

O contexto acima, descreve que as definigoes de cavidade, canal e ducto secretores
dependem da concepgdo de cada autor e/ou pesquisador, visto que ndo seguem um padrdo de
natureza anatdmica descritiva e mensurativa. Por isso, optou-se neste estudo em se utilizar a
denominag#o geral, estrutura secretora interna, uma vez que em secgao transversal, pode ser
chamadas de cavidades e, em sec¢@o longitudinal, de canais, ductos ou, ainda, de cavidades
tubulares consoante anteriormente discutido.

Entretanto, Turner et al., (1998) e Turner (1999) ressaltam que, independentemente

da origem, as cavidades e os canais sdo, muitas vezes, artefatos de uma preparagdo
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inapropriada da amostra. Os autores seguem comentando que a aparéncia lisigena das
glandulas de Citrus limon (L.) Burm. f. (Rutaceae), frequentemente citadas nos livros textos
como sendo cavidades lisigenas em virtude das caracteristicas estruturais, constitui, na
verdade, um artefato de fixagdo da amostra causado pela turgescéncia osmoética das células
glandulares quanto imersas em solugdo hipotonica. Como consequéncia, hd uma ruptura
celular levando a falsa impressdo de que a autolise segue a maturagao, por isso denominado
de processo lisigeno por alguns pesquisadores.

Para Solereder (1908) e Metcalfe e Chalk (1957), as estruturas descritas na
literatura sdo como manchas translicidas e como cavidades delimitadas por células
secretoras, contendo oleos, estando presentes também em outras espécies da familia
Rutaceae. As cavidades secretoras encontradas nas espécies estudadas s3o do tipo lisigena,
pois existe rompimento das células que compdem a estrutura para a formagao do lume.

Os dados encontrados no presente trabalho contrariam as informagoes encontradas
na literatura referente a familia e ao género. Como n@o corroboram com os dados
encontrados por Ogundipe (2002) que verificou a presenga de cavidades secretoras de oleo
de origem esquizogena, no mesofilo e foi observada nas onze espécies estudadas pelo
referido pesquisador. As cavidades secretoras sdo referidas na literatura como manchas
translicidas em folhas de rutaceas.

Em microscopia de luz, foi percebido que entre as células epidérmicas a existéncia
de tricomas constituidos analogicamente por: “pé” sendo constituido por células diminutas €
indiferenciadas, estando incrustado entre as células epidérmicas da face adaxial, além de
“pescogo” constituido por duas células, sendo a regido intermediéria responsével por fazer a
conexdo com a “cabega multicelular”, essa estrutura foi revestida por cuticula espessa.
Sendo composta por cuticula basal formada por células diminutas, cuticula mediana e
cuticula apical, que possui cOmo revestimento uma cuticula conspicua (Figura 6 C).

Além disto, foi observado em microscopia de contraste de fase, que 0s complexos
estomaticos estavam distribuidos ao acaso no limbo foliolar. E mais especificamente, na
face abaxial, caracterizando a folha como hipoestomatica e classificando o arranjo
estomatico como anomocitico; foi diagnosticado no estudo, a ocorréncia de cavidade
subestomatica (Figura 6 D).

Percebeu-se durante as analises que na regido mesofilica e mais especificamente,
no tecido lacunosofoi detectada a presenga de macroesclereideos (na regido paligadica), e de
feixes vasculares que estdo envolvidos por bainha de esclerénquima, € este revestido por

bainha parenquimatica. N&o sendo comum esse tipo de arranjo na familia Rutaceae, pois
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esse tipo de arranjo € comum na familia Bignoniaceae, o que a literatura descreve como
estruturas anomolas (Figura 6 E).

Em MEV, foi detectado a ocorréncia de tricomas tectores de aspecto alongado,
revestidos por cuticula ornamentada, além da presenga de deposigdo vasta camada de cera,
que apresentam estriagdes visiveis, estando localizadas proximas as células-guardas (Figura
7 A-B). Solereder (1908) descreve que para a familia Rutaceae, ha variados tipos de
tricomas, dentre eles destacam-se, os tricomas tectores estrelados e tricomas glandulares.
Porém, no referido estudo foram encontrados tricomas do tipo glandular e tector filiforme.

Metcalfe e Chalk (1950) classificam como tricoma estrelado qualquer tricoma néo
glandular e ramificado. Muitas vezes, os tipos fasciculados, multiradiados e dendriticos sdo
denominados indistintamente como estrelados. De acordo com Larcher (2001), a densa
cobertura de tricomas sobre a superficie da folha age como um filtro capaz de modificar a
radiagdo direta em luz difusa e aumentar a reflexdo da mesma, minimizando assim o efeito
da radiac@o intensa nos tecidos fotossintetizantes.

De acordo Wardleworth (1893). em Pilocarpus microphyllus, os tricomas sdo do
tipo estrelados. Enquanto que os estudos de Kaastra (1982) afirmam os tricomas como do
tipo tectores. Segundo Werker (2000), os tricomas tectores densamente distribuidos em
folhas podem servir como uma barreira mecédnica contra temperaturas extremas, alta
intensidade luminosa, perda excessiva de dgua, entre outros fatores.

Os tricomas glandulares s3o descritos para os Orgdos vegetativos como
predominantes em folhas, havendo poucas espécies que possuem esse tipo de tricoma em
caule (PAULA;ALVES, 1973).

Viérias interpretagdes tém sido feitas para tentar explicar a presen¢a de estomatos
em ambas as superficies foliares, embora com poucos esclarecimentos a respeito. Cutter
(2002) considera que folhas anfiestomaticas e hipoestomaticas s@o caracteristicas de plantas
que crescem em ambientes mesofiticos. Para Esau (1985), proporciona maior frequéncia
estomatica na face abaxial. Porém, Menezes (1984) estudando espécies de Velloziaceae,
demonstrou que plantas crescendo numa mesma pedra, sob as mesmas condig¢des climaticas,
podem apresentar estdmatos restritos as fendas da superficie abaxial ou em ambas as faces,
no mesmo nivel das demais células epidérmicas, o que representaria uma situagdo derivada
por estar relacionada a mecanismos fisiologicos de retengdo de d4gua mais eficientes.

Segundo Kundu e Tigerstedt (1998) a distribuigdo dos estomatos na face abaxial
pode representar prote¢do contra as condi¢des microambientais, como temperatura mais

elevada na face adaxial e o grau de umidade, que ¢ maior na face abaxial.
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Para Cutter (2002) as folhas hipoestomaticas possuem caracteristicas de plantas que
crescem em ambientes mesofiticos. Porém, na espécie em estudo, as caracteristicas das
folhas hipoestomaticas, possibilitam concordar com os trabalhos da autora supracitada. Em
relagdo a cera epicuticular, observada em Pilocarpus microphyllus.

Metcalfe e Chalk (1979) relataram que a forma da cera epicuticular constitui uma
caracteristica adicional util ao diagnéstico taxondmico, ja que a mesma permanece constante
independente de mudangas da morfologia foliar. Entretanto, para alcancar o referido
diagnostico seria necessario um estudo detalhado com outras espécies de Microphylus, o que
poderia ou ndo permitir a utilizagdo em taxonomia.

Embora os estdmatos tipicos de Rutaceae sejam do tipo paracitico, nas folhas de
Citrus limettioides foram observados estdmatos anomociticos, também relatados nas
espécies R. echinata (ARIOLI et al., 2008), Pilocarpus microphyllus Stapf (OLIVEIRA et
al., 1996), Spiranthera odoratissima A. St-Hill e Citrus sinensis, integrantes dessa familia.

Do ponto de vista fisiologico, Gates (1968) considera que uma cobertura de cera,
dentre outros fatores, confere resisténcia a difusdo do vapor d’agua do mesofilo para o
ambiente externo, atuando de forma efetiva no controle da transpiragdo exercida pela
cuticula. Para a espécie estudada, nada ha descrito mesmo em hébitos diferenciados.

Esati (1974) e Cutter (2002) afirmaram que os depdsitos de cera epicuticular
parecem nio desempenhar papel importante na redugio da transpiragéo, mas afetam o grau
de umidade da superficie. Para Rentschler (1974), densas coberturas de cera sobre os
estdbmatos diminuem drasticamente a perda de agua pelas folhas. Desta maneira, os
depositos de cera epicuticular verificados sobre as superficies da Pilocarpus microphyllus
podem estar relacionados com a resisténcia a transpiragdo e desidratag@o foliares. Com
relagdo a ornamentag@o cuticular, Metcalfe e Chalk (1979) verificaram que cuticula estriada
ocorre na maioria das espécies de ambiente xérico ou em folhas de sol e cuticula lisa nas
espécies mesofitas, hidréfitas ou em folhas de sombra.

No entanto, Vieira e Gomes (1995) ao estudarem a superficie foliar de quatro
espécies de Microphylus, encontraram cuticula lisa e estriada em folhas de sombra. Ja
Mantovani et al., (1995) observaram estriagdes na cuticula foliar de duas espécies de
Rutaceas provenientes de ambiente mesofitico. O exposto permite inferir que os fatores
ambientais podem ou no influenciar os padrdes de ornamentagdo cuticular, ‘por isso s&o
considerados por Stace (1965) de valor adicional 4 anatomia taxondmica.

Pela microscopia eletronica de varredura, verificou-se que nas amostras avaliadas

da espécie, a posi¢do da margem foi do tipo fletida ou involuta, ou seja, voltada para baixo
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(Figura 7 C). Além disso, foi notado que na regido abaxial houve a presenga de amido,
diagnosticado durante estudos microquimicos (Figuras 8 A-B).

Foi registrado em microscopia de luz, nas sec¢des transversais da nervura central,
que as células epidérmicas adaxiais mostraram-se retangulares, e maiores que as células das
abaxiais, formando um tnico estrato de células. E que a regido ventral classificada como
concava e a dorsal convexa (Figura 8 C).

Além disto, foi detectado que na face abaxial as células apresentaram aspecto
papiléide, com paredes anticlinais e periclinais externas, recobertas por uma delgada
cuticula estriada, e adjacente a ambas as epidermes foram encontradas de 1 a 4 camadas de

células colenquimaticas com espessamento anelar (Figura 8 D).



30um

20um.

Figura 6. Fotomicrografia da limina foliolar envolvendo a epiderme adaxial de Pilocarpus
microphyllus - A: microscopia de luz das epidermes uniestratificada-estriada (Euad e Euab), cuticula
lisa (CL), cavidade secretora (CS), detalhe do parénquima paligadico (PP) e parénquima lacunoso
(PL), B:detalhe da cavidade secretora com limen reduzido (LR), C: tricoma glandular (Tg) em
microscopia 6ptica com “pé”, “base” e “cabega”, D: tecido lacunoso, cavidade subestomatica (Cse)
e epiderme adaxial (Euad), E: feixe vascular (Fvc) envolto com bainha parenquimatica (Bp) e
esclerenquimatica (Be), presenca de macroesclereideo (Ma).

47



Figura 7. A: vista frontal em MEV, do tricoma unicelular tector ornamentado e recoberto por

cera (TT), B: vista frontal de estomatos poro (Po) com depésito de ceras estriadas (Ce),

camada de cera conspicua (CCC) e C: corte transversal da lamina foliolar demonstrando a

margem involuta (MI).
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Figura 8. Corte transversal da lamina foliolar de Pilocarpus microphyllus, A: MEV do

mesofilo observacio das cavidades secretoras ao longo da face abaxial, B: cavidades
secretoras com lamem reduzido (LR) e amido (Am), camada de cera conspicua (CCC), C:
visdo geral da nervura central, D: detalhe da camada uniestratificada com cuticula estriada

(CE), colénquima do tipo anelar (CA) e células parenquimaticas.(CP).
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4 CONCLUSOES

As caracteristicas morfologicas dos dez acessos de jaborandi, apresentam
conformidade a familia Rutacea. Entretanto, existem vérias especificidades morfologicas
para os caracteres qualitativos e quantitativos, além dos anatdmicos, para a espécie em
estudo, destacando-se:

Os caracteres qualitativos podem ser utilizados para diferenciacdo dos acessos,
destacando-se principalmente: forma da folha, base foliar e 4pice foliar.

Os quatro caracteres quantitativos sao de suma importancia na caracterizagdo do
germoplasma de jaborandi, devido disponibilizarem informagdes primordiais para o
melhoramento genético, e devem compor uma listagem minima de descritores espécie em
estudo, sendo complementados pelos trés caracteres qualitativos.

A divergéncia fenotipica detectada entre 0s acessos, demonstram o potencial para uso
em programas de melhoramento genético. Os métodos de agrupamento de Tocher e do
UPGMA possuem concordanica na separagao dos acessos, sendo parcialmente concordante
pelo PCA.

A utilizagio de técnicas morfoanatdmicas contribuem de maneira positiva, para a
caracteriza¢do de estruturas que compdem 0s 0rgaos vegetativos, que podem ser utilizados

como futuros caracteres de diferenciagio entre as espécies ou espécimes.
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Capitulo 3: CARACTERIZACAO, AVALIACAO MORFOLOGICA E
MORFOANATOMICA EM ACESSOS DE Ananas comosus var. erectifolius (L. B.
Smith) Coppens & F. Leal-Bromeliacea.

RESUMO
Este trabalho teve por objetivo caracterizar e avaliar utilizando os caracteres

morfoldgicos e descrever a morfoanatomia da lamina foliar, de acessos Ananas comosus var.
erectifolius. Foram selecionados ao Amazdnia acaso, dez acessos de curaua e nove plantas por
acaso, no banco de germoplasma da Embrapa Amazonia orienatal para a caracterizagdo de 16
caracteres qualitativos e avaliag@o de trés quantitativos. Os dados foram organizados em planilha
do Excel e confeccionados graficos com a porcentagem de ocorréncia para os caracteres
qualitativos e os trés quantitativos foram submetidos a analise de varidncia uni e multivariada no
programa GENES. Dos 16 caracteres qualitativos, quatro apresentaram variagdes fenotipicas: a cor
da folha apical, da epiderme e da nervura € a presenca de espinhos. Sendo que os trés primeiros
expressaram as mesmas porcentagens, ou seja, 83,3% verde claro e 16,7% roxo. Em relacdo, a
presenca foi de 80% das plantas exibiram espinhos e 20% foram inermes. Os acessos diferiram para
dois caracteres quantitativos; altura da planta e comprimento da folha. As dissimilaridades genéticas
variram de 0,296 a 2,530 entre os acessos € permitiram a formagcéo de dois grupos divergentes com
dois subgrupos e quatro grupos pelos métodos de UPGMA, Tocher e PCA, expressando
consideravel divergéncia. Em relagdo a anatomia, as amostras foram submetidas a fixag@o,
conservagdo, desidratag@o, hidratagdo e cortes para montagem de laminas para estudo de venag@o e
MEV. Sendo verificado: a presenga de calotas fibrosas localizadas na regido abaxial, depésito de
camadas de ceras conspicua em ambas as faces; ndo ha uma uniformidade de distribui¢do das
estruturas secretoras, embora ocorra & maior concentragéo na base e na epiderme abaxial das follhas
nas amostras. Os cristais sdo do tipo rafides; a cera epicuticular ocorre com maior incidéncia na
epiderme adaxial sobre as células-guarda dos estdmatos paracitico; as caracteristicas descritas
poderdo ser utilizadas como fatores de diferenciagdes taxondmicas que poderdo subsidiar a

identificagdo de diferentes tixons de Ananas.

Palavras-chaves: plantas aromaéticas, distancias Euclidianas, Amazonia, anatomia, PCA,

Tocher, agrupamentos, divergéncia.
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Chapter 3: CHARACTERISTICS AND MORPHOLOGICAL EVALUATION OF
ACCESS BLADE OF LEAF AND MORPHOANATOMY Ananas comosus var.
erectifolius (LB Smith) F. Coppens & Leal-Bromeliacea, PRESERVED IN THE

GERMPLASM BANK
ABSTRACT

This study aimed to characterize and evaluate using morphological characters and
describe morphoanatomy leaf blade, Ananas comosus var access. erectifolius. They were
selected to Amazon chance ten hits curaua nine plants by chance in the germplasm bank of
Embrapa Amazonia Orienatal for the characterization of 16 qualitative characters and evaluation
of three quantitative. Data were organized in Excel spreadsheet and graphics made with the
percentage of occurrence for the qualitative characters and three quantitative were subjected to
univariate and multivariate analysis of variance in GENES program. Of the 16 qualitative
characters, four had the phenotypic changes: the color of the apical leaf epidermis and vein. and
the presence of thorns. Since the three expressed the same percentages, that is. 83.3% and 16.7%
light green purple. Referring presence was 80% of the plants showed 20% and thomns were
unarmed. Accesses differ for two quantitative traits; plant height and leaf length. The genetic
dissimilarities variram 0.296 to 2.530 between access and allowed the formation of two different
groups with two subgroups and four groups by the methods of UPGMA. Tocher and PCA,
expressing considerable divergence. Regarding the anatomy, the samples were subjected to
fixation, preservation. dehydration, hydration and cut for mounting blades and SEM study
venation. It is checked: the presence of fibrous caps located in the abaxial region storage layers
conspicuous wax on both sides: there is a uniformity of distribution of secretory structures.
although it occurs to a higher concentration in the base and on abaxial epidermis of follhas the
samples. The crystals are the raphides type; the epicuticular wax occurs with higher incidence in
the adaxial epidermis of the guard cells of stomata paracitic; your criteria may be used as

taxonomic differentiation factors that may lead to the identification of different taxa of Ananas.

Keywords: herbs, Euclidean distances, Amazon, anatomy, PCA. Tocher, groupings
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1 INTRODUCAO

Ananas comosus var. erectifolius (L.B. Smith) Coppens & F. Leal-
Bromeliaceae, conhecida por curaud, é uma espécie vegetal pertencente a familia das
Bromeliaceas, de porte herbaceo, muito comum na Amazonia, e que apresenta duas
variedades: a roxa e a branca, cuja folha ¢é aproveitada para a produgéo de fibra no
estado do Para (ROCHA et. al., 2003; RAMALHO, 2005). A crescente demanda por
fibras do curaua por grupos empresariais a torna uma espécie estratégica, criando
perspectivas socioambientais do seu uso. O grande problema ¢ que ndo ha
suprimento suficiente de matéria-prima para atender a industria automobilistica, que
pretende substituir a fibra de vidro, pelas fibras do curaud, na fabrica¢do de pecas
como para choque, painel e friso de carros de passeio e de transporte (SILVA, 2004).
Uma das formas de viabilizar seu uso, é por meio da caracterizagéo e avaliagdo de
acessos disponiveis em banco e colegdes dessa espécie. Mas, pouco ou quase nada
tem sido feito neste sentido.

Ressalta-se também que, pouco se sabe sobre a anatomia de o¢rgdos
vegetativos de plantas micropropagadas, como sdo afetadas pelas condigdes
ambientais de cultivo ou como a anatomia de plantas transplantadas ¢ modificada
durante a aclimatiza¢io antes de serem levadas para ambientes de campo. E tdo
pouco sobre os caracteres morfoagronomicos, pelos quais essa espécie € utilizada no
campo, em sistemas agroflorestais. Frequentemente, esses tipos de plantas sdo
afetadas por excessiva presenca de fatores do meio de cultura que conduzem a
degeneragio metabolica e morfologica (KOZALI KITAYA, 1995).

A anatomia interna e a ultraestrutura das plantas regeneradas in vitro séo,
geralmente, diferentes daquelas crescidas em casa de vegetagdo ou em campo
(WETZSTEIN et al., 1981). Comparativamente as plantas desenvolvidas in vitro, em
geral, apresentam-se pouco lignificadas, com células de paredes pouco espessadas,
com abundincia de espagos intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido €
reduzida quantidade de tecidos de sustentagdo (esclerénquima e colénquima)
(DONNELLY et al., 1985), sujeitos a desordens morfolégicas e fisiologicas (ZIV,
1986).

Gavilanes (1981) relata que pesquisas de anatomia foliar podem conduzir a
solucdes para problemas relacionados com a multiplicagio, melhoramento e cultivo
dos vegetais. Plantas que eventualmente possam vir a apresentar interesses

econdmicos carecem de pesquisas dessa natureza, cOmo é o caso do curaua.
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Em vista, de sua importincia econdmica e da caréncia de informagoes
agrondmicas, a Embrapa Amazonia Oriental realizou coletas e estabeleceu um banco
de germoplasma, o BAG de curaua, instalado em Julho de 2001, em Belém-PA. Mas,
os acessos conservados nesse banco tém sido pouco estudados, especialmente, em
relagdio aos caracteres morfologicos e anatémicos.

Este trabalho tem como objetivos: caracterizar e avaliar os aspectos
morfolégicos, além de descrever a morfoanatomia da lJamina foliar em acessos de

Ananas comosus var. erectifolius.



60

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O material botanico foi coletado no Horto de Plantas Aromaticas e Medicinais
pertencentes a Embrapa Amazonia Oriental, localizado a 078°43°42” S de latitude e
08°40°862” W de longitude da sede dessa unidade, em Belém,PA. Onde se encontra o

Banco ativo de germoplasmam de curaud, BAG-curaua (Figura 9):

Figura 9. Vista geral do Banco ativo de Germoplasma de curaud (BAG) da Embrapa Amazdnia Oriental,

local de coleta de dados.

2.2 Coleta do material
Foram selecionados ao acaso dez acessos do BAG-curaua e nove plantas por acesso,
totalizando 90 plantas para a coleta de dados morfologicos e morfoanatomicos. A

identificagdo desses acessos se encontrard na Tabela 8.
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Tabela 8. Identificagdo dos dez acessos de curaua conservados no BAG da Embrapa Amazénia Oriental,

Belém. PA , e avaliados no estudo.

Acessos Codigo dos acessos Procedéncias
(n°)

1 MB Santarém, PA
2 AB Santarém, PA
3 CB Braganca, PA
4 TR Santarém, PA
5 ER Belém, PA
6 PB Santarém, PA
7 PR Santarém, PA
8 DB Santarém, PA
9 B Ponta de Pedras, PA
10 EB Braganca, PA

2.3 Caracterizacio e avaliagio morfologica

Foram avaliados 19 caracteres nas 90 plantas, sendo 16 qualitativos e 3 quantitativos.
Os caracteres qualitativos foram: cor da folha apical, cor da epiderme, cor da nervura, forma
da folha, base foliar, apice foliar, habito, tipo de folha, filotaxia, tipo de margem, venagao
foliar, consisténcia da folha, tipo de inflorescéncia, cor da flor, tipo de infrutescéncia e
presenca ou auséncia de espinho (Apéndice 2).

Os caracteres quantitativos avaliados foram: largura da folha-LFo (cm),
comprimento da folha-cfo (cm) e altura da planta-ap (cm), as mensuragoes foram realizadas
com auxilio de fitas métricas, paquimetros digitais e trenas graduados em centimetros.

Os dados obtidos foram organizados em planilha Excel, sendo os qualitativos
expressos em porcentagem € 0s quantitativo submetidos as analises uni e multivariadas no

programa estatistico GENES.
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2.3.1 Analises estatisticas

A fim de verificar a existéncia de variabilidade genética entre os acessos para cada
carater, os dados quantitativos foram submetidos a analise de varidncia univariada, pelo
delineamento interiamente casualizado, considerando 10 tratamentos (acessos) € nove
repeti¢des (plantas por acesso) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de
5% de probabilidade, utilizando o sofiware GENE, versao 5.0.

As analises multivariadas foram feitas com base na média de cada carater por acesso.
Para eliminar problemas com escala, utilizou-se a distincia euclidiana média, calculada dos
dados padronizados.

Na analise de Componente Principal (PCA-Principal Component Analysis), os dados
foram pré-processados, além do auto escalonamento e os resultados demonstrados pelos
graficos dos escores e dos pesos, com duas componentes principais (PC) explicadas pelas
suas variancias.

Nas analises de agrupamentos foi utilizada a distancia Euclidiana média como
medida de dissimilaridade ¢ na delimita¢do dos grupos foi utilizado o método hierarquico
das médias das distancias (UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) e
também, o ndo hieraquico, o método de Tocher.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Genes

(CRUZ, 2001), sendo os dados analisados por meio do seguinte modelo estatistico:

Yij=p+titei
em que:

Yij: valor observado da parcela que recebeu o tratamento i (acesso) na repetigdo j (planta);
p: média

ti: efeito do tratamento i;

eij: erro experimental associado a parcela que recebeu o tratamento i na repetigéo.

2.4 Caracterizacio morfoanatomica
Foram coletadas dez amostras pertencentes ao BAG - curaud, em dez acessos (Tabela

8). As amostras sdo cultivadas a pleno sol e com adubag@o organica.
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O material coletado foi dividido em amostras para estudos anatdmicos, sendo
acondicionadas em recipientes contendo alcool 70% ou FAA, com a finalidade de
conservacao, fixagdo.

As folhas adultas foram seccionadas em regido apical, basal, central, margem e
intermediaria. Em seguida, foram submetidas as etapas usuais de anatomia.

2.4.1 Seccdes histologicas

Secgdes histologicas transversais e longitudinais foram realizadas nas folhas adultas,
utilizando-se de duas técnicas:

a) Preparo de liminas a fresco: realizado com auxilio de lamina de barbear, utilizando-se
a cortica como suporte. Em seguida, as secgdes foram clarificadas em solug@o aquosa
de hipoclorito de sodio comercial na dilui¢do de 1:1, até total despigmentagdo; lavadas
com &gua destilada e coradas com azul de astra, fucsina basica 1% (BRAGA, 1977), e
azul de metileno 1% (JOHANSEN, 1940). A montagem foi feita em glicerina aquosa
50% entre lamina e laminula, isolando-se os bordos da laminula com esmalte incolor
segundo Purvis et al., (1964).

b) Sec¢des com microtomo rotativo: utilizadas para folhas adultas, devido ser regido de
grande rigidez. As amostras dessas regides foram submetidas, previamente, ao
amolecimento com solugdo de etilenodiamina 10% (CARLQUIST, 1962), mantidas em
estufa a 55° C, por 24 horas. Apos este periodo, as mesmas foram lavadas quatro vezes a
cada 30 minutos em solug@o aquosa de glicerina 20%, até completa retirada do agente
amolecedor. Posteriormente, seguiram-se as etapas de desidratagdo em série etandlica
crescente, infiltracdo e inclusdo em parafina (JOHANSEN, 1940). Os blocos de
parafinas confeccionados foram desbastados na face a ser seccionada expondo o material
incluido, com posterior imersdo em solugdo de glicerina 10% por 24 horas (JEWELL,
1958). As secgdes seriadas de 20 um foram distendidas em banho-maria a 40°C, em
seguida depositadas por laminas histologicas albuminadas e acondicionadas em estufas a
55°C por 24 horas. As secgdes foram desparafinadas pela série aceto-butilica e ou
hidratadas pela série etandlica (JOHANSEN, 1940) decrescentes, posteriormente
coradas com azul de Astra, fucsina basica 1% (BRAGA, 1977) e azul de metileno a 1%
(JOHANSEN, 1940), seguindo-se a desidratag@o e pos-desidratacdo, de acordo com o

mesmo autor, sendo montadas em balsamo do Canada, entre lamina e laminula.
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2.5 Microscopia fotonica (MFo)
As laminas foram fotomicrografadas com auxilio de camera acoplada ao
microscopio de luz modelo ZEISS nos laboratérios de Botanica e de Anatomia Vegetal do

MPEG.

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os orgéos vegetativos “in natura” foram fixados em solug@o de glutaraldeido 2,5%
em tampdo fosfato 0,IM por 24h (McDOWELL; TRUMP, 1976). Posteriormente, este
material foi lavado trés vezes na mesma solug@o tampdo, desidratando-se em série etandlica
crescente € em seguida, foi substituido por CO; liquido (ponto critico) (BOZZOLA;
RUSSEL, 1991), sendo montado em suporte metalizado com ouro. As imagens foram
obtidas no Laboratério Institucional de Microscopia eletronica de Varredura do MPEG,

utilizando um microscépio eletronico LEO modelo 1450 VP.

2.7 Diafanizacio

Folhas adultas foram seccionadas nas regides basal, mediana e apical. Em seguida,
fixadas em solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) a 20% (ARNOTT, 1959). A solugdo foi
trocada diariamente até a completa clarificacdo do material e lavada em 4gua corrente para a
retirada de residuos e em seguida coradas em safranina hidro-alcodlica 5% (JOHANSEN,
1940), por 24 horas. Apds essa etapa, o material foi desidratado pela série alcodlica
crescente (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) e em uma série de solugdo alcodlica aceto-
butila 30%, 50%,70% e 100% (KRAUS; ARDUIN, 1997). As folhas adultas inteiras foram
montadas em resina sintética entre ldminas de vidro e o restante do material seccionado, foi
montado em resina sintética, entre ldmina e laminula. A analise da descri¢do da arquitetura

foliar foi realizada segundo Handro (1964), Felipe e Alencastro (1966) e Hickey (1974).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacgio e avaliacdo morfolégica

Dos dezesseis caracteres qualitativos observados apenas quatro apresentaram
variagOes fenotipicas, sendo: a cor da folha apical, da epiderme e da nervura e presenca de
espinhos (Figura 10). Os trés primeiros expressaram as mesmas porcentagens, ou seja, 83,3%
verde claro e 16,7% roxo. Em relagdo aos espinhos, a varia¢do foi de 80% das plantas com
presenga de espinhos e 20% inermes.

A morfologia da folha do curaua ¢ do tipo linear com base revoluta, tendo o apice do
tipo agudo, habito terrestre, com filotaxia espiralada, margem inteira lisa ou serrilhada, com
venagao do tipo paraleninérvia e de consisténcia coreacea. Foi percebido em suma, que essas
caracteristicas ndo sofreram variagdo em nenhum acesso, podendo serem excluidas como
possiveis descritores (caracteres), assim como também, o tipo de inflorescéncia, cor da flor e

tipo de infrutescéncia.

83,30% 83,30% 83,30%
80,00%
20,00%
16,70% 16,70% 16,70%
Verde claro Roxo Verde claro Roxo Verde claro  Roxo Presenca ou auséncia
“ Folha apical ® Epiderme ™ Nervura ® Espinhos

Figura 10. Porcentagens de ocorréncia de variagdes fenotipicas para a cor da folha apical, da epiderme da
nervura e da presenga ou ndo de espinhos em 90 plantas de Ananas comosus var. erectifolius (L.B.Smith)

conservadas no BAG curaud, da Embrapa Amazonia Oriental.

Durante as andlises foram diagnosticados que os estudos realizados por Vieira et al.
(2010) demonstraram que o carater qualitativo foi o que representou a menor variag@o entre
os acessos, destacando-se: a espinescéncia, com 55% dos acessos com espinhos, 20% dos

acessos com pouco espinho e 25% dos acessos com folhas sem espinhos.
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O carater borda do limbo foliar ndo apresentou variagdo e todos os acessos
apresentaram a forma do limbo da folha adulta reta (VIEIRA et al.,2010). O que ndo foi
observado no estudo em questéo.

Com base nos resumos das analises de variancias descritas na Tabela 9, percebeu-se que
os acessos diferiram entre si, para os caracteres: altura da planta e comprimento da folha, ao
nivel de 1% e 5% de probabilidade respectivamente, sendo similares para a largura da folha. Os
coeficientes ndo variam abruptamente apresentando de 44,18% a 46,53%. Foi diagnosticado
durante o estudo, que o carater que apresentou maior grau de variagdo foi a largura da folha
46,53, seguido do comprimento da folha com 44,42 e altura da planta com 44,18. Em média, os
acessos apresentaram 65,1 cm de altura da planta, 62,1 cm para o comprimento da folha € 4,0 cm

para largura da folha.

Tabela 9. Resumo das analises de varidncias obtidas para os caracteres quantitativos altura da planta,
comprimento e largura da folha de dez acessos de curaua conservados no BAG da Embrapa Amazonia Oriental,

Belém, PA.

Caracteres Quadrados Médios Média CvV
Acessos Erro (%)
Altura da planta (cm) 3559,2457" 827,7556 65,1 44,18
Comprimento da folha (cm) 1730,3654" 740,1229 62,1 44,42
Largura da folha (cm) 3,6802™ 3,5222 4,0 46,53

Pela comparagdo das médias notou-se basicamente a formacd@o de dois grupos, quase
similares para os caracteres AP e CFo, que diferiram apenas na classificagdo do acesso PR,

procedente de Santarém (Tabela 10).

Tabela 10. Grupos formados pela comparagio de médias dos 10 acessos de curaua conservados no BAG

da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, com base no teste de Scott e Knott.

Acessos AP (cm) CFo (cm) LFo (cm)
TR 90,1a 833a 39a
EB 854a 74,0 a 4,0a
ER 84.6a 66,1 a 5,0a
DB 84,4 a 673 a 4,1a
PB 63,8 b 52,3b 4,1a
PR 62,6 b 75,4 a 42a
CB 53,7b 45,0 b 46a
MB 46,9 b 433 b 32a
TB 43,4 b 55,0b 44 a

AB 36,3b 50,6 b 2,8a
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As estimativas das dissimilaridades entre os 10 acessos constam na Tabela 11, que
possibilitou verificar que a maior distancia, ocorreu entre os genotipos dos acessos AB e ER (d=
2,529) e a menor entre os gendtipos dos acessos DB e EB (d=0,296). Isto indica que as plantas
de curaud, com genotipos mais semelhantes sdo as existentes nos acessos DB e EB, devido a sua

homogeneidade .

Tabela 11.Estimativas das dissimilaridades entre os 10 acessos de curaua conservados no BAG da
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, expressas pelas distdncias Euclidianas médias padronizadas

obtidas com base de trés caracteres quantitativos.

Acessos MB AB CB TR ER PB PR DB B EB
MB 0

AB 0,585 0

CB 1,228 1,700 0

TR 2,171 2,303 2,008 0

ER 2,163 2,53 1,317 1,243 0

PB 1,013 1,443 0,587 1,513 1,157 0

PR 1,676 1,829 1,330 0,914 1,027 0,968 0

DB 1,683 1970 1,351 0,714 0,805 0,866 0,726 0

TB 1,208 1,525 0,522 1,864 1,377 0,671 1,035 1,330 0

EB 1,838 2,049 1,602 0,423 0961 1,104 0,696 0,296 1,507 0

Por outro lado, as medidas de dissimilaridade atendem a determinados objetivos dos
melhoristas por propiciarem informagdes acerca do grau de semelhanga ou de diferenca entre
duas ou mais subamostras (VASCONCELOS et al., 2007), o que ¢ importante para a escolha de
genitores, pois novas combinagdes hibridas a serem estabelecidas devem ser baseadas na
magnitude de suas dissimilaridade e no potencial per se (caracteristicas agronomicas desejaveis)
dos genitores (BENIN et al., 2002), informando também sobre o grau de semelhangas e
diferengas apresentados entre quaisquer dois genotipos (CRUZ; CARNEIRO, 2003).

Sudré et al. (2006) caracterizaram a coleta de dados multicategéricos como sendo pratica,
econdmica e com uma demanda menor de tempo, comparada a dados quantitativos e
moleculares. Contudo, fazem uma ressalva de que cada um tem sua importéncia singular, sendo
preferivel que uma colegdo de germoplasma seja amplamente estudada para que possa dar maior
suporte aos programas de melhoramento.

Dias et al., (1997) relatam que através da dispersdo grafica, obtida com ACP, recupera-se as
informagdes de individuos que sdo perdidas.

No dendrograma gerado pelo método UPGMA, foi percebido a formacdo de dois grupos

divergentes sendo um com dois subgrupos (Figura 11). O grupo Ia foi constituido por trés
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acessos: CB, TB e PB de diferentes procedéncias, enquanto o grupo Ib por dois acessos do

mesmo local ( Santarém). Os demais acessos formaram o grupo III.

TR B

MEB Ib

¢ 10 n 0 4 5 60 0 & 90 100
0 A8 32 A 8 M 8 143 18 145 182

Figura 11.Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das distdncias euclidianas médias
padronizadas, obtidas de trés caracteres quantitativos avaliados nos 10 acessos de curaud conservados

no BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA.

Pelo método de Tocher foram formados quatro grupos distintos (Tabela 12). O grupo 1
contendo quatro acessos, sendo trés deles de Santarém, o grupo 2 por trés acessos de diferentes
localidades; o grupo 3 por dois acessos da mesma localidade (Santarém); e o grupo 4 por um acesso

coletado em Belém.

Tabela 12. Grupos formados pelo método de Tocher entre os 10 acessos de curaud conservados no BAG da
Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, com base nas distdncias Euclidianas médias obtidas por trés caracteres

quantitativos.

Grupos | Acessos/grupo
1 DB EB TR PR
2 CB TB PB
3 MB AB
4 ER

Em geral, os agrupamentos formados pelos métodos UPGMA e Tocher apresentam alguma
semelhanga sugerindo pouca relagdo com o local de ocorréncia. Siqueira et al., (1993) sugerem
que a baixa diversidade entre populagdes de locais distintos pode ser devido a sua origem a partir
de uma populagdo local comum. No método de Tocher, um individuo ainda ndo agrupado, s6 ¢
incluido num grupo, se sua distdncia média em rela¢do a esse grupo ndo ultrapassar determinado
valor preestabelecido (CRUZ; CARNEIRO, 2003).
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Durante as analises foram utilizadas a ACP (Y’= ¢ *CF + e*AP + e;*LFo) que
identificou a importancia de duas componentes, sendo que as duas primeiras explicam 93,8% da
variagdo total. Na 1* componente (A=67.7%) o autovetor (e;) de maior importancia (peso) foi o
correspondente a variavel LFo (ei= - 0,6462) e na 2* componente (A=26.15%) foi o CF (ei= -
0.7356), ambos em contribuigdo negativa a componente. A componente 3 foi irrelevante.

Nos estudos de pré-melhoramento vegetal, as etapas de caracterizagdo e avaliagdo
contribuem para identificar a variabilidade genética de acessos oriundos de bancos de
germoplasma ou de amostras de populagdes naturais e para identificacdo de gendtipos
promissores para futuras agdes de melhoramento. Todos os descritores, sejam eles quantitativos
ou qualitativos, contribuem para a determinagdo desta divergéncia, em maior ou menor
propor¢do (MOURA, 2003).

A contribuigdo relativa dos trés caracteres quantitativos para a divergéncia consta na
Tabela 13. O carater que mais contribui foi a altura (67.24%), seguido pelo comprimento da
folha (32.69%), sendo as plantas dos acessos AB (2) e EB (5), as divergentes.Tais resultados

sugerem a variavel AP, como o melhor carater para esta divergéncia genotipica (AB e EB).

Tabela 13. Contribuigéo relativa de trés caracteres quantitativos para a divergéncia entre os 10 acessos de

curaua conservados no BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA.

Contribui¢do
Caracteres (%)
Altura da planta (cm) 67,24
Comprimento da folha (cm) 32,69
Largura da folha (cm) 0,07

Os estudos de Vieira et al., (2010) demonstraram que a largura da folha (folha mais
ativa fisiologicamente) foi a variavel que apresentou maior coeficiente de variagdo. A avaliacdo
deste aspecto € importante, devido a sua utilizacdo nas praticas culturais de abacaxi, por estar
diretamente correlacionado ao periodo de indugéo floral.

Sobir & Hajrial (2009) avaliando a diversidade genética de abacaxi por marcadores
morfologicos, observou que a maior variabilidade considerada como significativa, foi encontrada
no carater espinho.

No caso, da dispersdo grafica (Figura 12), as distancias genéticas geradas pela ACP,
confirmaram a formagdo de quatro grupos distintos, de constituigdes iguais aos formados pelo

método de Tocher.
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Figura 12. Dispersdo gréafica dos 10 acessos de curaud conservados no BAG da Embrapa

Amazoénia Oriental, Belém, PA, a partir da andlise de componentes principais com base nas

distancias Euclidianas médias padronizadas, obtidas de trés caracteres quantitativos.

Durante o estudo foi percebido que a utilizagdo da técnica de componentes
principais, permite maior importancia na componente e na identificagdo dos acessos, com as
caracteristicas mais divergentes, proporcionado a no¢do da variabilidade genética presente
nos acessos estudados. Os gendtipos mais discrepantes para as caracteristicas estudadas s@o
os de maior interesse em programas de intercruzamentos (AMARAL JUNIOR; THIEBAUT,
1999). Porém, nado é suficiente que os gendtipos de interesse sejam distantes geneticamente,
eles precisam apresentar boas médias para as caracteristicas de interesse.

Os acessos que apresentaram maior dispersdo dos escores podem ser utilizados em
programas de melhoramento, em futuras hibrida¢des, na tentativa de obten¢do de materiais
superiores.

Verificou-se que a variagdo acumulada distribuiu-se entre os dois ou trés primeiros
componentes, ou seja, retendo o maximo de variagdo nos componentes iniciais, semelhantes

ao que vem sendo observado em diversos trabalhos (Tabela 14).
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Tabela 14. Escores de trés caracteres morfologicos avaliados em 10 acessos de curaué conservados no
BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, a partir da anélise de componentes principais com

base nas distancias Euclidianas médias padronizadas, obtidas por trés caracteres quantitativos.

Acessos comprimento da folha largura da folha altura da planta
MB 5,674 2,606 -1,308
AB 5,341 1,850 -1,896
CB 6,892 4,331 -1,561
TR 9,329 1,860 -1,786
ER 9,148 3,991 -1,542
PB 7,241 3,393 -1,385
PR 8,296 2.792 -2,543
DB 8,587 2,733 -1,320
TB 6,912 3,920 -2,367
EB 8.839 2,355 -1,559

As maiores correlagdes ocorreram entre a altura da planta e o comprimento foliar
(ryy= 0,7876). Logo, quando a altura da planta cresce o comprimento da folha aumenta.
Percebeu-se que as duas primeiras componentes explicaram 93.87% da variagédo total. E que
os autovetores de maior importancia foram: LFo (C1 e C2) e AP (C3), sendo na componente
1, o autovetor contribui negativamente com a componente.

Identificou-se durante o estudo, que o gendtipo de maior importancia esta
relacionado a C1 é o TR, paraa C2 é o CB e para a C3 € o TB. Isto ¢, o gendtipo TR € o
mais importante na C1 (€=9.3292) e o descritor de maior peso para este genotipo € o LFo;
na C2 (€=4.3314) o gendtipo mais importante ¢ o CB cujo descritor de maior peso também &
o LFo. A componente 3 (C3), embora seja desprezivel, tem como seu descritor a altura da
planta.

Designou-se a partir disto, que os acessos que apresentaram maior dispersdo dos
escores, podem ser utilizados em programas de melhoramento, em futuras hibridag¢des, na
tentativa de obteng@o de materiais superiores.

Dias et al. (1994), observando alguns trabalhos dessa natureza, atribuiram a

dispersdo da variag@o, em varios ou poucos componentes, ao tipo de descritor utilizado.
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3.2 Caracterizacio morfoanatomica
3.2.1 Padrao de venag@o de Ananas comosus var. erectifolius

Folhas adultas de curaua em posi¢do ventral sdo levemente curvas para a esquerda,
caracterizando aspecto levogiro (Figura. 13 A); além disso, foi percebido que a margem
foliar apresentavam aspectos serrilhados e ou lisos (Figura 13 A).

No que se refere a arquitetura foliar, para a familia Bromeliaceae, assemelharam-se aos
relatos de Souza (2003) e de Reitz (1983). Além dos resultados de Voltolini (2007) que
afirmou que dependendo do ambiente, as caracteristicas podem manter-se ou diferenciar-se,
em relagd@o aos caracteres presenga ou auséncia de espinhos e serrilhamento nas bordas.

Roth (1984) e Turner (2001) afirmam que a margem lisa das folhas estd relacionada
com o tipo de venagdo, sendo que essas caracteristicas podem contribuir para implicar na
ndo formacdo de tecidos fundamentais.

Trabalhos descritos por Handro (1964), Felipe e Alencastro (1966), Hickey (1974),
Hickey ( 1979) e Souza (2003) afirmam que a ldmina foliar de formato estreito e alongado,
com dapice dgudo ou acuminado, margens lisas ou podendo também, ser levemente
serrilhadas e de base truncada, sdo aspectos morfolégicos, de grande importancia para o
processo de venagdo foliar. Porém, segundo Parhurst e Loucks (1972), as folhas estreitas
parecem ser mais eficientes em condigdes mais secas, mais quentes e de maior insolagéo.
Uma redugdo na largura da folha pode estar relacionada a um aumento na temperatura
(EZCURRA et al., 1997). Ressalta-se, ainda, que um decréscimo no tamanho foliar, além de
afetar propriedades mecénicas, atua também acelerando a perda de calor e reduzindo as
trocas gasosas (ROTH-NEBELSICK et al., 2001).

Estudos descrevem que a espessa cuticula presente em curaud, poderia atuar como
elemento estabilizante da folha (BAKER, 1974), ja que as nervuras das folhas das
monocotiledoneas, comumente, ndo apresentam lignina associada ao xilema (ESAU, 1974).
A esse efeito estabilizante da cuticula soma-se, provavelmente, o elevado contetido de dgua
das folhas, atuando mecanicamente através do turgor, e uma estabilidade adicional na regido
da margem pela presen¢a da nervura coletora.

Em relagdo, a ocorréncia do apice agudo ou acuminado esta relacionado com as folhas
de plantas que habitam o sub-bosque, onde ha um elevado grau de umidade (ROTH, 1984;
TURNER, 2001). O épice do tipo agudo tem a fung@o de drenar a agua da superficie foliar
acelerando a secagem da folha e consequentemente, evitando o estabelecimento de

organismos epifilos que poderiam se estabelecer na superficie e interferir nos diferentes
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processos como a fotossintese e respiracdo (DEAN; SMITH, 1978; PYYKKO, 1979;
ROTH, 1984; JORDAN, 1985; TURNER, 2001).

Estudos realizados por Taiz e Zeiger (2004), demonstram que varia¢do de tonalidade de
coloragdo varia de verde a roxo, baseado em estudos fisiolégicos, e isso, pode ocorrer
devido a alta ou baixa concentragdo de clorofila e seus derivados. Além da exposigdo
excessiva de luz, pode danificar o sistema fotossintético, levando a fotoinibigéo.

Durante o processo descrito das amostras dos acessos de curaud, foi registrado que a
rede de nervuras foi do tipo densa, ndo apresentando nenhum tipo de ramificagdo. Além
disso, a lamina foliar possui nervura primaria unica, proeminente que adelga-se em direg@o
ao apice acuminado. Foi diagnosticado duas ou mais nervuras que se originam na base do
limbo e seguem paralelas até a regido apical, onde se convergem caracterizando o padrdo de

venagdo em paralelodroma (Figura 13 B).
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Figura 13. Padrdo de venaz;ﬁd de Ananascomosus var. eré.ctl_‘fo_iiu; (LBSmlth) Coppens & F. Leal (Curaua).

A: aspecto geral da inflorescéncia (Al), folha com apice acuminado (FAC) e de aspecto levogiro (FAL), B:

aspecto geral padréo paralelédroma rede de nervuras densas, a partir das nervuras priméria (Np).
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3.2.2 Descri¢do anatdmica da ldmina foliar de Ananas comosus var. erectifolius

Seccdes transversais da lamina foliar de curaud em microscopia de luz e em MEV,
apresentaram o seguinte arranjo estrutural: o mesofilo do tipo heterogéneo diferenciado em
parénquimas paligadico e lacunoso, portanto, dorsiventral, sendo delimitado pelas epidermes
adaxial e abaxial, com apenas uma unica camada de células epidérmicas; as células
epidérmicas em ambas as faces sdo do tipo poligonais e estdo recobertas por cuticula
conspicua e estriada; além disso, foi registrado que ao longo do mesofilo a presenca de
feixes vasculares fibrosos revestidos por bainha parenquimética, caracteristica ndo muito
comum das monocotiledoneas (Figura 14 A).

De acordo com Milaneze-Gutierre et al., (2003), independentemente da
diferenciacdo, o mesofilo pode ser utilizado como um critério a mais na identificacdo de
espécies.

As paredes anticlinais e periclinais da face adaxial mostraram-se retas e geralmente,
com espessamentos evidentes; € no que se refere, as da face adaxial, as mesmas foram
menores do que as da face abaxial. Além disso, foi diagnosticado que as células da face
adaxial foram continuas, enquanto que nas abaxiais ocorreram proje¢des (Figura 14 B).

Trabalhos realizados Withner (1974) e Santiago (2001) demonstraram que o padrdo
de espessamento de parede das células epidérmicas é determinado pelo grau de exposi¢do ao
sol, e sdo consideradas caracteristicas de plantas de ambientes ensolarados.

Em MEV, foi identificado que os feixes de fibras estdo localizados em maior
contigéncia, ao longo de todo mesofilo e mais especificamente na regido abaxial. (Figura
14 C). Além disto, foi detectada a presenga de cristais poliméficos, denominados
monoprismaticos que estdo localizados no interior das células parenquiméticas, sem
contetdo aparente (Figura 15 A). Tomlinson (1969) ressalta que cada célula epidérmica, em
Bromeliaceae, frequentemente apresentam cristais filifomes. Porém, estudos realizados por
Metcalfe (1960) citaram que na familia Bromeliaceae, além dos tipos encontrados nas
amostras em estudo, podem ocorrer cristais em pequenos grios cristalinos de varias formas.
O que néo foi observado na espécie em estudo.

Entre as monocotileddneas, o tipo de corpo cristalino mais frequente € o esférico,
com a superficie semelhante a drusas, rugosa ou espinhosa, geralmente um por célula
(PRYCHID et al., 2004). Os corpos cristalinos podem ser altamente refrativos (KRAUSS
1949 a). Cristais sob as mais diversas formas sdo comuns no reino vegetal e representam um

carater marcante em diversas familias. Milanez (1932) estabeleceu uma correlagido entre a



75

presenca desses cristais e o espessamento das paredes celulares e sugeriu que os cristais
sejam responsaveis pela formagdo de esclereideos em algumas familias de monotileddneas.

Segundo Paiva (2003), € provavel que os mesmos estejam envolvidos na inativa¢éo
do 4cido oxalico t6xico, na prote¢do da planta contra ao ataque de herbivoros e no equilibrio
dos niveis de calcio no citosol. De um modo geral, os cristais sdo uteis como suporte
estrutural, na protegdo contra herbivoros e na manutengdo do balango idnico, pelo
armazenamento de oxalato e calcio nos idioblastos (FRANCESCHI; HORNER JR. 1980).

Para Metcalfe (1960), é comum nas Bromeliaceae a presenca de feixes vasculares do
tipo colateral nas folhas. Enquanto que para Oliveira e Garcia (1993), uma caracteristica
relevante na diagnose da droga vegetal ¢ a calota de fibras localizadas sobre os feixes
vasculares. Em contrapartida, em muitas monocotiledoneas, os feixes vasculares sdo total ou
parcialmente circundados por uma bainha morfologicamente distinta formada por uma ou
mais camadas de células. Nas monocotiledoneas, os feixes de maior porte localizam-se na
nervura central e os de pequeno porte estdo imersos no mesofilo (ESAU, 1974 ; CUTTER,
1986). Para Cronquist (1981), na familia Bromeliaceae pode haver a ocorréncia de fibras
que sdo ou ndo lignificadas, isoladas ou em grupos.

Durante as andlises foi percebido em microscopia de contraste de fase, que os
complexos estoméaticos encontraram-se distribuidos ao longo do limbo foliar, € mais
especificamente na face abaxial, caracterizando a folha de curaud como hipoestomatica e o
arranjo estomatico sendo classificado como paracitico (Figura 15 B).

Além disto, durante o estudo de microscopia eletronica de varredura, verificou-se a
presenca de dep6sito intenso de ceras sobre as células subsidiérias, e que as células guardas
estavam bastante compactadas, possibilitando a abertura minima do péro estomatico (Figura
15 C). Estudos realizados por Leite e Scatena (2001) consideraram que folhas
anfiestométicas e hipoestomaticas s3o caracteristicas de plantas que crescem em ambientes
mesofiticos, o que acontece com as amostras em estudo.

Barboza et al. (2006) afirmam que as folhas de Ananas comosus (L.) Merr. s@o
hipoestomaticas, independentemente do ambiente do cultivo, 0 que os autores atribuiram a
uma caracteristica inerente ao genotipo. Esau (1959), refere que nas folhas paralelinérvias,
como nas monocotileddneas e coniferas, os estdmatos dispdem-se em fileiras paralelas.

Tomlinson (1969) ressalta que os estdmatos em Bromeliaceae, estdo frequentemente
restritos a sulcos epidérmicos e estudos relatam que em Ananas comosus, outra espécie de

Bromeliaceae os estomatos sdo constituidos por quatro células subsididrias, duas laterais e
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duas polares, sdo descritos por Krauss (1949a) ao analisar a ontogénese da espécie
supracitada.

Jones (1996) refere que a frequéncia e o tamanho dos estomatos variam com a
posic@o da folha e as condigdes de crescimento e que em uma mesma espécie pode ocorrer
um componente genético de variagdo, entre cultivares ou ecotipos.

Em relagdio a cera epicuticular observada, Metcalfe e Chalk (1979) relataram que a
forma da cera epicuticular constitui uma caracteristica adicional util, ao diagnostico
taxondmico, j4 que a mesma permanece constante e independente de mudancas da
morfologia foliar.

De acordo com Fahn e Cutler (1992) folhas hipoestomaticas sdo mais comuns em
plantas de regides umidas do que secas. O fato da maioria das espécies apresentarem
estomatos apenas na face abaxial estd mais ligado a possiveis relagdes filogenéticas de
Bromeliaceae do que a problemas ecologicos. Para Pyykkd (1966), as ondulagbes e
sinuosidades das paredes das células epidérmicas estdo relacionados a ambientes imidos, e
de acordo com Haberlandt (1914) e Krauss (1948), as sinuosidades representam adapta¢des
mecanicas, evitando o colapso das células durante os movimentos de expansao e contragdo
da folha pela entrada e saida de 4gua.

Barros (1998) assinala que a configuragdo, o tamanho e a distribui¢do dos
dep6sitos de ceras podem ser de interesse taxondmico. Baker (1982), por sua vez, refere que
esses aspectos, apesar de controlados geneticamente, podem ser modificados de acordo com
as condigdes ambientais. Antes de inferir qualquer utilizagdo taxondmica dos padrdes de
cera visualizados no material em estudo, faz-se necessario observar um maior niimero de

amostras.
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Figura 14. Fotomicrografia do corte transversal da lamina foliar de Ananas comosus var.

erectifolius - A: mesofilo heterogéneo (dorsiventral alterado por compostos quimicos durante a
fixacdio), cuticula estriada (Cte), feixes vasculares feixes vasculares (FV) e fibrosos (FF)
revestidos por bainha parenquimatica (BP), B: células epidérmicas uniestratificadas (CEPUN),
cuticula conspicua (CC) e das paredes anticlinais e periclinais, C: MEV tecido paligadico (TP)

e dos feixes de fibras (FF).



Figura 15. A: MEV, células parenquimdticas contendo cristais polimérficos do tipo
monoprismaticos (MP), B: microscopia de contraste de fase referente a visdo frontal da
epiderme abaxial (ea), detalhe dos estdmatos paracitico, C: péro estomatico (Po) e deposito

de cera (Ce) sobre as células companheiras.
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4 CONCLUSOES

Os caracteres coloragdo da folha apical, cor da nervura, cor da epiderme e
auséncia ou presen¢a de espinhos apresentaram variagdes e podem ser usados na
discriminag@o em acessos de curaua;

Os caracteres altura da planta e comprimento da folha diferenciam os acessos de
curaua e sdo os principais responsaveis pela divergéncia entre eles, agrupndo-os em até
quatro grupos distintos;

A morfoanatomia € considerada para o estudo como microferramenta, que

possibilita a descricdo eficaz para diferenciagdes de amostras por caracteres.
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Capitulo 4 : CARACTERIZACAO, AVALIACAO MORFOLOGICA E
MORFOANATOMICA EM ACESSOS DE Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes-

Rubiaceae.

RESUMO

Objetivou-se caracterizar e avaliar os aspectos morfologicos, e descrever a
morfoanatomia em acessos de Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes (Rubiaceae), foram
selecionados ao acaso dez acessos € pos acaso, totalizando 90 plantas no banco Ativo de
Germoplasma de Ipeca da Embrapa Amazonia Oriental. Os 27 caracteres qualitativos foram
organizados em planilha Excel, para obten¢do da porcentagem de ocorréncia. Os caracteres
quantitativos foram submetidos as andlises uni e multivariadas no programa GENE. Para a
caracterizacdo morfoanatdmica, as amostras retiradas dos dez acessos foram submetidas a
fixacdo, conservacdo, desidratagdo, hidratacdo e cortes para montagem de laminas, para o
estudo de venacdio e MEV. Nove caracteres qualitativos exibiram fenodtipos distintos. Os
acessos de ipeca diferiram entre si, apenas para o carater didmetro médio da raiz,separados
em dois grupos. A maior dissimilaridade ocorreu entre os acessos 834 e 714 de diferentes
locais e a menor entre os acessos 836 € 837 do mesmo local. As dissimilaridades permitiram
a formacdo de trés, dois e quatro grupos divergentes pelo método de Tocher, UPGMA e
componentes principais, respectivamente. O carater comprimento da folha apresentou a
maior contribui¢do relativa para estas divergéncias. Foi registrada a presenga de estruturas
secretoras em aspecto de rosetas filifirmas com células anexas em torno de sete células
basais. Ndo houve uniformidade de distribui¢do das estruturas secretoras, embora tinha
ocorrido alta concentragdo na base e na epiderme abaxial das folhas; os cristais foram
rafides; a cera epicuticular ocorreu em diferentes érgdos vegetativos com maior incidéncia
na epiderme abaxial sobre as células-guarda dos estomatos paracitico. Os caracteres
varidveis entre os acessos poderdo ser utilizados como fatores de diferenciagdes
taxondmicas e como subsidiar na identificagdo de diferentes taxons de ipeca.
Palavras- chaves: plantas aromaticas, distdncias Euclidianas, Amazonia, anatomia,

divergéncia, agrupamentos.



85

Chapter 4: CHARACTERISTICS AND MORPHOLOGICAL EVALUATION OF
ACCESS BLADE LEAF AND MORPHOANATOMY Psychotria ipecacuanha
(Brotero) Stokes-Rubiaceae, PRESERVED IN THE GERMPLASM BANK

ABSTRACT

This study aimed to characterize and evaluate the morphological. and describe the
morphoanatomy in access Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes (Rubiaceae). were
randomly selected ten hits and post accident, totaling 90 plants in active bank Ipecac
Germplasm Amazon Embrapa Eastern. The 27 qualitative characters were organized in
Excel spreadsheet to obtain the percentage of occurrence. Quantitative characters were
subjected to univariate and multivariate the GENE program. For morphoanatomical the
samples taken of the top ten hits were subjected to fixation, preservation. dehydration,
hydration and cut for mounting blades. for the study of venation. Nine qualitative characters
showed distinct phenotypes. The ipecac access differed only for the character average root
diameter. separated into two groups. The biggest dissimilarity occurred between accesses
834 and 714 of different locations and the lowest among the accessions 836 and 837 of the
same place. Dissimilarities allowed the formation of three, two and four different groups by
Tocher method. UPGMA and major components, respectively. The character length of the
sheet had the highest relative contribution to these differences. the presence of secretory
structures in respect of rosettes filifirmas with attached cells around seven basal cells was
recorded. There was no uniformity of distribution of secretory structures, although it had
been high concentration in the base and on abaxial epidermis of the leaves; the crystals were
raphides; the epicuticular wax occurred in different vegetative organs with the highest
incidence in the abaxial epidermis of the guard cells of stomata paracitic. The characters
ranging from the access can be used as taxonomic differentiation factors and as support in
the identification of different taxa of ipeca.

Keywords: herbs, Euclidean distances, Amazon, anatomy.
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1 INTRODUCAO

Conhecida no mercado mundial como ipeca e cientificamente como Psychotria
ipecacuanha (Brotero) Stokes (Rubiaceae), esta espécie foi a primeira planta medicinal
explorada racionalmente na floresta tropical da Costa Rica e Nicaragua (ASSIS et al., 1999).

Estudos afirmam que os principais componentes da ipeca sdo isoquinolicos
alcaloides. cefalina e emetina, que ¢ de grande importdncia para a industria farmacéutica
(COSTA et al., 2000). O uso da ipeca como droga vegetal é conhecido na Europa, desde
1762 e durante a década de 40 do século XX, se tornou uma das mais importantes, para a
industria farmacéutica, principalmente nos Estados Unidos e Europa (ATAL:; KAPUR,
1982). A emetina, além de induzir o vomito pode atuar como expectorante, possui atividade
contra o protozodrio intestinal Entamoeba histolytica, causador da amebiase (TREASE:
EVANS. 1988). Entretanto, a maioria dos estudos realizados sobre a Psychotria
ipecacuanha (Brotero) Stokes (Rubiaceae) esta direcionado aos aspectos farmacologicos, o
que deixa lacunas, principalmente, no que se refere a estudos morfologicos, anatomicos,
ecologicos e, até mesmo ecogeograficos (MAXTED et al., 2000).

A coleta de recursos genéticos foi descrita por Cristiansen et al. (1999), que
classificou a ipeca como planta medicinal e aromatica, de grande importincia para
Amazonia. O que possibilitou o despertar de muitos pesquisadores sobre varios aspectos. E
dentre eles, destacaram-se os pesquisadores da Embrapa Amazonia Oriental, que realizaram
coletas em locais de ocorréncia da espécie e instalaram o BAG de ipeca (Psychotria
ipecacuanha Stoke-Rubiaceae), em Agosto de 1988, em Belém-PA, localizado no horto de
plantas medicinais e aromaticas dessa instituigdo. Os acessos sdo oriundos de diversos
locais, sendo todos catalogados. Entretanto, tais acessos tém sido pouco caracterizados e
avaliados, nos mais diferentes niveis.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar os aspectos morfolégicos
presentes nos acessos, além de descrever a morfoanatomia da ldmina foliar da espécie
Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceae. conservados no Banco ativo de
germoplasma de ipeca da Embrapa Amazonia Oriental, visando a diferenciagdo entre os

acessos.
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2.MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo
O material botanico foi coletado no Horto de Plantas Aromaéticas e Medicinais

pertencente a Embrapa Amazdnia Oriental, localizado a 078°43°42” S de latitude e
98°40°862” W de longitude. (Figura 16).

Figura 16. Visdo geral do Banco Ativo Gﬁnoplasm da Embrapa Amazénia Orintal, BAG de

ipecalocal de coleta dos dados de Ipeca (BAG- Ipeca)

2.2 Coleta do material

No BAG da ipeca foram selecionados ao acaso dez acessos (Tabela 13) e de cada
acesso nove plantas, que estio protegidas do sol por telado sombrite e adubadas
organicamente. O material coletado foi dividido em: amostra para estudos anatémicos, as
quais foram acondicionadas em recipientes contendo alcool 70 % ou FAA, com a finalidade

de conservagdo e fixagdo e para estudos morfolégicos.

2.3 Caracterizagio e avaliacio morfologica

Foram caracterizados e avaliados 36 caracteres morfoldgicos, sendo 27 qualitativos e
9 quantitativos. Esses caracteres foram observados e mensurados em nove plantas de cada
acesso, totalizando 90 plantas.

Os caracteres qualitativos caracterizados foram: cor da folha apical, cor do peciolo,
cor externa do caule, cor externa da raiz, cor do cortex da raiz, cor da polpa da raiz, cor da
epiderme, cor da nervura, posigdo do peciolo, forma da raiz, tipo de planta, forma da folha,

base foliar, apice foliar, habito, tipo de folha, filotaxia, tipo de margem, venagdo foliar,
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consisténcia da folha, tipo de inflorescéncia, cor da flor, tipo de infrutescéncia, tipo de caule,

estipula, simetria, superficie.
Tabela 15. Identificagdo dos acessos de ipeca conservados no BAG Ipeca da

Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, e avaliados no estudo.

Acessos Codigo dos acessos Procedéncia
(n°)
1 833 Costa Marques, RO
2 834 Costa Marques, RO
3 836 Costa Marques, RO
4 837 Costa Marques, RO
5 LAB Barra do Bugres, MT
6 746 Barra do Bugres, MT
7 751 Tangara da Serra, MT
8 753 Tangara da Serra, MT
9 714 Barra do Bugres MT
10 712 Barra do Bugres, MT

Os caracteres quantitativos avaliados foram: n° de nés na haste principal, largura da
folha LFO (cm), comprimento da folha, altura da planta-AP (cm), altura da 1* ramificagéo,
comprimento do peciolo-Cpe (cm), nimero de flores por inflorescéncia, didmetro médio da
raiz (rizoma Dmr (cm)) e comprimento médio da raiz-Cmr (cm), as mensuragdes foram
realizadas com auxilio de fitas métricas, paquimetros digital e analdgico, com escalas em

centimetros.

2.3.1 Analises estatisticas

A fim de verificar a existéncia de variabilidade genética entre os acessos para cada
carater, os dados quantitativos foram submetidos a andlise de variancia univariada, pelo
delineamento interiamente casualizado, considerando 10 tratamentos (acessos) € nove
repeti¢des (plantas) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o software GENE.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Genes

(CRUZ, 2001), sendo os dados analisados por meio do seguinte modelo estatistico:
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Yij = p +ti +eij
em que:

Yij: valor observado da parcela que recebeu o tratamento 1 na repeti¢do;

p: média

ti: efeito do tratamento i;

eij: erro experimental associado a parcela que recebeu o tratamento i na repeti¢do.

As analises multivariadas foram feitas com base na média de cada carater por acesso.
Para eliminar problemas com escala, utilizou-se a distancia euclidiana média, calculada dos
dados padronizados.

Na andlise de agrupamento foi utilizada a distancia Euclidiana média como medida
de dissimilaridade e na delimitagdo dos grupos foi utilizado o método hierarquico das
médias das distdncias (UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) e ndo
hierarquico de Tocher.

Na analise de Componente Principal (PCA-Principal Component Analysis).os dados
foram pré-processados empregando-se auto escalonamento e os resultados estdo
demonstrados pelos gréaficos dos escores e dos pesos, com duas componentes principais (PC)

explicadas pelas suas variancias.

2.4 Caracterizacio morfoanatomica

As folhas adultas foram seccionadas em regido apical, basal, central, margem e
intermedidria, sendo submetidas as etapas usuais em anatomia. Além dos protocolos usuais
de laboratério como: fixagdo, conservagdo, desidratagdo, hidratacdo, cortes, montagem de

laminas a fresco e permanentes, além da metodologia de IAWA (1989).

2.4.1 Seccdes histolégicas
Secgdes histoldgicas transversais e longitudinais foram realizadas nas folhas adultas,
utilizando-se de duas técnicas:
a) Preparo de laminas a fresco: realizado com auxilio de lamina de barbear,
utilizando-se a cortica como suporte. Em seguida, as sec¢des foram clarificadas em solugéo
aquosa de hipoclorito de s6dio comercial na dilui¢do de 1:1, até a total despigmentag@o;

lavadas com agua destilada e coradas com azul de astra, fucsina basica 1% (BRAGA, 1977),
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e azul de metileno 1% (JOHANSEN, 1940). A montagem foi feita em glicerina aquosa 50%
entre 1amina e laminula, isolando-se os bordos da laminula com esmalte incolor segundo
Purvis et al., (1964).

b) Seccdes com micrétomo rotativo: utilizado para folhas adultas, submetidas,
previamente, ao amolecimento com solugdo de etilenodiamina 10% (CARLQUIST, 1962),
mantidas em estufa a 55° C por 24 horas. Apds este periodo, as mesmas foram lavadas
quatro vezes a cada 30 minutos com solugdo aquosa de glicerina 20% até a completa
retirada do agente amolecedor. Posteriormente, seguiram-se as etapas de desidratagdo em
série etandlica cresceate, infiltragdo e inclusdo em parafina (JOHANSEN, 1940). Os blocos
de parafinas confeccionados foram desbastados na face a ser seccionada expondo o material
incluido, com posterior imersdo em solu¢do de glicerina 10% por 24 horas (JEWELL,
1958). As secgdes seriadas de 20 pm foram distendidas em banho-maria a 40°C, em seguida
depositadas em ldminas histologicas albuminadas e acondicionadas em estufas a 55°C, por
24 horas. As secgdes foram desparafinadas pela série aceto-butilica e ou hidratadas pela
série etandlica (JOHANSEN, 1940) decrescentes, posteriormente coradas com azul de
Astra, fucsina basica 1% (BRAGA, 1977) e azul de metileno 1% (JOHANSEN, 1940),
seguindo-se a desidratagio e pos-desidratagdo de acordo com o mesmo autor, sendo

montadas em balsamo do canad4 entre ldamina e laminula.

2.5 Microscopia fotonica (MFo)

As laminas foram fotomicrografadas com auxilio de camera acoplada ao
microscépio de luz modelo ZEISS nos laboratorios de Botanica e de Anatomia Vegetal do
Museu Paraense Emilio Goeldi-MPEG.

2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os 6rgdos vegetativos “in natura” foram fixados em solugdo de glutaraldeido 2,5%
em tampdo fosfato 0,1M por 24h (McDOWELL; TRUMP, 1976). Posteriormente, este
material foi lavado trés vezes na mesma solugéo tamp@o, desidratando-se em série etanolica
crescente e em seguida foi substituido por CO, liquido (ponto critico) (BOZZOLA;
RUSSEL, 1991), sendo montado em suporte metalizado com ouro. As imagens foram
obtidas no Laboratério Institucional de Microscopia eletronica de Varredura do Museu

Paraense Emilio Goeldi, utilizando um microscépio eletrdnico LEO modelo 1450 VP.
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2.7 Diafanizacao

As folhas adultas foram seccionadas nas regides basal, mediana e apical. Em
seguida, fixadas em solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) a 20% (ARNOTT, 1959). A
solucdo foi trocada diariamente até a completa clarificacdo do material ¢ lavada em é4gua
corrente para a retirada de residuos. Em seguida foram coradas em safranina hidro-alcodlica
5% (JOHANSEN, 1940), por 24 horas. Apos essa etapa, o material foi desidratado em uma
série alcodlica crescente (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) e em uma série de solugdo
alcodlica aceto-butila 30%, 50%,70% e 100% (KRAUS; ARDUIN, 1997). As folhas adultas
inteiras foram montadas em resina sintética entre laminas de vidro e o restante do material
seccionado, foi montado em resina sintética, entre ldmina e laminula.

A analise da descrigdo da arquitetura foliar foi realizada segundo Handro (1964),
Felipe e Alencastro (1966) e Hickey (1974).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacio e avaliacio morfologica

Dos 27 caracteres qualitativos, apenas nove exibiram variagdes fenotipicas (Figura
17). A coloracéo da folha apical variou de verde escuro e verde claro, sendo que 55,6% das
plantas apresentaram fendtipo verde claro e 44,40% verde escuro. Percebeu-se também que
o fenotipo da cor do peciolo, foi idéntico ao fenotipo da folha apical, ou seja, variou de
verde claro e verde escuro, mas com porcentagens distintas. Outro carater com diferengas
fenotipicas foi a cor externa da raiz, cuja coloragio variou de marrom escuro (66,7%) e
marrom claro (33,3%). Para o carater cor do cortex da raiz, o fendtipo variou de marrom
escuro e marrom claro, com predominincia do marrom escuro (88,9%). Estudos
comprovam que a variagdo para o cardter est relacionada a genes polimorficos, o que
pode-se observar neste estudo em relagdio ao cardter em questdo, corroborando com as
analises de Anthony et al. (2001).

B890% g3 84.40%

66.70%  66.70% : 66.70% 66.60% 66.70%
55.60% :
44.40%
33.30% | 33.30%
£

£ 22.20%

s 16.70% 16.70%

¢ 11.10% |

# Folha apical ® Peciolo # Cor externa da raiz ® Cortex da raiz  Cor da nervura # Raiz  Forma da folha  Base foliar + Apice foliar

Figura 17. Porcentagens de ocorréncia das variagdes fenotipicas de nove caracteres qualitativos nas 90
amostras de Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceae.conservadas no BAG - ipeca da Embrapa

Amazodnia Oriental.

Em relacdo, a cor da nervura o fen6tipo variou de branco e verde claro, sendo que
16,7% das plantas, apresentaram nervura verde claro e as demais nervura branca. Foi
diagnosticado durante o estudo, que a forma da raiz variou de cilindrica torta e reta, sendo
que 84,4% apresentaram aspecto torto e 15,6% o fenétipo reto; verificou-se também, que a

forma da folha variou de eliptica, oval e oblonga, com predominéncia do fenétipo eliptico.
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No caso, dos fenotipos para a base foliar foram constatados trés: cuneado, evoluto e
arredondado; sendo que, o aspecto cuneado esteve presente em 66,6% das plantas. Além
disso, diagnosticou-se que o apice foliar variou de mucronado, acuminado e agudo com o
aspecto agudo com maior frequéncia.

Os fen6tipos observados nos nove caracteres podem ser considerados como de médio
grau de variabilidade genética, estando de acordo com os apresentados por Carvalho-Okano
(1992). A alta variabilidade para caracteres de morfologia foliar em espinheira-santa foi
identificada em matrizes de onde foram retiradas sementes para a formagé@o do banco ativo
de germoplasma da Embrapa Clima Temperado (MARIOT, 2005).

Os caracteres qualitativos apresentaram fenétipos nitidos, podendo ser considerados
como possiveis caracteres morfologicos para a espécie em estudo. Ja o caréter cor externa da
raiz, teve a cor marrom como predominante em todos os acessos. Percebeu-se também, que
a coloragdo da epiderme para todos os acessos foi verde; a posi¢do do peciolo foi do tipo
oposta, em todas as amostras dos acessos; as amostras em estudo foram classificadas como
subarbustos, de habito terrestre, folhas simples com filotaxia opostas decussadas e de
margem inteira, simetria desigual ou oblica e venagdo do tipo peninérvia.

Além disto, foi registrado que as folhas apresentaram consisténcia membranosa; as
inflorescéncias quando observadas foram do tipo terminal com flores brancas; o fruto
quando presente foi do tipo baga; notou-se também, que o caule foi do tipo ereto, ndo
havendo nenhuma variabilidade entre os acessos; as estipulas estiveram presentes,em todos
0s acessos, 0 que ¢ comum na familia em estudo.

Embora, parega redundante usar caracteristicas morfolégicas e agronémicas para
estudar a variabilidade em bancos de germoplasma, resultados eficientes foram obtidos para
discriminar os acessos, a partir desta avaliagdo primordial. Assim como, os trabalhos
realizados por Bekele et al., (2006) e Gongalves et al., (2007).

O resumo das anélises de variancia que se encontram na Tabela 16. Verificou-se que
os acessos analisados diferiam apenas para o carater didmetro médio da raiz. E os
coeficientes de variagdo (CV%), do experimento variaram de 18,20, no que se refere
comprimento médio da raiz (cm) a 77,05 comprimento da folha (cm), assim sendo, os
valores de CV% observados neste estudo foram satisfatérios, para os experimentos de

campo.
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Tabela 16. Resumo das analises de variancias obtidas para a altura da planta, comprimento, didmetro
médio da raiz, comprimento médio da raiz, em dez acessos de ipeca conservados no BAG da

Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA.

Caracteres Quadrados Médios Média CvV
Acessos Erro (%)
Altura da planta (cm) 64,3176™ 59.2534 19,26 39,96
Comprimento da folha (cm) 77,8015™ 57,9155 9,9 77,05
Didmetro médio da raiz (cm) 0,1719** 0,05829 0,3 35,03
Comprimento médio da raiz (cm) 182126 20,9263 25,05 18,26

Analisando a Tabela 17, que determina a percepg¢do de grupos formados pela
comparagdo de médias percebeu-se que o didmetro médio classificou os acessos em dois
grupos: um com dois acessos (grupo a) 753 e 746, os de maiores didmetros, sendo

precedentes do Mato Grosso e, 0 outro com oito acessos grupo (b).

Tabela 17. Grupos formados pela comparagdo de médias de quatro caracteres avaliados em 10 acessos
de Ipeca conservados no BAG da Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA, feita com base no teste de

Scott e Knott a 5 % de probabilidade.

Acessos AP (cm) CFo (cm) Dmed(cm) Cmr (cm)
714 19,48 a 16,73 a 0,15b 26,22 a
712 18,64 a 691 a 0,15b 2422 a
836 14,48 a 10,17 a 0,26 b 24,11 a
837 17,01 a 10,84 a 0,27 b 24,44 a
IAB 22,92 a 10,33 a 0,29 b 26,44 a
834 20.22 a 6,31a 0,32b 2233 a
833 22,87 a 8.83a 0,34 b 2450 a
751 17,90 a 8,36a 0,34 b 2522 a
753 17,13 a 11,62 a 0,51 a 25,77 a
746 21.37a 8,61 a 0,59 a 2722 a

Em relagfo as dissimilaridade, a maior distdncia ocorreu entre os genotipos 2 e 9 (d=
2.324) e a menor entre os genotipos 836 e 837 (d=0.502) ambos de Costa Marques. Isso
indica, que as plantas de ipeca, que apresentam os gendtipos mais semelhantes estdo
localizadas nos acessos 836 e 837, registrados na Tabela 18.

As dissimilaridades permitiram a formagdo de trés grupos utilizando o método de

Tocher (Tabela 19). O primeiro grupo foi formdo por oito acessos, enquanto que o segundo
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e o terceiro por um acesso cada, sendo os dois de Barra de Bugres,MT, fornecendo indicios

de que os acessos dessa localidade sejam mais divergentes.

Tabela 18. Estimativas das dissimilaridades genéticas entre dez acessos de ipeca conservados no BAG da
Embrapa, Amazonia Oriental, expresas pelas distancias Euclidianas médias padronizadas, com base em

quatro caracteres quantitativos.

Acessos 833 834 836 837 LAB 746 751 33 714 712
833 0

834 1,008 0

836 1,617 1,421 0

837 1,175 1,258 0,502 0

LAB 0,749 1,679 1,679 1,315 0

746 1,341 2,023 2,023 1,756 1,185 0

751 0,967 1,160 1,160 0,586 1,099 1,312 0

753 1,313 1,723 1,723 0,990 1,291 1,032 0,848 0

714 1,743 2,324 2324 1,339 1,363 2,157 1,644 1,599 0
712 1,099 0,955 0,955 0,855 1,357 1,988 0,818 1,625 1,819 0

Tabela 19 . Grupos formados pelo método de Tocher entre os 10 acessos de ipeca conservados no BAG da
Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA, com base nas distancias Euclidianas médias obtidas de quatro

caracteres quantitativos.

Grupos Acessos
1 836 837 751 712 753 833 834 LAB
2 746
3 714

Diversos trabalhos com aplicagdo do método de otimizagdo de Tocher, também
afirmam que o mesmo auxilia o melhorista na selecdo de material divergente para compor o
melhoramento por meio da gerag@o de hibridos (ARNHOLD et al., 2010; COIMBRA et al.,
2010). Corroborando a possibilidade de escolha de progenitores, em programas de
melhoramento genético, visando a obteng¢@o de gendtipos superiores em plantas perenes
Cardoso et al., (2009a). Assim no estudo em foco,pode-se sugerir que o acesso 746seja um
acesso desejavel, pois além de ter apresentado o maior didmetro médio da raiz, mostrou
considerédvel divergéncia.

Pelo método da UPGMA houve a formacdo de dois grupos divergentes, com um
exibindo dois subgrupos (Figura 18). O grupo I foi formado apenas pelo acesso 714, sendo o

mais divergente e procedente de Barra de Bugres, MT. Ja o grupo II foi constituido por dois
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subgrupos o Ila e o IIb por quatro acessos. A andlise de componentes principais permitiu

mostrar que as duas primeiras componentes explicaram 74,7% da variagdo total. Na 1°

componente (A=41.23%) o autovetor (e;) de maior importancia (peso) foi o correspondente

denominada de variavel AP (e= -0,7571) e na 2* componente (1=33.49%) foi o Dmd (ei=

0,7861). O carater AP contribuiu negativamente e as componentes 3 e 4 sdo irrelevantes.
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Figura 18. Dendograma gerado pelo método UPGMA, a partir das distdncias Euclidianas médias padronizadas,

obtidas de trés carcatres quantitativos avaliados em dez acessos de ipeca.

A ACP no que tange a contribui¢do relativa dos caracteres para a divergéncia, a maior

contribui¢do foi registrado no carater comprimento da folha com 48,45%, seguido pelo

carater altura da planta com 40,09%.Por outro lado, a menor contribui¢do ocorreu no carater

didmetro médio da raiz com menos de 0,2% (Tabela 20).

Tabela 20. Contribuiggo relativa dos trés caracteres quantitativos para a divergéncia entre os 10 acessos

de ipeca conservados no BAG da Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém, PA.

Contribui¢do
Caracteres (%)
Comprimento da folha (cm) 48,45
Altura da planta (cm) 40,09
Didmetro médio da raiz (cm) 0,11
Circunferéncia média da raiz (cm) 11,35

No caso da dispersdo grafica foi constatada a formagéo de quatro grupos distintos:

um grupo formado apenas pelo acesso 714, de Barra de Bugres, MT; outro constituido pelo

acesso 834, procedente de Costa de Marques, RO; e os outros dois contendo quatro acessos

cada, de diferentes localidades. Este resultado difere dos demais métodos na formagéo dos

grupos divergentes, porém o acesso 714 que formou um grupo isolado e foi o mais

divergente, mostrou-se coincidente em todos os métodos.
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Assim como neste trabalho, inumeros outros com diferentes espécies, tém
comprovado que a analise da divergéncia genética através de procedimentos multivariados,
sdo concordantes entre si, mas podem ser eficientes na discriminagdo de genoétipos. Ao
avaliar a divergéncia genética entre acessos de Capsicum spp., Sudré et al., (2006)
confirmaram a eficiéncia de analises multivariadas na analise da variabilidade genética entre
os diferentes acessos; Coimbra et al., (2010) realizaram a caracterizagdo e divergéncia
genética de populagdes de milho do Sudeste de Minas Gerais e Bertini et al., (2010),
estudando a divergéncia genética entre genotipos de coentro, também obtiveram sucesso ao
utilizar varidveis multicategdricas na discrimina¢do de genotipos, bem como Campos et al.,
(2010) ao quantificar a divergéncia genética entre acessos de mandioca. Estas evidéncias
experimentais comprovam que as analises multivariadas s@o eficientes para discriminar os
individuos, geneticamente, permitindo agrupa-los de tal forma que exista homogeneidade
dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. Sendo, que neste trabalho sofreram
variagoes.
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Figura 19. Dispersdo grafica de 10 acessos de ipeca conservados no BAG da Embrapa

Amazodnia Oriental, Belém, PA, a partir da andlise de componentes principais com base nas

distancias Euclidianas médias padronizadas, obtidas de quatro caracteres quantitativos.

identificou-se na Tabela 21, o cardter que apresenta maior importancia na
componente. Os estudos demonstraram que as maiores correlagdes, ocorreram entre

comprimento foliar e a altura da planta (ry,= 0.4993), quando a altura da planta cresce, o
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comprimento foliar cresce. As duas primeiras componentes explicam 74.72% da variagéo
total.

Assim como, os autovetores de maior importéncia sdo: AP para o acesso 833, Dmed
para 834, Dmed para 836 e CF para 837, e nas componentes 1 e 3 esses valores sdo negativos
mostrando a contribuigdo desses coeficientes na componente. Foi percebido que os valores

positivos aumentam os caracteres, enquanto que os negativos realizam a propor¢ao inversa.

Tabela 21. Escores de quatro caracteres morfoldgicos avaliados em 10 acessos de ipeca conservados no
BAG da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, a partir da analise de componentes principais com base

nas distancias Euclidianas médias padronizadas.

acessos altura da didmetro médio da  comprimento médio comprimento
planta raiz da raiz da folha
833 17,987 -1,279 3,961 6,621
834 16,144 -1,279 3,360 6,396
836 16,361 -3,072 1,886 7,162
837 17,027 -2,888 2,576 6,932
LAB 18,968 -2,111 4,106 7,379
746 19,929 -1,969 2,266 7,296
751 17,525 -1,989 2,453 7,484
753 18,693 -2,346 1,668 6,606
714 18,542 -4,715 3,806 6,764
712 16,352 -2,020 3,542 7,817

Segundo a classificag@o oriunda da tabela acima, o gendtipo de maior importincia para
a Cl1 é o do acesso 746 e para a C2 é o do acesso 714, os demais s@o despreziveis. Isto €, o
genotipo do acesso 746 € o mais importante na C1 (€=19.9289) e o descritor de maior peso
para este gen6tipo € o AP; na C2 (€=-4.7147) o gendtipo mais importante ¢ o do acesso 714
cujo descritor de maior peso € o Dmed.

A existéncia de correlagdo entre os caracteres possibilita a aplicagdo da andlise de
componentes principais, uma vez que aplicar tal andlise para caracteres ndo correlacionados
ndo traria beneficios as interpretagdes. A eficiéncia desta nova descrigdo dos dados através
dos componentes vai depender da porcentagem de variagdo total que cada componente

contém, quando arranjados em ordem decrescente de variancia (MANLY, 2008).
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3.2 Caracterizac¢ao morfoanatomica
3.2.1 Padrdo de venacdo de Psychorria ipecacuanha

As folhas adultas de ipeca em posi¢do ventral sdo levemente curvas para a esquerda,
caracterizando aspecto levogiro, com apice do tipo acuminado; a rede de nervuras do tipo
laxa, e as ramifica¢des chegam a alcangar a quarta grandeza (Figura 20 A). Além disso, a
lamina foliar pode apresentar diferencas de coloragdo, além de possuir nervura primaria
unica, proeminente que se adelga em dire¢do ao apice, dela partem de 6 a 8 nervuras
secunddrias de cada lado da lamina foliar, que se projetam em dire¢cdo a margem, sem tocé-
la caracterizando o padrao pinada (Figuras 20 A-B).

Estas nervuras secundarias curvam-se, formando pequenos arcos anastomosados,
definindo o padrdo de venagdo como broquidédromo (Figura 20 B), enquadrando-se na
classificacdo dos estudos de Handro (1964), Felipe e Alencastro (1966) e Hickey (1974)
estabelecida para familia Rubiaceae.

Durante o estudo foi registrado, que o tipo de venagdo foi caracterizado pela unido
das nervuras laterais, formando arcos proeminentes proximos a margem; notou-se, a
existéncia da formacdo de aréolas, que resultaram das fusdes das nervuras secundarias,
podendo serem consideradas como perfeitas e fechadas (Figura 20 B). Das nervuras
secundarias, houve proje¢do de outras nervuras de pequeno calibre, denominadas de
nervuras tercidrias, que se ramificaram e subramificaram caracterizando o tipo de venagao
denominada de alterna percorrente. Além, da presenca de nervuras do tipo quaternérias
(Figura 20 C-D). Estudos realizados por Vieira et al., (1992), afirmam que essas
caracteristicas sdo similares as caracteristicas encontradas em Psychotria nuda e Psychotria
leiocarpa.

Nos estudos em Psychotria velloziana, realizados por Cunha et al. (1997) foi
diagnosticado que a venag@o era do tipo camptddromo-broquidédromo, descaracterizando o
padrdao da familia Rubiaceae, o que ndo foi verificado na espécie em estudo. Porém, os
estudos descritos por Silva (2006) demonstraram que varias populagdes de Psychotria
ipecacuanha, presente nas florestas amazonica e atldntica apresentaram as mesmas
caracteristicas morfologicas da espécie em estudo. Assis e Giulietti (1999) relataram que
as caracteristicas morfolégicas aqui descritas distintas estdo relacionadas a variagdo da
forma das folhas que variaram de elipticas até ovais, oblongo-lanceoladas ou obovais,
enquanto que o padrdo de venagdo permaneceu condizente com o da espécie em estudo.

Foi contatado que a presenca de apice acuminado esta relacionado com as folhas de

plantas que habitam o subbosque, onde hd um elevado grau de umidade (ROTH, 1984;
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TURNER, 2001), como na floresta ombroéfila densa. Esse apice tem a funcdo de drenar a
-agua da superficie foliar acelerando a secagem da folha e consequentemente evitando o
estabelecimento de organismos epifilos (DEAN; SMITH, 1978; PYYKKO, 1979). As
caracteristicas morfologicas manifestam-se por componentes estruturais das plantas e o seu
valor aprecia-se pela sua constancia, podendo ser usadas com confianca na identifica¢do de
espécies (LAWRENCE, 1973).

Estudos realizados por Nultisch (2000) descreveram também que tais diferengas
contribuem para a multiplicidade de manifestacdes externas. De acordo com Damiso Filho
& Moro (2005), a folha tanto no seu aspecto externo, quanto anatdmico, ¢ o 6rgdo que
apresenta mais variagdo entre as espécies vegetais. Anthony et al. (2001) afirmaram que do
ponto de vista filogenético a caracteristica cor da folha jovem ou até mesmo adulta podem

ser consideradas como estéveis nas bases de alguns cultivares.
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tercidria (Nt), D: detalhe das nervuras tercidria (Nt) e quaternaria (Nq).

derivados das nervuras secundérias (Ar)
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3.2.2 Descri¢cdo morfoanatdmica da lamina foliar de Psychotria ipecacuanha

Secgdes transversais da ldmina foliar de ipeca apresentaram o seguinte arranjo
estrutural: o mesofilo do tipo dorsiventral delimitado pelas epidermes uniestratificadas em
ambas as faces; as células epidérmicas adaxiais poligonais, recobertas por uma fina cuticula
lisa, estando presente também na face abaxial. Além disso, foi diagnosticado que as paredes
anticlinais e periclinais da face adaxial sdo retas, com espessamentos evidentes; geralmente,
as células da face adaxial sdo maiores que a da face abaxial. O mesofilo possui uma camada
de parénquima paligadico composto por células do tipo justapostas e aerénquima
denominado clorofiliano. Enquanto, que o parénquima lacunoso possui de 3-5 estratos de
células (Figura 20 A). Além disto, durante a analise em microscopia de luz, foi identificado
a presenca de tricomas dos tipos tectores podendo ser: uni ou tricelulares, estando
localizados ao longo de toda epiderme em ambas as faces (Figura 21 B).

A presenga de cuticula lisa, epiderme de paredes retas e tricomas providos de
ornamenta¢des foram, também, observados em outras espécies de Rubiaceae, tal como
apresentados por Salatino et al. (1986), Nascimento et al. (1996) e Raven et al. (2007).
Barthlott (1990) ressalta que a ornamenta¢@o cuticular dificilmente € visualizada em
microscopia Optica. Haberlandt (1928) e Larcher (2000) afirmam que as caracteristicas da
membrana cuticular sdo de suma importdncia no mecanismo de prote¢do ao excesso de
luminosidade.

O arranjo do mesofilo mostrou-se tipico de mesoéfitas, encontrado em outras espécies
de Rubiaceae (VIEIRA et al., 1992, CUNHA et al., 1993; 1997, GOMES et al., 2000;
KOCSIS et al., 2004). Esse tipo de arranjo agregado com uma propor¢do de parénquima
pali¢adico significativa em maior condutividade do di6éxido de carbono, principalmente em
plantas de sombra (IVANOVA; P’YANKOV, 2002). Contribuindo com as citagdes
anteriores, que afirmam que a presenga das células que compdem o mesofilo € caracteristico
da familia Rubiaceae sendo, portanto, uma caracteristica taxondmica adicional (VIERA,
1986;1988).

A radiag@o solar excessiva no ambiente estimula o desenvolvimento do parénquima
pali¢adico, o qual pode apresentar-se com maior estratificagdo ou maior alongamento
celular, e tornar-se um atenuante da quantidade e da qualidade da luz que atingira todo o
parénquima clorofiliano (LARCHER, 2000).

Em microscopia eletronica foi percebido que os estomatos foram localizados na face
abaxial, sendo denominado de hipoestomatico e o arranjo do complexo estomatico

classificado como paracitico (Figura. 21 D). Coutinho (1962) relata que folhas
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hipoestomaticas sdo usuais em florestais tropicais, ressaltando que tal caracteristica pode
contribuir para protegdo a obliteragdo das fendas estométicas pela flora epifitica, que
constantemente recobrem a face adaxial de espécies florestais. Dickison (2000) ressalta que
estdmatos ocorrem tipicamente na face abaxial da folha quando sua face adaxial esta exposta
diretamente ao sol, desta forma, a temperatura nesta regido tende a ser significativamente
maior do que na face abaxial, levando a uma maior taxa de transpiragéo.

De acordo com Metcalfe e Chalk (1979), estas caracteristicas gerais sdo comuns ao
género e familia em estudo. Além disso, os caracteres encontrados na epiderme da ipeca sdo
comuns em Rubiacea, iniciando pelos tipos de estdmatos paracitico, que € o mais comum na
familia (KOCSIS et al., 2004).

Em MEV, foi registrada a ocorréncia das distribui¢des abundantes dos tricomas dos
tipos tectores filiformes, que apresentam células subjacentes, com aspectos de rosetas, que
estavam morfologicamente constituidos em média, por sete células (Figura 21 C). Além
disso, foram observados que células companheiras do complexo estomatico encontravam-se
recobertas por camadas conspicuas de cera (Figura 19 A).

Robbrecht (1988) afirma que os tricomas presentes apresentam pequena diversidade
estrutural, um carater de fundamentagio a familia Rubiaceae. Os estudos realizados por
Mauseth (1988) apontam a abundincia de tricomas como uma caracteristica xeromorfa
importante para bloquear o excesso de luz. O aumento na densidade de tricomas pode ser
considerado como uma resposta as condigdes mais xéricas do ambiente (FANH;
CUTLER,1992).

A forma poligonal das células epidérmicas, estruturada por paredes anticlinais retas a
levemente curvas, foi verificada em outras espécies do mesmo género, como Psychotria
nuda e Psychotria leipocarpa (VIEIRA et al., 1992), Psychotria velloziana (CUNHA;
VIEIRA, 1993; 1997), ou em espécies de outros géneros e habitats semelhantes, como
Rudgea decipens Miill. Arg e Rudgea macrophylla Benth. (MANTOVANI et al,, 1995) e
espécies de Bathysa (GOMES et al., 2000).

Estas caracteristicas refletem os caracteres da familia Rubiaceae, citadas por
Solereder (1908), Accorsi (1947) e Metcalfe e Chalk (1950).

Durante as analises das secgdes transversais da nervura central, utilizando a
microscopia de luz, foi detectado que as células epidérmicas da face adaxial foram
retangulares e maiores, que as células da face abaxial, sendo formando apenas um unico
estrato de célula em todo o conjunto. Porém, em algumas regides pode-se observar camadas

com Vvarios extratos celulares; a regido ventral foi concava e a dorsal convexa; a face abaxial
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as células tinham aspecto papildide, com paredes anticlinais e periclinais externas sendo
cobertas por uma leve cuticula e adjacente a ambas as epidermes foram encontradas em
torno, de 1 a 4 camadas de células colenquimaticas com espessamento anelar, além de
bainhas de fibras concéntricas localizadas ao redor dos feixes. (Figura 22 A). No centro da
regido em questdo ocorreram feixes vasculares do tipo anficrival (Figuras 22 B-C).

Foi diagnosticado em microscopia de luz, que nas adjacéncias da epiderme, houve a
presenga de colénquima anelar constituido por trés estratos celulares, voltados para a face
abaxial da lamina foliar; abaixo do estrato colenquimatico sendo o parénquima fundamental
formado por células arredondadas heterodimensionais ricas em cristais de varias formas e
tamanhos, tais como rafides, drusas e monocristais e cristais prismaticos.Além de conter
fibras isoladas ou em grupos, os feixes mostraram-se organizados em aspectos anficlival
(Figuras 23 A, B e C).

As rafides e drusas mostraram-se mais comumente do que as referidas no género
Psychotria. Lersten (1974) cita que a ocorréncia de rafides é tipica da subfamilia
Rubioideae, a qual pertence o género Psychotria, e que a presenga de drusas € frequente em
espécies dessa subfamilia. Entretanto, ndo foram encontrados relatos sobre a ocorréncia de
uma drusa por célula epidérmica no género Psychotria, como observado neste estudo. Na
revisdo feita por Nakata (2003), foi relatado que enquanto a formacio de feixes de rafides
tem duas fungdes provaveis, a regulagdo de célcio intracelular e a defesa da planta contra
herbivoria. Além disso, Webb (1999) discute que pouco se sabe a respeito dos mecanismos
em que as células controlam a morfologia dos cristais, sendo consenso, que estas formas
estdo sobre controle genético, sendo os tipos e padrdes suficientemente estiveis para serem
empregados com fins taxondmicos, o que corrobora a afirmacdo de Lersten (1974), sobre a

utilizagdo da distribui¢do dos cristais com tal finalidade no género Psychotria.



Figura 21. Fotomicrografia da 1amina foliar de Psychotria ipecacuanha, A: visdo geral em corte
transversal da lamina foliar do mesofilo, epiderme uniestratificada face adaxial (Euad) com
cuticula (CU), tricomas tectores filiformes (TTF) recoberto por cuticula espessa em ambas as
faces, células do tecido paligadico (TP), lacunosos (TL) e feixes de fibras (FF), B: vista frontal
do tricoma tector filiforme (TTF) recoberto por cuticula encrustado entre as células epidérmicas
adaxial, C: MEV, visdo frontal do tricoma tector filiforme, detalhes das células subjacentes em

aspecto de roseta com ceras (CER).
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C
Figura 22. Fotomicrografia da ldmina foliar de Psychotria ipecacuanha, A: visdo geral MEV do
complexo estomatico e estématos do tipo paracitico (CEP) recobertos por camada de cera (Ce), B:
visdo geral em microscopia de luz da nervura central camada multicelular na face adaxial central

(CEM), feixe vascular do tipo anficrival (FVA), C: detalhe do feixe vascular anficrival (FVA).
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Figura 23. A: visdo geral em MEV da nervura central com células uniestratificadas, distribui¢@o de
tricomas tectores filiformes em ambas as faces adaxial e abaxial, feixe vascular anficrival central
envolvido por bainha de esclerequimatica, B: visdo em MEV, das células parenquimaticas sem

contetido celular (CPa), e em outras com amido (Am), réfides (Ra), C: detalhe de rafides (Ra).
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4 CONCLUSOES

Dos caracteres qualitativos nove mostram-se uteis na diferencia¢do dos acessos,
os demais nfio possuem fendtipos distintos. O descarte desses Gltimos proporciona
reducdio no tempo. na mao-de-obra e nos custos das atividades de avaliacdo e
caracterizagdo em bancos e cole¢des de germoplasma dessa espécie.

O carater didmetro médio da raiz permite diferenciar os acessos de ipeca.enquanto
que os quatro caracteres avaliados mostram-se capaz de agrupa-los, em pelo menos dois
grupos divergentes.

O uso de ferramentas de anatomia vegetal, possibilita a descri¢do exata dos
aspectos morfoanatdmicos nos oOrgdos vegetativos dos acessos. possibilitando a

diferenciacdo dos mesmos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento de caracteres morfolégicos em nivel externo, favorece a
diferenciagdo fenotipica entre as espécies, o que possibilita a separag@o de individuos com
menor potencial de similariedade. Para os caracteres qualitativos pode-se utilizar as
diferenciagdes morfolégicas fenotipicas. Mas deve-se ter cuidados, em relagdo aos aspectos
externos, pois, as coloragdes devem ser baseadas em estudos de outras espécies com
comprovagdo cientifica, para que no haja divergéncias ao acaso e ineficacia, em relagdo aos
estudos. Ja para os caracteres quantitativos, foi diagnosticado que nos acessos das plantas de
Jaborandi as dissimilaridades encontradas sio significativas para os carater AP e CPe, para a
ipeca o carater Dmed e para o curaud, AP e CF.

A formagdo de agrupamentos em dendogramas, devido a aplicabilidade de
métodos quantitativos, possibilita a indicagdo de clados divergentes, através dos caracteres
morfolégicos. Para as plantas Jaborandi e ipeca, 3 grupos divergentes foram identificados.
Os genétipos NBB (jaborandi), 746 e 714 (ipeca) e ER (curaud) ficaram isolados em um
unico grupo, mostrando caracteristicas especificas e diferenciadas aos demais.

Caracteres morfoanatémicos da lamina foliar dos acessos ndo apresentam
diferencas morfolégicas e nem anatémicas. Porém, a utilizagdo da anatomia nos orgédos
vegetativos € uma excelente ferramenta para estudos de caracteres.

Cristas polimérficos distintos podem contribuir como caréter de diferenciagdo,

pois, observa-se a ocorréncia de polimorfia.



