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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 (.. B. Smith) Coppens & F. Leal-Bromeliacea e Psychotria
ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceae, conservados no Banco Ativo de Germoplasma de
plantas medicinais da Embrapa Amazonia 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 distdncia euclidiana média
padronizada. A morfoanatomia das trés espécies foi realizada pela da lamina foliar ¢ ou
foliolar, e a presenga de cristais polimorficos. Foi diagnosticado durante o estudo, que os
caracteres podem subsidiar a elaboragdo 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) IF. Coppens & Leal-Bromeliacea and
Psychotria ipecacuanha (Brotero) Stokes-Rubiaceae 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 Amazonia 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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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.

Dispersdo grafica de 10 acessos de jaborandi conservados no
BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA, a partir da
analise de componentes principais com base nas distancias
Euclidianas médias padronizadas, obtidas de quatro
caracteres quantitativos.

Padrdo de venagdo de Pilocarpus microphyllus A: aspecto
geral padrio broquidodromo, nervuras primaria (Np),
secundaria (Ns), tercidria (Nt) e nervura pseudo-secundarias
(Nps), B: aréolas (Ar), C: nervuras terciarias (NT) formando
arcos (Arc), D: terminagdes dicotomicas (Td).
Fotomicrografia da lamina foliolar envolvendo a epiderme
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 palicadico (PP) e parénquima
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optica com pé, base e cabeca, D: tecido lacunoso, cavidade
subestomatica (Cse) e epiderme adaxial (Euad), E: feixe
vascular (Fvc) envolto com bainha parenquimatica (Bp) e

esclerenquimatica (Be), presen¢a de macroesclereideo (Ma).
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A: vista frontal em MEV do tricoma unicelular tector
ornamentado e recoberto por cera (TT), B: vista frontal de
estdmatos e poro (Po) com depdsito de ceras estriadas (Ce),
camada de cera conspicua (CCC) e C: corte transversal da
margem involuta (MI).

Corte transversal da ladmina foliolar de Pilocarpus
microphyllus, A: MEV do mesofilo observagdo das cavidades
secretoras ao longo da face abaxial, B: cavidades secretoras
com limem 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).

Vista geral do Banco de Germoplasma Ativo (BAG) de
curaud da EMBRAPA Amazonia Oriental, local de coleta
dos dados.

Grafico dos caracteres qualitativos nas amostras de Ananas
comosus var. erectifolius (L.B.Smith).

Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das
distancias Euclidianas médias padronizadas, obtidas de trés
caracteres quantitativos avaliados em 10 acessos de curaud
conservados no BAG da Embrapa Amazénia Oriental,
Belém, PA.

Dispersao grafica de 10 acessos de curaud conservados no
BAG da Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém, PA, a partir da
analise de componentes principais com base nas distancias
Euclidianas médias padronizadas, obtidas de trés caracteres
quantitativos.

Padrdo de venacdo de Ananas comosus var. erectifolius
(L.B.Smith) Coppens & F. Leal (curaud). A: aspecto geral
da inflorescéncia (Al), folha com apice acuminado (FAC) e
de aspecto levogiro (FAL), B: aspecto geral padrdo

paralelédroma rede de nervuras densas a partir das nervuras
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primdria (Np).

Fotomicrografia do corte transversal da ldmina foliar de
Ananas comosus var. erectifolius - A: mesofilo heterogéneo
(dorsiventral alterado por compostos quimicos durante a
fixagdo), 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).

A: MEV, células parenquimaticas contendo cristais
polimoérficos 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) ¢ deposito de cera (Ce) sobre as células
companheiras.

Vista geral do Banco ativo de germoplasma de ipeca (BAG)
da Embrapa Amazoénia Oriental, local de coleta de dados.
Grafico dos caracteres qualitativos nas amostras de
Psychotria  ipecacuanha  (Brotero)  Stokes-Rubiaceae,
pertencentes aos BAGS de ipeca.

Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das
distancias Euclidianas médias padronizadas, obtidas de trés
caracteres quantitativos avaliados em 10 acessos de ipeca
conservados no BAG da Embrapa Amazonia Oriental,
Belém, PA.

Dispersdo grafica de 10 acessos de ipeca conservados no
BAG da Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA, a partir da
analise de componentes principais com base nas distancias
Euclidianas médias padronizadas, obtidas de quatro
caracteres quantitativos.

Padrdo de venagdo de Psychotria ipecacuanha A: aspecto

geral padrio broquidéodromo, nervuras primaria (Np),
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Figura 21.
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secundaria (Ns). B: aréolas (Are) e arcos (Ar) derivados das
nervuras secundarias (Ar), C: nervuras primaria (Np),
secundaria (Ns), terciaria (Nt), D: Detalhe das nervuras
terciaria (Nt) e quaternaria (Nq).

Fotomicrografia da lamina foliar de Psychotria
ipecacuanha, A: visdo geral em corte transversal da lamina
foliar do mesofilo, epiderme uniestratificada face adaxial
(Evad) com cuticula (CU), tricomas tectores filiformes
(TTF) recoberto por cuticula espessa em ambas as faces,
células do tecido pali¢adico (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).

Fotomicrografia da lamina foliar de Psychotria ipecacuanha,
A: visdo geral MEV do complexo estomdtico e estdmatos 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).

A: visdo geral em MEV da nervura central com células
uniestratificadas, distribuicdo 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), rafides (Ra), C:detalhe

e da rafides (Ra).
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ipeca conservados no BAG da Embrapa
Amazoénia Oriental, Belém, PA.

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

Contribuicdo relativa dos trés caracteres
quantitativos para a divergéncia entre os 10
acessos de ipeca conservados no BAG da

Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, PA.

93

99

99

100

100

101



Tabela 21.

Escores de quatro caracteres morfologicos
avaliados em 10 acessos de ipeca conservados no
BAG da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, PA,
a partir da andlise de componentes principais com

base nas distancias Euclidianas médias p

103
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1. CONTEXTUALIZACAO

As Inumeras 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 bioldgica,
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
produgdo de firmacos.Entre elas as espécies em foco neste trabalho.

Ressalta-se que o crescimento demografico, a fragmentagdo dos ecossistemas, a
construgdo de hidrelétricas e estradas, as queimadas e a introducdo 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 biologica ¢ uma das agdes que
possibilita a sustentabilidade dos biomas brasileiros para atender as demandas das proximas
geracoes.

O principio da conservagfo dos recursos genéticos € a manutengdo da sua viabilidade
e integridade. Fundamentalmente, existem duas estratégias complementares de conservagdo
de recursos genéticos: a in situ e a ex situ. A conservagdo in situ é realizada dentro do
ecossistema, permitindo a dindmica evolutiva. Por outro lado, a conservagdo ex situ é
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 sifu, uma
forma segura de conservar genes das grandes culturas por décadas (HOYT, 1992).

A conservagdo ex situ do germoplasma por meio de bancos e colegdes in vitro ¢
especialmente recomendada para espécies com sementes recalcitrantes e as de propagagdo
vegetativa. Também ¢ adequada para aquelas que apesar de produzirem sementes ortodoxas,
sdo propagadas tradicionalmente por via vegetativa, possibilitando a manuten¢do de
caracteristicas desejaveis, mas passiveis de desaparecer com a segregac¢do na propagagao via
semente, como espécies aromaticas e medicinais (VALOIS et al., 2001).

A falta ou insuficiéncia de informagdo sobre os acessos mantidos em bancos ou
cole¢tes de germoplasma ¢ apontada por varios especialistas como uma das causas do pouco
uso destes materiais. Os bancos e colegdes que conseguem manter seus gendtipos
caracterizados ¢ avaliados despertam maior interesse entre os pesquisadores que estudam o

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

As etapas de caracterizac¢do e avalia¢do contribuem para identificar a variabilidade
genética de acessos oriundos dos bancos de germoplasma ou de amostras de populagdes
naturais e para identificagdo de genétipos promissores para futuras agdes de melhoramento.
Todos os descritores, sejam eles quantitativos ou qualitativos, contribuem para a
determinacdo desta divergéncia, em maior ou menor propor¢do (MOURA, 2003). Assim
sendo, nos programas de melhoramento genético de plantas, o estudo da diversidade
genética proporciona informagdes fundamentais, em relagdo a caracterizagdo. conservagao e
utilizagdo dos recursos genéticos disponiveis (SILVA et al., 2014).

Uma outra vertente afirma que a caracterizagdo vegetal ¢ uma etapa fundamental no
processo de obtengdo de novos genotipos pelo melhoramento genético vegetal. Onde
descritores bem definidos, podem garantir caracteristicas hereditarias proprias da nova
variedade e podem fornecer os elementos para manuten¢do da pureza vegetal (KUSSLER;
BONETTI, 2005).

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

Levando em consideragdo 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, conservagdo, caracterizagéo,
documentacgio e uso de plantas medicinais ¢ aromaticas de ocorréncia na Amazoénia Oriental.

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

- o0 conhecimento de caracteres morfolégicos favorece a melhor diferenciagio
fenotipica entre os acessos de cada espécie, o que podera possibilitar a segregagdo de
individuos com menor potencial de similaridade; a formagdo de aglomerados na presenca de
dendogramas devido a aplicabilidade de métodos quantitativos possibilitando as indicagdes
de clados divergentes.

- a presenca de cristais polimorficos indicam o potencial apomorfico das espécies
estudadas.

Tais hipoteses nortearam os objetivos 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 Amazoénia

Oriental, visando a diferencia¢io 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 ¢ avaliar os aspectos morfologicos,

além de descrever a morfoanatomia da ldmina 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 obtengdo das porcentagens (qualitativos), e 0s
demais, submetidos as analises uni e multivariadas, no programa estatistico GENES. Para o
estudo morfoanatdémico, foram retiradas de alguns acessos, as amostras submetidas a
protocolo usual em anatomia, tais como: a fixagdo, a conservac¢do, a desidratagdo, a
hidratagdo e aos cortes para montagem de ldminas, 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 predomindncia da eliptica, com 63.3% de
ocorréncia. O caréter base foliar foi 0 mais varidvel 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 os acessos
Merck e Bonal 2 e a menor os acessos Agailandia ¢ BRA 167. O caréater largura da folha
apresentou a maior contribui¢@o relativa, para a divergéncia entre os acessos. Os acessos
formaram de 2 a quatro grupos divergentes, dependendo do método utilizado e detectou-se
durante as analises anatomicas a presenca de estruturas secretoras, em aspecto de rosetas
apresentando analogicamente: pé, cabec¢a e pescogo que exudam substincias de origem
lipofilicas de grande importancia para atividades farmacoldgicas. Ndo houve uniformidade
de distribui¢do das estruturas secretoras, embora, tenha ocorrido maior concentra¢do na base
e na epiderme abaxial dos foliolos das amostras analisadas; os cristais sd@o do tipo
polimorficos; com a deposi¢do de cera epicuticular ocorrendo em diferentes o6rgéos
vegetativos, apresentando maior incidéncia na epiderme abaxial e sobre as células-guardas,
dos estdbmatos 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 microphvlius
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 to 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 leat 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 primdrios de
glaucoma. Este alcaldide sempre foi usado pelos indios brasileiros por causar sudorese e
salivacdo (MERCK, 1989).

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

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

A caracterizagdo morfoagrondmica deve considerar caracteres botanicos de alta
herdabilidade, facil mensura¢do ¢ pouca interagdo gendtipo x ambiente. Os aspectos
morfologicos ¢ fenolégicos também devem ser observados de forma sistematica nos acessos,
por meio de descritores, que sdo caracteres utilizados para descrever um acesso. Na
avaliagdo de germoplasma, para maior confiabilidade dos dados, torna-se necessario o uso
de um modelo experimental, que obedega aos principios basicos 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 conserva¢do ¢ 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 ldmina foliolar e o grau de similariedade.

O objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar morfolégica e anatomicamente

acessos de jaborandi conservados na Amazonia 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 Amazonia Oriental. localizado na sede dessa institui¢do, em Belém,
PA, a 078°43°42" S de latitude e 98°40°862" W de longitude. Nesse local encontra-se

instalado o Banco Ativo de Germoplasma de jaborandi (Figura 1).

Figura 1. Vista geral do Banco ativo de germoplasma (BAG - jaborandi) da Embrapa Amazénia

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 e procedéncia dos acessos

estudados constam na Tabela 1.
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Tabela 1. Identificagdo dos dez acessos de jaborandi utilizados no estudo e
conservados no BAG da Embrapa Amazénia 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 Acailandia Maranhdo, MA
9 BRA 167 Brejo, MA
10 Serra Sul Maranhdo, MA

2.3 Caracterizaciios e avaliacio morfolégica

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¢do da folha sbre o caule, estipula, simetria, superficie,
diviséo do limbo (Apéndice 1).

Os caracteres quantitativos descritos foram: nimero de foliolos/folha (contados a
partir do terceiro nd, 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 ¢
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) e 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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Apos 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 variaveis, os quais foram submetidos ao programa
estatistico GENES, seguindo-se os estudos realizados por Joly (1977), Agarez et al.(1994) e
Castro (2006). Em relacdo, 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 os acessos cada carater
quantitativo foi submetido a analise de varidncia univariada, pelo delineamento interiamente
casualizado, considerando 10 tratamentos (acessos) e nove repeti¢des (plantas por acesso) e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. utilizando
o software GENE, versdo 5.0.

As andlises multivariadas foram feitas com base na média de cada carater por acesso.
Para eliminar problemas com escalas, utilizou-se a distdncia 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 obtengdo de graficos dos
escores ¢ 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) e o ndo
hierarquico de Tocher.

Todas as andlises 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+ej
em que:

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

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

2.4 Caracteriza¢io morfoanatomica

Os foliolos adultos foram seccionados em regido apical. basal, central, margem e
intermedidria. Posteriormente, foram submetidos as etapas usuais em anatomia, como:
fixagdo, conservagdo. desidratagdo, hidratagdo, cortes, montagem de ldminas a fresco, além

da metodologia de IAWA (1989).

2.4.1 Secgdes histologicas

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

a) Preparo de laminas a fresco: realizado com auxilio de lamina de barbear,
utilizando-se cortiga como suporte. Em seguida, as sec¢des foram clarificadas em solucao
aquosa de hipoclorito de sédio comercial na diluicdo de 1:1, até total despigmentagdo;
lavadas com dgua destilada e coradas com azul de astra, fucsina bésica 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 micrétomo rotativo: as amostras foram submetidas,
previamente, ao amolecimento com solug@o de etilenodiamina 10% (CARLQUIST, 1962),
mantidas em estufa a 55° C, por 24 horas. Apds este periodo, as amostras foram lavadas
quatro vezes a cada 30 minutos com solug@o 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 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 por 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) decrescente, posteriormente coradas com azul de Astra,
fucsina basica 1% (BRAGA, 1977) e azul de metileno 1% (JOHANSEN, 1940), seguindo-se
a desidratagdo ¢ pos-desidratagdo de acordo com o mesmo autor, sendo montadas em

balsamo do canada entre lamina e laminula.
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2.5 Microscopia foténica (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 (MEV)

Os o6rgdos vegetativos “in natura” foram fixados em solugfo de glutaraldeido 2.5%
em tampdo fosfato 0,IM por 24h (McDOWELL:;TRUMP, 1976). Posteriormente, este
material foi lavado trés vezes na mesma solugdo tampdo, desidratando-se em série etandlica
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 Laboratorio Institucional de Microscopia eletronica de Varredura do Museu

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

2.7 Diafanizacao

Os foliolos adultos foram seccionados nas regides basal. mediana e apical. Em
seguida, fixados em solug@o de hidréxido de sodio (NaOH) a 20% (ARNOTT, 1959). A
solugdo foi trocada diariamente até a completa clarifica¢do 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. 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).

Os foliolos adultos inteiros foram montados em resina sintética entre laminas de
vidro e o restante do material seccionado foi também montado em resina sintética, entre
ldmina e laminula. A andlise 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 Caracterizagio e avaliacdo 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 predominancia da eliptica, que ocorreu em 63.3% das plantas. O carater base foliar foi o
mais variavel, exibindo cinco tipos: arrendondada. obtusa, aguda, atenuada e cuneada, com
predominio da arredondada (82.3%). Enquanto o carater apice foliar apresentou dois tipos: o

abcordado e o retuso, onde o primeiro tipo ocorreu em 66,7% das plantas de jaborandi

avaliadas.

90,00% 82,30%
80,00% ¥
70,00% ©63.30%
60,00% S
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

66,70%

27,80%

8,90%
3,30% 3,30% 3,30%

# Forma da folha @ Base foliar Apice foliar

Figura 2. Ocorréncia de trés caracteres qualitativos observados em 90 plantas de Pilocarpus microphyllus Stapfex

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

Estes trés caracteres permitiram distingdes nitidas entre os 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 o
peciolo;todas as pla ntas tiveram habito do tipo terrestre, com folhas do tipo completa e
compostas, ¢ venagdo do tipo peninérvia. Durante as anadlises 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 diferencas, ao longo de todos os acessos. possivelmente, podem ser
desconsiderados como padréo 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 andlises de varidncia, para os quatro caracteres morfoldgicos
quantitativos (altura da planta, comprimento, largura da folha e comprimento do peciolo)
avaliados nos dez acessos de Jaborandi, conservados no BAG da Embrapa Amazonia
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 andlises 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 Amazénia Oriental, Belém, PA.

Caracteres Quadrados Médios Média CVv
Acessos Erro (%)
Altura da planta (cm) 7.2649" 1,3231 32 36,44
Comprimento da folha (cm) 5,8034™ 5,1099 134 16,90
Largura da folha (cm) 20,9122™ 18.1327 2.8 150,51
Comprimento do peciolo (cm) 5,0228" 1,2984 2,9 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
varia¢do, 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 percep¢do de grupos formados pela
compara¢do de médias, para os quatro caracteres avaliados, nos 10 acessos de jaborandi
conservados no BAG da Embrapa Amazoénia Oriental, Belém, PA feita com base no teste de
Scott e Knott a 5 % de probabilidade, percebeu-se que houve diferencas significativas entre
as médias, referentes ao cardter AP e CPe entre os acessos, os 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 o 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

dCessos.

Tabela 3. Grupos formados pela comparagdo de médias de quatro caracteres avaliados em 10 acessos de

jaborandi conservados no BAG da Embrapa Amazdnia 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 3,66a
Bonal3 4,34 a 1442 a 2,59a 2.28b
NBB 3.88a 1432 a 6.88 a 298a
Merck 348a 12,17 a 3,36a 420a
Bonal2 2,74 b 14,11 a 2,06 a 1.52b
Maisa 2,71 b 13,68 a 222a 2.64b
Bonall 2.66b 13.80a 2.10a 3,30 a
BRA 167 2,56b 13,02 a 1,92 a 2,57b
Serra Sul 225b 12,37 a 1.86 a 3,00 a
Acaildndia 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 distadncia ocorreu entre os genotipos MERK e
BONAL 2, (d= 2,242), ambos coletados em Moju, PA. Enquanto a menor distdncia foi
registrada, entre os acessos Agaildndia e BRA167 (d=0.214), coletadas em diferentes locais

do Maranhao sugerindo que os acessos do Para sdo mais divergentes que os do Maranhio.
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Tabela 4. Estimativas das dissimilaridades entre os 10 acessos de jaborandi conservados no BAG da Embrapa
Amazoénia 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 Acailindia BRA 167 Serra Sul

Merck 0

Bonal4 0940 0

Bonal 3 1970 1329 0

Bonal 2 2242 1991 1,051 0

Bonal 1 1,332 1353 1231 1206 0

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

Maisa 1,516 1.438 1,053 0,797 0,450 1,723 0

Agailandia 1,465 1,661 1,543 1,059 0,801 2,076 0,575 0

BRA 167 1398 1491 1,353 0,984 0,694 1979 0434 0,214 0
SerraSul 1,170 1,582 1811 1495 0946 2239 089 0,455 0,527 0

As andlises das estimativas das distdncias Euclidianas médias padronizadas.
permitiram a formacgdo 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 o grupo 2 por dois acessos (Merck e Bonal 4), ambos procedentes de Moju-
PA; e o 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 Amazoénia Oriental, Belém, PA com base nas distdncias Euclidianas médias obtidas nos

quatro caracteres quantitativos.

Grupos Acessos
1 Acailanida BRA 167 Serra Sul Maisa Bonall Bonal2  Bonal 3
2 Merck Bonal 4
3 NBB
Utilizando-se da andlise de componentes principais (ACP): (Y fenotipp = €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 variagdo total. No 1° componente (1=45.09%) o autovetor (e;) de maior
importancia (peso) foi o correspondente a variavel LFo (e;= 0,7158) e no 2° componente

(2=39.68%) foi o CF (ei= -0.7066), este ultimo em contribui¢do negativa ao componente,
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isto € a participagdo da varidvel CF gera redugdo da caracteristica fenotipica. Percebeu-se
que os componentes 3 e 4 sdo irrelevantes.

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

Na Tabela 6 apresenta-se a contribui¢@o 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 os acessos, seguido pela

altura da planta e comprimento da folha.

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

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

Caracteres Contribui¢do (%)
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 formacdo dos grupos é de fundamental importancia na escolha
dos genitores, pois as novas combinac¢des 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 hibridagdo 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 é um ponto de
partida nos programas de melhoramento vegetal (CRUZ, 2005).

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

mesmo padrio de dissimilaridade nos cruzamentos, de modo a ndo se restringir a
















































































































































































































































