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RESUMO

Egletes viscosa ¢ uma espécie da familia Asteraceae, familia que possui grande interesse
comercial devido principalmente ao seu potencial para a extragdo de farmacos. Essa
espécie ¢ utilizada para tratamento de enfermidades gastrointestinais. Dois quimiotipos
de Egletes viscosa sdo distinguiveis pelos seus teores de acetatos de trans-pinocarveila e
de cis-isopinocarveila. Existe ainda morfotipos de folhas caracterizadas como pinatifida,
pinatipartida e uma categoria intermediaria entre elas, que pode estar relacionada com as
diferencas entre os teores dos monoterpenos. O objetivo do estudo foi identificar
caracteristicas morfologicas que diferenciem esses morfotipos, correlacionando tais
morfotipos aos quimiotipos em Egletes viscosa, 0 que tornaria os processos de extracao
destes compostos menos oneroso. Foram avaliadas caracteristicas morfoanatémicas das
folhas e flores pela analise de componentes principais (PCA), visando realizar o
agrupamento de individuos correlacionando suas caracteristicas morfoloégicas com os
quimiotipos. Nao foi possivel correlacionar os quimiotipos com as caracteristicas foliares,
uma vez que os grupos se sobrepuseram. Entretanto, quando as caracteristicas dos
capitulos foram analisadas, foi possivel realizar o agrupamento, diferenciando os
quimiotipos. A presenca de tricomas glandulares especificos nas flores do raio e do disco
sao indicios do quimiotipo da planta. Porém essas caracteristicas ndo podem ser

analisadas de forma isolada, uma vez que a espécie mostra uma varia¢ao muito grande.

Palavras-chave: Estruturas secretoras. Monoterpenos. Morfonatomia. Plantas

medicinais. Tricomas.



ABSTRACT

Egletes viscosa is an Asteraceae species, plant family that is known for its great economic
interest mainly for its potential for drug extraction. This species is used for the treatment
of gastrointestinal diseases. Two chemotypes of Egletes viscosa are distinguishable by
their contens of trans- pinocarveyl and cis-isopinocarveyl acetate. There are also leaf
morphotypes characterized as pinnatifid, pinnatipartite and intermediate category
between them, which may be related to differences between the levels of monoterpenes.
The objective from this study was to identify morphological characteristics that
differentiate these morphotypes, correlating such morphotypes to chemotypes in Egletes
viscosa, which would make the extraction processes of these compounds less costly.
Morphoanatomical characteristics of leaves and flowers were evaluated, and the
characters analyzed by principal component analysis (PCA), aiming to group individuals
by correlating their morphological characteristics with chemotypes. It was not possible to
correlate the chemotypes with the leaf characteristic as the groups overlapped. However,
when characteristics of the flower capitula were analyzed, it was possible to distinguish
two groups which were correlated with the chemotypes. The presence of specific
glandular trichomes in the ray and disc flowers are indications of the plant's chemotype.

However, they cannot be analyzed in isolation, as the species show great variation.

Keywords: Secretory structures. Monoterpenes. Morphonatomy. Medicinal plants.

Trichomes.
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1. INTRODUCAO

Asteraceae ou Compositae é uma familia botanica altamente diversa, sendo
considerada, juntamente com Orchidaceae, uma das maiores (~25.000 spp.), ocorrendo
divergéncias entre autores sobre a mais numerosa(FUNK et al., 2009; KHOSHBAKHT;
HAMMER, 2008; NORDENSTAM; KADEREIT; JEFFREY, 2007) . Essa familia é
popularmente conhecida como a familia dos girasséis e margaridas (ELOMAA; ZHAO;
ZHANG, 2018; NGUYEN et al., 2021). No Brasil, ocorrem aproximadamente 2200
espécies, amplamente distribuidas em todas as regides e dominios fitogeograficos

(ROQUE et al., 2020)

Uma das caracteristicas mais marcantes da familia € a presenca de flores reunidas
em inflorescéncias do tipo capitulo, o qual é constituido por um recepticulo floral em
formato de disco onde se inserem as flores externas (radiais) e internas (discais),
raramente homomorficas (SOUZA, V. C.; LORENZI, 2012). Assim, o capitulo atua
funcionalmente como uma flor, sendo a unidade unica de atracao de polinizadores (NEFF;

SIMPSON, 1990; NORDENSTAM; KADEREIT; JEFFREY, 2007; OLSEN, 1996).

Egletes viscosa (L.) Less € uma espécie nativa do Brasil, sendo encontrada nos
biomas da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (BORGES, 2020). Seu uso
medicinal ocorre principalmente pela forma de infusdo dos capitulos, utilizados no
tratamento de enfermidades gastrointestinais, inflamatdérias, virais, dentre outras

(BARACUHY et al., 2016; LORENZI; MATOS, 2008).

Esta espécie € aromatica, possui hastes ramificadas, com folhas inteiras alternas,
lobado-denteadas a pinatifidas, apresentando tricomas glandulares, poucos capitulos, 2-3
séries de bracteas membranosas formando um receptaculo conico, flores do raio pistiladas

e alvas, e flores do disco completas e numerosas, produzindo fruto do tipo cipsela

(ANDERBERG et al., 2007; TELES, 2008; BORGES, 2020).

O porte geralmente herbaceo ou arbustivo das espécies dessa familia facilitam seu
cultivo em vasos e comercializagdo como ornamentais ou medicinais (BEZERRA et al.,
2002). Além disso, a presenca de metabdlitos secundarios € comum dentro da familia, o
que lhe confere grande potencial econdmico (FUNK et al., 2009; LORENZI; MATOS,
2008). Dentre as propriedades quimicas dos metabdlicos secundérios, podem ser citados

seu uso na agricultura, como no controle artropodes fitéfagos (CHIASSON et al., 2001),
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e na medicina popular, como na agdo anti-inflamatéria (FLORAO et al., 2012), na

digestibilidade e diurese (BUDEL et al., 2005).

No caso de E. viscosa, as propriedades medicinais advém de metabdlicos
secundérios presentes nos capitulos, os quais sdo utilizados na forma de infusdes ou
tinturas (BARACUHY et al., 2016; CARVALHO et al., 2021; GUEDES et al., 2002;
LIMA et al., 1996; VIEIRA et al., 2006). Dentre os compostos encontrados € comum a
presenca de taninos, flavondides e terpenos (BICCHI et al., 1985; PAGNI, 1995). Os
monoterpendides, um grupo de terpeno, sdo hidrocarbonetos com 10 dtomos de carbono,
os quais podem apresentar propriedades anti-inflamatérias e analgésicas (COELHO et

al.,2013; SOUZA et al., 2014).

Com base na quantidade no perfil de terpenoides, trabalhos anteriores
classificaram E. viscosa em dois quimiotipos (VIEIRA et al., 2006): o quimiotipo onde
ocorre a maior quantidade do acetato de trans-pinocarveila (Figura 1A), variando de 25,7
a 34,3 % (daqui por diante chamado de quimiotipo-trans); € 0 quimiotipo com maiores
quantidades de acetato de cis-isopinocarveila (daqui por diante chamado de quimiotipo-
cis) (Figura 1B), variando de 27,4 a 62,2 % (CARVALHO et al., 2021). Sabe-se que
compostos cis ou ftrans podem ter efeitos ou eficicia farmacoldgica distinta
(ANDRUSHKO; ANDRUSHKO, 2013; LUDWICZUK; SKALICKA-WOZNIAK;
GEORGIEV, 2017; SIMEO; SINISTERRA, 2009). Assim, o reconhecimento de
caracteristicas morfolégicas unicas de cada quimiotipo torna-se essencial para a
identificacdo destes a um custo mais baixo € em um processo menos moroso, otimizando

a utilizacdo de recursos durante a extracdo dos compostos de interesse.
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Figura 1 — Férmula estrutural dos monoterpenos (A) trans-pinocarveila e (B) cis-isopinocarveila presentes

em Egletes viscosa e responsaveis pela caracterizacdo dos dois quimiotipos.

(a)
OAc

W

AcO

Fonte: Adaptado de Silveira & Pessoa (2005)

ObservacOes empiricas permitem separar E. viscosa em trés grupos
morfologicamente distintos, havendo uma gradac@o das margens foliares pinatilobadas.
Um grupo possui margens pinatifidas bem definidas (e.g., com incisdes que separam 0s
lobos ndo atingindo a metade da distancia entre a margem a nervura central), enquanto
outro grupo possui margens pinatipartidas (e.g., com incisdes que separam os lobos
ultrapassando a metade da distancia entre a margem a nervura central sem que as incisoes
a alcancem) (GONCALVES; LORENZI, 2011). Existe também, um terceiro grupo onde
as margens nao sdo € claramente pinatifidas ou pinatipartidas, havendo sobreposi¢ao

nesta classificagdo.

A morfoanatomia foliar € uma ferramenta que tem sido utilizada com sucesso no
fornecimento de dados adicionais para taxonomia de vdrias familias botanicas
(COUTINHO; FRANCINO; MEIRA, 2013; DALVI et al, 2014; FERREIRA
FERNANDES et al., 2018; FRANCINO et al., 2015). A importancia da morfoanatomia
para a caracterizacdo de espécies de Asteraceae vem sendo demonstrada hi anos
(ESSIETT; ARCHIBONG, 2014; FILARTIGA et al., 2016; JANACKOVIC et al., 2019),
sendo a diversidade de tricomas secretores ou tectores caracteristicas marcantes
(ANGULO; DEMATTEIS, 2014; KRAK; MRAZ, 2008; POPE, 1983; WAGNER et al.,
2014)

O presente estudo oferece a caracterizagdo morfoanatomica de E. viscosa € a
quantificagdo dos monoterpenos frans-pinocarveila e cis-isopinocarveila encontrados nos

morfotipos dessa espécie. O objetivo deste trabalho € fornecer a correta identificagdo dos
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morfotipos  (e.g., morfotipo com  folha  pinatifida, pinatipartida ou
pinatifida/pinatipartida), analisar os tricomas dos capitulos e sua correlacio com os
quimiotipos trans-pinocarveila e o cis-isopinocarveila, a fim de otimizar a utilizacdo de

recursos durante a extracdo dos fitoterdpicos de interesse.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao e triagem dos morfotipos botanicos

Os capitulos de E. viscosa foram adquiridos em casas de ervas do comércio local
em Fortaleza, Ceard, Brasil. O plantio foi conduzido na sede da EMBRAPA
Agroindustria Tropical de Fortaleza (03°45°04,7”S e 38°34°38,170) na primeira semana
de agosto de 2019. A produ¢do das mudas foi realizada em viveiros cobertos com telas
para sombreamento de 50% durante 90 dias (PEREIRA; BEZERRA; ALMEIDA, 2018).
Antes da semeadura, os capitulos foram manualmente fragmentados para separacao das
cipselas e hidratados com dgua corrente por uma semana, ocorrendo a troca de dgua a
cada dois dias. As cipselas foram entdo semeadas em bandejas contendo turfa (Germina
Plant Horta®) e areia na proporcao de 3:1. Durante todo o experimento, a irrigacdo diéria

foi realizada por microaspersao.

Na primeira semana de setembro 2019, as mudas foram transplantadas para vasos
plasticos de 1 L e preenchidos com uma mistura de substrato comercial e vermiculita na
proporcdo 3:1. Apds 30 dias do transplantio, os espécimes apresentavam ~10 cm de altura
e ~5 folhas e foram classificados de acordo com um dos trés morfotipos de acordo com
Gongalves e Lorenzi (2011). Na primeira semana de novembro de 2019, folhas e capitulos

foram coletados para o estudo morfonatdmico conforme descrito abaixo.

2.2 Caracterizacido do padrao de venacao e da superficie foliar

Para caracteriza¢dao do padrdo de venagdo e da superficie foliar, foram coletadas
folhas completamente expandidas, do quarto ou quinto nd, de 10 espécimes de cada
morfotipo (i.e., uma folha por individuo). Para facilitar a remo¢do dos conteidos
celulares, as folhas foram inicialmente armazenadas em dlcool 70% por cerca de 1 més.
As folhas foram entdo reidratas em série etandlica decrescente até a dgua e clarificadas

com soluc¢ao de hidréxido de s6dio (NaOH) 10 % por 2h seguido de hipoclorito de sédio
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(NaClO) a ~0,5%. Posteriormente, as folhas foram lavadas em dgua destilada por trés
vezes (10 min cada lavagem), desidratadas em série etandlica crescente, coradas com
fucsina basica ~0,05% diluida em etanol 50% (KRAUS; ARDUIN, 1997). Laminas
semipermanentes foram montadas em gelatina glicerinada (KAISER, 1880) entre folhas

de acetato transparente.

O padrao de venacdo e a morfologia foliar do limbo foram respectivamente
classificados de acordo com ELLIS et al. (2009) e GONCALVES; LORENZI (2011). A
largura da base das folhas foi classificada em trés tamanhos: estreita, < 7,99 mm; média,
> 8,00 mm e < 11,99 mm; ou larga, > 12,00 mm. A documentacio fotografica foi realizada
com o auxilio de uma camera Nikon Coolpix P510. O padrao estomatico e os tipos de
tricomas foram respectivamente classificados de acordo com WILKINSON (1979) e
RAMAYYA (1962), sendo a captura das imagens para ilustracdo dos estdmatos e dos
tipos tricomas realizada com camera digital (Olympus UC 30) acoplada ao microscopio
optico (Olympus BX 41TF). Foram ainda mensuradas a densidade estomadtica (nimero
de estdmatos.m), bem como a densidade dos diferentes tipos de tricomas (niimero de
tricomas.mm) de trés regides da folha (Figura 2) de ambas as faces com auxilio de uma

camara clara acoplada ao microscépio 6tico Leica DMS500.

Figura 2 — Diafanizado de folhas de FEgletes viscosa evidenciando as regides selecionadas para

quantificacdo da densidade estomatica e de tricomas nas faces adaxial (A) e abaxial (B).

| Adaxial | | Abaxial |

1,0 cm

Fonte: Elaborado pela autora
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2.3 Caracterizacao da epiderme e mesofilo foliar

Para caracterizacdo da epiderme e mesofilo foliar em seccdo transversal ao
microscopio de luz, foram coletadas folhas completamente expandidas, do quarto ou
quinto nd, de 10 espécimes de cada morfotipo (i.e., uma folha por individuo). Fragmentos
da por¢do central, da margem e da regido entre a margem e a por¢ao central foram fixadas
em solugdo contendo 4% paraformaldeido e 1% de gluteraldeido diluidos em tampao
fosfato 0,2 M (pH 7,5) (KARNOVSKY, 1965). O material permaneceu estocado no
fixador em geladeira (~30 dias) até o processamento. Os fragmentos foram desidratados
em série etandlica crescente até o etanol 95% e emblocados em resina histolégica do tipo
glicol metacrilato (Leica®, Heidelberg, Alemanha) conforme o protocolo estabelecido

por (PAIVA; OLIVEIRA, 2011).

O material foi seccionado em cortes transversais com 4-5 um de espessura com
auxilio de micrétomo rotativo semiautomético (Slee CUT5062). As seccoes foram
colocadas em laminas de vidro e secas em chapa aquecedora com 50 °C (Tecnal TE-018).
As secgdes foram coradas por um minuto com azul de toluidina 0,05% (O’BRIEN;
FEDER; MCCULLY, 1964) em tampao Mcilvaine com pH 4,0 (MCILVAINE, 1921).
As laminas foram montadas em dgua destilada e a captura das imagens realizada com

camera digital (Olympus UC 30) acoplada ao microscopio Optico (Olympus BX 41TF).

Foram mensuradas as espessuras do parénquima pali¢adico e esponjoso (um) bem
como a propor¢io entre estes com auxilio do programa Image J (ABRAMOFF,;
MAGALHAES; RAM, 2004). Uma vez que a altura das células epidérmicas apresentou

grande variagdo, essa caracteristica ndo pode ser mensurada.

2.4 Caracterizacio dos capitulos

Para caracterizacao anatdmica dos capitulos em sec¢do transversal e longitudinal
ao microscopio de luz, foram coletados capitulos com botdes florais e flores
completamente expandidas (i.e., flor por individuo), perfazendo um total de 30
individuos. Os capitulos foram fixadas em solucdo contendo 4% paraformaldeido e 1%
de gluteraldeido (KARNOVSKY, 1965), como previamente descrito. O material

permaneceu estocado no fixador em geladeira (~30 dias) até o processamento. Os
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capitulos foram desidratados em série etandlica e emblocados em resina histoldgica do

tipo glicol metacrilato (PAIVA; OLIVEIRA, 2011).

Para caracterizacao dos tipos de tricomas presentes nas flores, foram utilizados 15
capitulos que foram utilizados para extracio dos monoterpenos, conforme descrito
abaixo. Como o processo de extracdo dos monoterpenos as flores sdo desidratadas, os
capitulos tiveram de ser reidratados durante 15 min em dgua destilada fervendo (SMITH;
SMITH, 1942), adicionada de glicerina (20:1) em fogéo elétrico (Mondial FE-04, 220V).
Ap6s o esfriamento, o material foi imerso em hidréxido de potéssio 2% por 1h, seguido
por 3 lavagens em 4gua destilada (SMITH; SMITH, 1942). Para a clarificacdo,
fragmentos dos capitulos contendo brécteas, botdes florais e flores completamente
expandidas foram imersos em hidréxido de sédio 10% e hipoclorito de sédio 0,4%
(KRAUS; ARDUIN, 1997). O material foi corado com solu¢do de Safranina (0,01%) em
etanol 50% durante 12h e o excesso de corante foi removido com 4gua destilada

(BUKATSCH, 1972; KRAUS; ARDUIN, 1997).

2.5 Analise dos quimiotipos

A extracdo dos monoterpenos acetato de frans-pinocarveila e acetato de cis-
isopinocarveila de 26 capitulos florais de E. viscosa foi realizada de acordo com o método
relatado por Carvalho et al. (2019, 2021). As extragdes foram realizadas por heasdspace,
em vials de 20 mL, | utilizando a fibra com revestimento de
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) com 30 um de
espessura € 1 cm de altura. O procedimento de microextracao em fase s6lida (SPME) foi
realizado automaticamente por meio do amostrador automatico Agilent Combipal
acoplado ao instrumento CG-EM, consistindo nas seguintes operacdes sequenciais:
acondicionamento da amostra por 30 min a 40 °C, extracdo da amostra por 6,6 min,
quantidade de 0,33 g. Apds o equilibrio estabelecido, a fibra foi exposta € em seguida
levada ao injetor do cromatdgrafo.

As amostras foram analisadas em um cromatégrafo CG-EM Agilent 5977
equipado com uma coluna capilar de silica fundida HPSMS (Agilent) (30 m x 0,25 mm
id, espessura de filme de 0,25 pm) conectada a um detector quadrupolo operando no modo
impacto de elétrons a 70 eV com uma faixa de massa de varredura de m/z 50-600 e taxa
de amostragem de 2,7 varreduras.s™'. O hélio foi utilizado como gds carreador a 1 mL.min

!, As temperaturas do injetor e da interface foram de 240 °C e 280 °C, respectivamente.
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A rampa de temperatura foi de: 40 °C por 4 min, aumentada para 80 °C a 2,5 °C.min"!,
para 110 °C a 5 °C min! e a 220 °C a 10 °C min!. A temperatura final (220 °C) foi
mantida por 23 min. Os espectros de massa foram obtidos no modo de ionizagcdo de
elétrons (IE) a 70 eV e na faixa de massa de 50 a 600 Da, usando o software Massa Hunter
Workstation - andlise qualitativa, versdo B.06.00 Agilent Technologies. A identifica¢do
dos compostos foi realizada comparando os espectros de massas adquiridos com os
espectros da Biblioteca NIST 2.0, 2012 (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia,
Gaithersburg, Maryland, EUA).

Com base na quantificacdo obtida pelo método, expressa em porcentagem, OS
teores de acetato de trams-pinocarveila e cis-isopinocarveila tornaram possivel a
identificacdo dos quimiotipos, um que contém uma maior porcentagem de trans-
pinocarveila (quimiotipo-trans) € o que contém uma maior porcentagem de cis-

isopinocarveila (quimiotipo-cis) (CARVALHO et al., 2021).

2.6 Estatistica

Os dados da caracterizacdo anatomica foliar (i.e., densidade de estdomatos e de
tricomas glandulares ou tectores) de 30 espécimes foram apresentados com média onde
foi gerada uma tabela ANOVA para realizacdo do teste de comparacdo de médias de

Tukey (p < 0,05), utilizando o programa SISVAR, versao 5.6 (FERREIRA, 2011).

Os dados foram analisados e os componentes principais (PCA) gerados para
agrupar os individuos utilizando caracteristicas foliares (i.e., densidade estomatica e
densidade tricomas, de ambas as faces), classificacdo da margem, base, mesofilo e

quimiotipo de 18 individuos utilizando o software R, versdao 4.1.0 (BATES et al., 1997).

A identificacdo de tricomas nas estruturas florais foi utilizada, juntamente com os
quimiotipos para verificar sua correlacdo, anélise de componentes principais (PCA), além
do agrupamento de 15 individuos utilizando o software R, versao 4.1.0 (BATES et al.,

1997).



26

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao morfologica

Egletes viscosa pdde ser caracterizada como uma espécie herbacea, com porte
intermedidrio entre uma erva e um subarbusto. O caule se apresentou moderadamente
suculento e esverdeado, com base levemente lenhosa, ramos eretos ou prostrados e
pilosos (Figura 3A); folhas inteiras, alternas (Figura 3D), sésseis (Figura 3C), limbo
espatulado ou raramente obovado-espatulado, liradas (Figura 3B), variando de pinatifida
a pinatipartida, com margens denteadas a lobadas, estipulas ausentes e nervuras
peninérveas; capitulos radiados com flores marginais femininas zigomorfas e flores do
disco bissexuais actinomorfas e bicarpelares com estigma bifido (Figura 3E, 3F e 3G);

papus coroniforme.

Figura 3 — A: Planta de Egletes viscosa; B: Folha lirada com formato obovado-espatulado; C: Folha séssil
conectada ao caule; D: Apice caulinar contendo um conjunto de capitulos; E: Vista frontal do capitulo; F:

Vista lateral do capitulo; G: Vista longitudinal do capitulo.

20 mm 1 mm 5 mm

Fonte: Elaborado pela autora
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Os espécimes foram caracterizados em 1) limbos com margens pinatifida, com
incisdes que separam os lobos ndo atingindo a metade da distancia entre a margem a
nervura central (Figura 4A e 4B); 2) espécimes com margens pinatipartida, com incisdes
que separam os lobos ultrapassando a metade da distdncia entre a margem a nervura
central sem que as incisdes a alcancem (Figura 4E e 4F); 3) espécimes com margens com

caracteristicas variando entre pinatifida ou pinatipartida (Figura 4C e 4D).

Figura 4 — Diafanizado de folhas de Egletes viscosa separadas por margem em um gradiente variando de

pinatifida a pinatipartida. A e B: Pinatifida; C e D: Pinatifida/Pinatipartida; E e F: Pinatipartida

| Pinatifida | | Pinatifida/Pinatipartida | | Pinatipartida

1.0cm

Fonte: Elaborado pela autora

Das amostras analisadas (Tabela 1) a maioria dos individuos (43,33%)
apresentaram folha pinatifida, dos quais 38,46% possuem base estreita, 30,77% base
média e 30,77% base larga. Dos individuos que apresentaram folhas do tipo intermediaria
(16,67% dos espécimes) 60% tinham base estreita e 40% base média. As folhas
pinatipartidas representaram 40%, com 83,33% das bases estreitas e 16,67% com bases

medianas.

Tabela 1 — Classificagdo dos individuos quanto a margem e a base foliar.

Individuo Margem Base
1.1 Pinatifida Estreita
1.9 Pinatifida Larga
1.12 Pinatifida Média
1.16 Pinatifida Média
1.18 Pinatifida Estreita

1.19 Pinatifida Larga



23 Pinatifida Larga
24 Pinatifida Meédia
2.11 Pinatifida Estreita
2.14 Pinatifida Estreita
2.18 Pinatifida Larga
222 Pinatifida Média
2.35 Pinatifida Estreita
1.2 Pinatifida/ Pinatipartida Estreita
1.11 Pinatifida/Pinatipartida Meédia
2.5 Pinatifida/Pinatipartida Meédia
2.12 Pinatifida/Pinatipartida Estreita
2.15 Pinatifida/Pinatipartida Estreita
1.3 Pinatipartida Estreita
1.5 Pinatipartida Estreita
34 Pinatipartida Estreita
3.5 Pinatipartida Estreita
3.6 Pinatipartida Estreita
3.7 Pinatipartida Estreita
3.10 Pinatipartida Estreita
3.11 Pinatipartida Meédia
3.13 Pinatipartida Estreita
3.14 Pinatipartida Estreita
3.15 Pinatipartida Estreita
3.16 Pinatipartida Média

Fonte: Elaborado pela autora

3.2 Caracterizacio anatomica foliar

28

Em vista frontal, as células da epiderme se apresentaram sinuosas em ambas as

faces do limbo (Figura 5A e 5B). As folhas puderam ser anfiestomaticas com estdmatos

anomociticos. Nao foi verificada diferenca estatistica na densidade estomatica dos

estomatos da face adaxial, com média de 0,0368 estf)matos.pm'2 + 0,007 e com variacdo

de 0,0260 a 0,0510 estématos.pm‘z. Quanto a densidade estomatica da face abaxial foi de

0,0381 estdmatos.um™ + 0,007 apresentando diferenca estatistica entre os individuos 1.5

(0,022 estomatos. pm’z) e 1.14 (0,0549 estdomatos. pm'z), os demais possuiram médias

iguais a um nivel de 95% de confianga (Tabela 2).
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Figura 5 — Estdmatos diafanizados de folhas de Egletes viscosa nas faces adaxial (A) e abaxial (B)

Fonte: Elaborado pela autora

Na epiderme foliar foi observado um tipo de tricoma tector e quatro tipos de
tricomas glandulares, sendo um dos glandulares de ocorréncia rara em nervuras da face

abaxial (POPE, 1983; RAMAYYA, 1962).

Tricoma Glandular Tipo I (Figura 6A) — multicelular, capitado e bisseriado, com
o pé composto por duas células seguidas por pares de células que variam de cinco a seis,

com as duas células da cabeca maiores que as demais.

Tricoma Glandular Tipo II (Figura 6B) — multicelular, capitado e bisseriado, com
pé composto por uma célula, o pedinculo com uma célula de tamanho similar ou maior

que a célula do pé, e a cabeca composta por pares de células que variam de cinco a seis.

Tricoma Glandular Tipo III (Figura 6C) — multicelular, capitado e bisseriados.
Base composta por duas células, com cerca de cinco pares de células no pediinculo, com
tamanhos variaveis, porém sempre alongadas e cabeca secretora com 3-4 pares de células.
Os tricomas com menos células no pedinculo sdo mais comuns ao longo da nervura

central e os maiores no restante do limbo.

Tricoma Glandular Tipo IV (Figura 6D) — multicelular, capitados e bisseriados.
Duas células do pé com diametro maior, seguidas por um pedinculo com um par de
células alongadas e um par mais curto abaixo da cabeca. A cabeca secretora possui quatro

pares de células apicais.

Tricoma Tector Tipo I (Figura 6E) — multicelular, unisseriado, com a base
contendo um numero varidvel de células em arranjo radial, conferindo ao tricoma um

formato semelhante a um pedestal. A base do tricoma possui células mais curtas,
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seguindo-se de células mais alongadas em série tinica, com dpice pontiagudo. Ocorrem
em ambas as faces, sendo mais comum nas bordas.
Figura 6 — A: Tricoma glandular I na face adaxial da folha; B: Tricoma glandular II na face adaxial da

folha; C: Tricoma glandular III na face adaxial da folha; D: Tricoma glandular IV na face abaxial da folha;

E: Tricoma tector I na borda da folha F: Tricoma glanular V na flor do disco; G: Tricoma tector II na

bractea; H: Papilas nas flores do disco; I: Tricoma tector III na cipsela.

o s q © ®

Fonte: Elaborado pela autora

Quanto aos tricomas observados na folha foram classificados como de maior
comprimento (tricoma tector tipo I e tricoma glandular tipo III), tricoma glandular tipo I

e tricoma glandular tipo II (Tabela 2).

Na face adaxial foram encontrados em média 2,384 tricomas glandulares do tipo
Lmm! * 1,369, que foram agrupados em cinco grupos com médias estatisticas
semelhantes (Tabela 2). O primeiro grupo teve médias variando de 0,974 a 3,355, o
segundo de 1,082 a 4,004, o terceiro de 2,273 a 4,004, o quarto grupo de 2,922 a 5,844 e
o quinto de 4,004 a 6,494.
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A média da densidade de tricomas glandulares do tipo I da face abaxial foi de
4,138 tricomas.mm™ + 1,825, o que permitiu separd-los em quatro grupos (Tabela 2). O
primeiro teve média variando de 0,974 a 5,736; o segundo de 2,489 a 6,926; o terceiro de

4,004 a 8,874; e o quarto de 4,654 a 9,524.

A densidade dos tricomas glandulares tipo II na face adaxial foram em média
6,024 tricomas.mm™! + 3,650, agrupados em cinco intervalos (Tabela 2). O primeiro
grupo teve variagdo de médias de 1,299 a 7,143 tricomas.mm’!, o segundo de 3,896 a
10,281, o terceiro de 6,926 a 13,420, o quarto de 10,281 a 14,286 e o quinto grupo de
13,420 a 17,100.

Para a face abaxial foram encontrados em média 11,919 tricomas glandulares do
tipo ILmm™! + 7,394 que foram distribuidos em cinco grupos (Tabela 2). O primeiro grupo
teve médias variando de 2,922 a 15,152 tricomas.mm™', o segundo de 5,844 a 18,182, o

terceiro de 8,442 a 21,429, o quarto de 14,069 a 26,732 e o quinto de 26,732 a 38,961.

A média de tricomas de maior comprimento foi aproximadamente 8,117
tricomas.mm’! + 2,420, classificados em cinco grupos (Tabela 2). O primeiro grupo teve
variacoes de médias de 4,545 a 10,281 tricomas.mm’!, segundo grupo de 5,628 a 11,364,
o terceiro grupo de 5,628 a 11,688, o quarto grupo de 6,169 a 12,338 e o quinto grupo de
8,333 a 14,394.

A média na face abaxial dos tricomas de maior comprimento foi de 8,759
tricomas.mm™! * 2,904, divididos em quatro grupos (Tabela 2). O primeiro grupo foi
classificado com médias que variaram de 4,654 a 10,823 tricomas.mm’!, o segundo de

6,602 a 12,446, o terceiro de 9,632 a 16,017 e o quarto grupo de 10,281 a 16,775.
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Tabela 2 — Caracteristicas epidérmicas observadas na face adaxial e abaxial de folhas diafanizadas. Médias comparadas por teste de Tukey p<0,05 com letras
maiudsculas representando diferencas entres os individuos.

a A Tricoma Tricoma q q
Individuo | [Stomatos | Estomatos Glandular I Glandular1 | Tricoma Glandular | Tricoma Glandular | pryeopgovialmm? | TMC Abaxial.mm?
Adaxial.pm Abaxial.pm . 2 . 2 IT Adaxial.mm IT Abaxial.mm
Adaxial.mm Abaxial.mm

1.1 0,0353 A 0,0323 AB 3,355 ABCD 5,736 ABCD 1,948 A 6,385 AB 5411 AB 4,654 A

1.2 0,0485 A 0,0422 AB 1,732 AB 3,247 AB 5,736 AB 9,740 ABC 9,307 ABCDE 10,823 ABCD
1.3 0,0255 A 0,0309 AB 1,191 AB 3,139 AB 6,494 AB 11,364 ABC 6,926 ABCD 5,628 A

1.5 0,0358 A 0,0220 A 2,489 ABC 6,926 BCD 4,545 AB 6,061 AB 4978 A 5,195 A

1.9 0,0279 A 0,0382 AB 2,381 ABC 6,001 BCD 2922 A 3,355 A 7,251 ABCD 6,602 AB
1.11 0,0471 A 0,0416 AB 4,004 BCDE 3,680 AB 4,004 AB 7,684 AB 6,169 ABCD 7,359 AB
1.12 0,0510 A 0,0466 AB 1,623 AB 3,139 AB 2,489 A 2922 A 7,035 ABCD 8,442 AB
1.16 0,0451 A 0,0407 AB 2,922 ABCD 3,680 AB 2,165 A 5844 AB 5,628 ABC 5,087 A

1.18 0,0402 A 0,0426 AB 2,381 ABC 4,870 ABCD 3,139 A 7,684 AB 5,195 AB 6,818 AB
1.19 0,0377 A 0,0402 AB 1,082 AB 0974 A 1,299 A 4,545 A 8,333 ABCDE 7,468 AB
2.3 0,0324 A 0,0299 AB 2,165 AB 4221 ABC 4321 AB 8,874 ABC 8,550 ABCDE 7,468 AB
24 0,0314 A 0,0377 AB 1,515 AB 4,004 ABC 6,926 ABC 14,827 ABCD 9,632 ABCDE 10,823 ABCD
2.5 0,0358 A 0,0367 AB 1,840 AB 2,597 AB 4,654 AB 9,307 ABC 8,875 ABCDE 9,740 ABC
2.11 0,0377 A 0,0294 AB 5,844 DE 8,874 CD 13,420 CDE 26,732 DE 12,338 DE 16,017 CD
2.12 0,0426 A 0,0416 AB 2,165 AB 4,978 ABCD 6,001 AB 11,255 ABC 8,117 ABCD 9,632 ABC
2.14 0,0475 A 0,0549 B 6,494 E 9,524 D 17,100 E 38,961 E 14394 E 16,775 D
2.15 0,0314 A 0,0367 AB 1,840 AB 3,463 AB 7,143  ABC 14,935 ABCD 11,688 CDE 7,468 AB
2.18 0,0309 A 0,0353 AB 2,273 ABC 3,463 AB 6,710 AB 14,069 ABCD 10,065 ABCDE 7251 AB
2.22 0,0373 A 0,0382 AB 2,273  ABC 4,654 ABCD 4221 AB 10,931 ABC 9,416 ABCDE 7,900 AB
2.35 0,0436 A 0,0466 AB 5,195 CDE 4,545 ABC 14,286 DE 18,182  BCD 10,281 ABCDE 10,281 ABCD
34 0,0240 A 0,0299 AB 1,407 AB 2,922 AB 5,844 AB 8,658 ABC 4978 A 7,359 AB

3.5 0,0318 A 0,0333 AB 2,814 ABC 3,788 AB 6,277 AB 15,043 ABCD 6,494 ABCD 8,874 AB
3.6 0,0260 A 0,0372 AB 2,165 AB 3,788 AB 6,602 AB 9,416 ABC 7,035 ABCD 8,225 AB
3.7 0,0368 A 0,0382 AB 1,840 AB 3,463 AB 4978 AB 8,442 ABC 5,087 A 7,143 AB
3.10 0,0338 A 0,0387 AB 0,974 A 2,814 AB 3,896 AB 9,091 ABC 7,251 ABCD 6,818 AB
3.11 0,0426 A 0,0397 AB 1,407 AB 2,706 AB 5,520 AB 11,039 ABC 9,091 ABCDE 9,307 AB
3.13 0,0412 A 0,0432 AB 1,732 AB 3,788 AB 10,281 BCD 21,429 CD 9,957 ABCDE 12,338 BCD
3.14 0,0260 A 0,0309 AB 2,165 AB 2,489 AB 6,602 AB 13,095 ABC 4,545 A 8,442 AB
3.15 0,0387 A 0,0431 AB 1,191 AB 3,247 AB 7,143  ABC 15,152 ABCD 8,117 ABCD 12,446 BCD
3.16 0,0373 A 0,0451 AB 1,082 AB 3,355 AB 4,004 AB 12,554 ABC 11,364 BCDE 10,390 ABCD

Fonte: Elaborado pela autora
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O mesofilo heterogéneo dorsiventral, apresentou drusas nos parénquimas
palicadico e esponjoso e a nervura principal apresentou 2-3 feixes vasculares do tipo
colateral (Figura 7A). Os espécimes possuiram a frequéncia de aproximadamente 63,33%
de mesoéfilos frouxos (Figura 7B) e 36,67% de mesoéfilos compactados (Figura 7C).
Figura 7 — Corte transversal das folhas de Egletes viscosa evidenciando a nervura central (A) e os dois

diferentes tipos de mesdfilos frouxo (B) e compacto (C) evidenciando: Pp — Pare€nquima pali¢adico, Pe —

Parénquima esponjoso e seta - drusas

100 pm 100 pm

Fonte: Elaborado pela autora

O parénquima pali¢ddico possuiu grande variacdo (entre 32,977 e 80,031 um),
apresentando 52,905 um + 11,012 de espessura média. As espessuras médias puderam
ser agrupadas em nove grupos (Tabela 3), sendo o intervalo médias menores entre 32,977

e 47,116 um e o de maiores entre 71,912 a 80,031 um.

A espessura do parénquima esponjoso também apresentou uma grande variacao

(entre 28,09 e 80,784 um), com média de 55,789 um =+ 13,814. As espessuras médias
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puderam ser agrupadas em oito grupos (Tabela 3), sendo o intervalo médias menores entre

28,09 e 51,877 um e o de maiores entre 57,738 e 80,784.

A propor¢do entre o parénquima palicddico e esponjoso foi em média 1:0,995 um

+ 0,167, com as médias podendo ser classificadas em cinco grupos (Tabela 3). O

agrupamento com as menores proporcdes teve médias variando de 0,643 a 1,026,

enquanto grupo com as maiores médias variou entre 0,947 e 1,310.

Tabela 3 — Caracteristicas da densidade do meséfilo (classificados em frouxo e compacto), espessura dos

parénquimas palicddico e esponjoso e a propor¢do entre estes observadas no corte transversal das folhas.

Médias comparadas por teste de Tukey p<0,05 com letras maiusculas representando diferencas entres os

individuos.
Individuo Meséfilo ]j]s?e.ssura Esp.essura Pri)porg.:ﬁo entre
(pm) Palicadico (um) Esponjoso (um) Parénquimas (um)
1.1 Frouxo 53,492 CDEFG 51,877 ABCDEF 1,045 BCDEF
1.2 Compacto 48,795 BCDEFG 48,467 ABCDEF 1,017 ABCDEF
1.3 Frouxo 44,290 ABCD 45,352 ABCD 1,011 ABCDEF
1.5 Compacto 38,140 AB 33,153 AB 1,166 DEF
1.9 Frouxo 59,043 DEFGH 58,967 CDEFGH 1,025 ABCDEF
1.11 Frouxo 44,909 ABCDE 60,099 CDEFGH 0,753 ABC
1.12 Frouxo 42,507 ABC 61,026 CDEFGH 0,700 AB
1.16 Frouxo 49,497 BCDEFG 67,946 DEFGH 0,737 ABC
1.18 Frouxo 52,156 BCDEFG 50,301 ABCDEF 1,055 BCDEF
1.19 Frouxo 52,663 BCDEFG 54,736 BCDEFG 0,969 ABCDEF
23 Frouxo 80,031 1 77,281 GH 1,061 BCDEF
24 Compacto 58,605 DEFGH 77,699 GH 0,755 ABC
2.5 Frouxo 54,525 CDEFG 49,713  ABCDEF 1,167 DEF
2.11 Compacto 46,673 ABCDEF 72,880 FGH 0,643 A
2.12 Frouxo 60,681 FGH 72,147 FGH 0,869 ABCDE
2.14 Compacto 53,735 CDEFG 68,601 DEFGH 0,793 ABCD
2.15 Compacto 60,692 FGH 71,614 EFGH 0,899 ABCDE
2.18 Frouxo 47,116 ABCDEF 46,373 ABCDE 1,051 BCDEF
2.22 Frouxo 59,780 EFGH 61,999 CDEFGH 0,992 ABCDEF
2.35 Frouxo 49,756 BCDEFG 50,170 ABCDEF 1,025 ABCDEF
34 Frouxo 55,065 CDEFG 50,779 ABCDEF 1,123 CDEF
3.5 Frouxo 79,331 1 80,784 H 1,009 ABCDEF
3.6 Compacto 71,912 HI 61,754 CDEFGH 1,201 EF
3.7 Frouxo 32977 A 28,090 A 1,217 EF
3.10 Frouxo 52,701 BCDEFG 40,942 ABC 1,310 F
3.11 Frouxo 43,038 ABC 39,253 ABC 1,105 CDEF
3.13 Compacto 62,825 GH 57,738 PBICDEFG 1,130 CDEF
3.14 Compacto 44,953 ABCDE 44,012 ABCD 1,043 BCDEF
3.15 Compacto 41,795 ABC 41,016 ABC 1,026 ABCDEF
3.16 Compacto 45,461 ABCDEF 48,902 ABCDEF 0,947 ABCDEF

Fonte: Elaborado pela autora.



35

3.3 Caracterizacdo anatémica floral

Tricoma Glandular Tipo V (Figura 6F) — Multicelular, digitiforme e bisseriado.
As duas células do pé maiores que as células do pedinculo, que por sua vez sdo achatadas
e podem apresentar de quatro a cinco pares de células. A cabecga secretora possui duas

células alongadas, as maiores células do tricoma.

Tricoma Tector Tipo II (Figura 6G) — Multicelular, reto, podendo ser raramente
curvado, e bisseriado. Ambas as células do pé sdo alongadas e possuem tamanhos
distintos. O Unico par de células do pedinculo é mais longa que as do pé. O dpice possui
células pontiagudas e de tamanhos distintos. Dessa forma, as duas séries que compdem o

tricomas se apresentam de tamanhos diferentes.

Tricoma Tector Tipo III (Figura 61) — Multicelular, bisseriado e uncinado. As duas

células apicais sdo recurvadas, apresentando um formato semelhante a gancho.

Tricoma Tipo Papilas (Figura 6H) — papilas com um domo, sendo as papilas do

estigma mais longas que as papilas das pétalas.

Os tricomas glandulares aqui descritos podem estar presentes em quaisquer partes
do capitulo, das bricteas as flores. A tnica excegdo € para as papilas, presentes apenas no
apice das pétalas das flores do disco e no estigma, bem como, para os tricomas uncinados,

presentes exclusivamente nas paredes do ovario que originardo as cipselas.

O tricoma glandular do tipo III foi encontrado nas bracteas de todos os individuos
analisados, nas flores do raio e nas do disco em cinco individuos, enquanto nas flores do
raio apenas em trés individuos (Tabela 4). Dos 15 espécimes analisados, nove
apresentaram tricoma glandular do tipo V nas flores do raio, enquanto nas flores do disco

apenas em dois (Tabela 4).

O tricoma tector tipo II pode ser observado nas flores do raio e nas flores do disco
de sete espécimes (Tabela 4). Em outros quatro espécies, o tricoma tector tipo Il estiveram

presentes apenas as flores do raio ou nas flores do disco (Tabela 4).

Em todos os individuos foi possivel observar tricomas tectores do tipo I nas

bréicteas, papilas nas flores do disco e tricomas tectores do tipo III nas cipselas.
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Tabela 4 — Estruturas epidérmicas observadas em componentes do capitulo floral em E. viscosa. 1 —
Tricoma glandular tipo III; 2 — Tricoma glandular tipo V; 3 — Tricoma tector tipo II; 4 — Tricoma tector tipo

II; 5 — Tricoma tector tipo III; 6 — Papila no apice da corola. A presenca ¢ indicada pelo simbolo ‘X’.

Bracteas Flor do raio Flor do disco Cipsela
Individuo

1 4 1|23 |1|2]3]6 5
1.1 X X X X X X
1.5 X X X X X X X
1.10 X X X X X X
1.12 X X X X X X
1.16 X X X X X X
2.7 X X X X X X X
2.16 X X X X X X
2.23 X X X X X X
2.28 X X X X X X X X X
2.36 X X X X X X X X
3.1 X X X X X X X
3.6 X X X X X X X
3.7 X X X X X X X X
3.9 X X X X X X
3.10 X X X X X X X

Fonte: Elaborado pela autora

3.4 Analise dos quimiotipos

Aproximadamente 26,92% dos individuos foram classificados como quimiotipo
trans, uma vez que a quantidade deste componente supera o do cis, com teores varidveis
de 27,28 a 40,09% e 0,43 a 4,84%, respectivamente. Os outros dos espécimes 73,08%
foram classificados como quimiotipo cis, com quantidades do isdmero cis variando de

47,93 a70,72% e do trans de 0 a 5,45% (Tabela 5).
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Tabela 5 — Quantificacdo dos compostos cis-isopinocarveina e trans-pinocarveina expressa em

porcentagem (%) obtida em andlise cromatogréfica utilizando micro extrag@o de fase sélida (SPME) e seus

respectivos piCOS no cromatograma.

SPME
Individuo | Quimiotipo Picos
cis-isopinocarveila | trans-pinocarveila
1.1 trans 0,6 33,07 31
1.5 trans 4,84 39,80 25
1.9 trans - 40,09 25
1.10 trans 0,43 39,50 25
1.12 trans 0,88 33,85 27
1.16 trans 0,65 32,12 28
1.18 trans 0,57 27,28 29
1.3 cis 51,20 10,15 18
1.2 cis 68,46 0 12
1.11 cis 48,05 0 19
24 cis 53,54 6,37 18
2.7 cis 50,02 5,45 17
2.14 cis 50,13 5,86 19
2.16 cis 70,72 5,79 9
2.18 cis 47,93 5,92 19
2.22 cis 53,54 6,37 18
2.23 cis 56,76 6,59 18
2.28 cis 64,52 9,32 12
2.36 cis 52,76 7,84 18
3.1 cis 71,00 12,85 9
34 cis 57,87 10,64 13
35 cis 50,16 11,68 19
3.6 cis 62,15 11,62 12
3.7 cis 67,95 8,85 10
3.9 cis 65,89 14,01 10
3.10 cis 66,57 8,89 9

Fonte: Elaborado pela autora.

3.5 Analise dos Componentes Principais (PCA)

Ap06s andlise dos dados (Apéndice A), foi possivel concluir que a variabilidade

das caracteristicas foliares dos 18 individuos de E. viscosa foi 80,2% explicada por quatro

componentes principais analisados na PCA (Tabela 6), com mais da metade dela (cerca

de 58,82%) representada pelos dois primeiros (componentes 1 e 2).
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Tabela 6 — Componentes Principais (PC) com seus respectivos autovalores e a varidncia referente

individuais e acumuladas na andlise multivariada por componentes principais PCA das caracteristicas

foliares e quimiotipos de 18 individuos.

CP Autovalor | Variincia total (%) Autovalor Variancia total
acumulado acumulada (%)
1 5,810 38,736 5,810 38,736
2 3,013 20,084 8,823 58,820
3 1,856 12,371 10,679 71,191
4 1,351 9,009 12,030 80,200
5 1,005 6,701 13,035 86,900
6 0,766 5,110 13,801 92,010
7 0,514 3,425 14,315 95,434
8 0,265 1,766 14,580 97,200
9 0,179 1,192 14,759 98,392
10 0,105 0,699 14,864 99,092
11 0,065 0,435 14,929 99,527
12 0,046 0,304 14,975 99,831
13 0,020 0,132 14,994 99,963
14 0,005 0,031 14,999 99,995
15 0,001 0,005 15,000 100,000

Fonte: Elaborado pela autora.

As caracteristicas de densidade estomatica da face abaxial, densidade de tricomas

glandulares do tipo I na face adaxial, tricomas glandulares do tipo II e os tricomas de

menor comprimento de ambas as faces foram significativos para explicar a variancia no

componente principal 1, estabelecendo uma correlacio positiva (Tabela 7). Enquanto a

varidvel que influenciou mais fortemente a varidncia do componente principal 2 foi a

classificacdo da margem das folhas em trés categorias.
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Tabela 7 — Contribui¢do para a variagdo dos Componentes Principais (PC) das varidveis das caracteristicas

foliares e quimiotipos de 18 individuos. Com asterisco identificando as caracteristicas com variacdes

significativas.
- Contribuicao do Contribui¢ao do

Fator 1 Fator 2
Quimiotipo 0,264 0,672

Margem -0,437 0,775*

Base 0,048 -0,626
Mesofilo 0,492 0,388
Espessura Paligadico 0,217 0,236
Espessura Esponjoso 0,546 -0,251
Proporcao dos Parenquima -0,530 0,654
Estomatos Adaxial 0,427 -0,538
Estomatos Abaxial 0,716* -0,340
Tricoma Glandular I Adaxial 0,755* -0,140
Tricoma Glandular I Abaxial 0,610 -0,027
Tricoma Glandular IT Adaxial 0,823* 0,494
Tricoma Glandular IT Abaxial 0,876* 0,371
TMC Adaxial 0,871* 0,100
TMC Abaxial 0,915* 0,229

Fonte: Elaborado pela autora.

Nao foi possivel realizar uma distin¢ao clara entre as caracteristicas foliares dos
dois quimiotipos, uma vez que ocorreu a sobreposicao entre estes (Gréfico 1). Entretanto,
ao observarmos o componente principal 2, € possivel verificar tanto o quimiotipo quanto
a margem e a propor¢ao entre parénquimas tiveram uma relacdo positiva, enquanto a base

teve influéncia negativa no mesmo eixo.
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Gréfico 1 — Representacdo grafica da andlise dos componentes principais (PCA) realizada com as

caracteristicas foliares e o agrupamento de 18 individuos realizado com base nos quimiotipos.
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PC 1 (38,74%)

Fonte: Elaborado pela autora.

Os dados das caracteristicas florais (Apéndice B) mostram que a variacdo
encontrada nas 15 amostras foi majoritariamente explicada pelos trés componentes
principais de valores mais elevados (totalizando 86,47%) (Tabela 8), com

aproximadamente 71,17% explicada pelo primeiro e segundo componente.

Tabela 8 — Componentes Principais (PC) com seus respectivos autovalores e a variancia referente
individuais e acumuladas na andlise multivariada por componentes principais PCA das caracteristicas

florais e quimiotipos de 15 individuos.

Fator | Autovalor | Variincia total (%) Autovalor Varianeia total
acumulado acumulada (%)
1 3,055 50,915 3,055 50,915
2 1,215 20,251 4,270 71,167
3 0,918 15,307 5,188 86,473
4 0,434 7,237 5,622 93,710
5 0,287 4,782 5,909 98,492
6 0,090 1,508 5,999 100,000

Fonte: Elaborado pela autora.
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O quimiotipo e a presenca de tricomas glandulares do tipo V nas flores do raio
mostraram-se significativos e com uma forte correlacdo positiva com o componente
principal 1 (ambos acima de 0,85), enquanto a presenca de tricomas tectores do tipo II
neste mesmo tipo de flor influenciou negativamente para o mesmo componente (Tabela
9). Nao houve varidveis que fossem significativas para o componente principal 2,
entretanto os que apresentaram maior influéncia foram os tricomas glandulares tipo V nas

flores do disco (positiva) e do tipo III nas flores do raio (negativa).

Tabela 9 — Contribui¢do para a variagdo dos Componentes Principais (PC) das varidveis das caracteristicas

florais e quimiotipos de 15 individuos. Com asterisco identificando as caracteristicas com variacdes

significativas.
S Contribuicio do Contribuiciao do

Fator 1 Fator 2

Quimiotipo 0.917* 0.125

Tricoma Glandular III Flor do Raio 0.636 -0.653

Tricoma Glandular III Flor do Disco 0,671 -0.546

Tricoma Glandular V Flor do Raio 0.864* 0.362

Tricoma Glandular V Flor do Disco 0.323 0,525

Tricoma Tector II Flor do Raio -0.712* -0.259

Fonte: Elaborado pela autora.

Foi possivel estabelecer uma clara distingdo entre os quimiotipos utilizando
identificacdo dos tricomas nos capitulos (Grafico 2). O componente principal 1, que foi
responsavel por 50,92% das variacOes permitiu identificar uma relacdo negativa entre a
presenca de tricomas tectores do tipo II nas flores do raio com os tricomas glandulares III

e V nas flores do raio e do disco.
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Gréfico 2 — Representacdo grafica da andlise dos componentes principais (PCA) realizada com as

caracterfsticas florais e o agrupamento de 15 individuos realizado com base nos quimiotipos.
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4 DISCUSSAO

A espécie Egletes viscosa € pertencente a tribo Astereae, com divergéncias com
relacdo a classificagdo de subtribo, devido a diferentes relatos na literatura quanto a
diversidade morfolégica (XIAOPING; BREMER, 1993). Entre as caracteristicas foliares
comumente relatadas nesta tribo estd a presenca de géneros com o limbo lirado, como
ocorre em Myriactis e a variacdo da borda das folhas de pinatifida a pinatissecta, como
ocorre em Cyathocline (ZHU et al., 2011), ambos com espécies que possuem
propriedades medicinais (BIHANI; ROJATKAR; BODHANKAR, 2014; BUDHA-
MAGAR; BHANDARI; GHIMIRE, 2020).

A descricao da espécie corroborou com as informagdes da literatura, uma vez que
o género foi descrito como planta herbacea, com folhas alternadas, com formato de
obovado a espatulado, pinatifida, lirada e lobadas (NESOM, 2000; PRUSKI, 2011). As
descricdes das flores e das cipselas também foi corroborada, entretanto, diferentemente
do que foi descrito por Nesom (2000) e Teles (2008) como caracteristica comum ao
género, as flores do disco apresentaram papus, como foi relatado por outros autores

(STAUDT; ALVES; ROQUE, 2017).

Os morfotipos sdo amplamente utilizados para selecdo de caracteristicas prévias
que podem estar associadas, como € o caso da variacdo nutricional das sementes, polpa e
folhas associadas a coloracdo e formato dos frutos de mamao (ADJATIN et al., 2012).
As caracteristicas foliares sdo as mais utilizadas para agrupamento de diversidades
intraespecificas, uma vez quem em plantas ndo estdo em avancado estidgio de
domesticacdo € muito comum a variacdo de forma, 4pice e base do limbo, como ocorre

em espécies de Crassocephalum. (ADJATIN et al., 2012).

A ocorréncia de folhas anfiestomdticas, com estdbmatos anomociticos ja € relatada
em outras espécies de interesse farmacoldgico de Asteraceae (JASINSKI et al., 2014).
Nao ocorreu variagdo da densidade estomatica que gerasse uma distincdo de morfotipos
com base nesses dados, apesar de ser utilizada para a distin¢cdo de taxons (OZCAN;

DEMIRALAY; KAHRIMAN, 2015).

A presenca dos tricomas glandulares tipo I, I, III, IV e tector tipo I, bem como o
glandular V, tectores II e III, encontrados nas folhas e nos capitulos florais ja haviam sido

reportados em Asteraceae e sdo considerados muito importantes para classificacdo
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taxondmica (NARAYANA, 1979; POPE, 1983; RAMAYYA, 1962; WILKINSON,
1979).

Foi possivel utilizar a densidade de tricomas presentes nas folhas para a distingao
de grupos de individuos com base nessa caracteristica isolada, o que ocorre geralmente
quando as plantas sao submetidas a diferentes condicdes de crescimento, como estresse

hidrico ou danos fisicos (GONZALES et al., 2008), embora nio tenha sido o caso.

A ocorréncia de parénquima comprimido ou frouxo e feixes vasculares colaterais
sdo comuns na tribo Astereae (SOLBRIG, 1961). Além disso a identificacdo de drusas de
oxalato de cdlcio no parénquima possui grande valor para a caracterizacdo anatdomica da
espécie, uma vez que tanto a sua morfologia quanto a distribui¢do variam muito dentro

da familia botanica (MERIC, 2009; JASINSKI et al., 2014).

Ocorreu uma grande variacdo na espessura dos parénquimas palicadico e
esponjoso, entretanto pouca variagdo foi observada quando analisada a propor¢do entre
0s mesmos, 0 que também permitiu agrupa-los e distingui-los. Esta mesma observagao
foi relatada a nivel de espécie em Achillea phrygia e A. gypsicola (AKCIN; AKCIN,
2010)

A utilizagdo de caracteristicas foliares (como densidade estomaética e de tricomas)
para a correlagdo com os quimiotipos existentes ndo foi efetiva, apesar tornarem possivel
a diferenciacdo a nivel de espécie, como € o caso de varias espécies do género Baccharis
(MARTINEZ et al., 2018). Porém sua documentacio é relevante para caracterizacio da
identidade da espécie (morfoanatdmica e quimica), tornando possivel a separacdo e
identificacdo a nivel de espécie ou variedades, como foi feito com espécies de Aldama La
Llave & Lex (FILARTIGA et al., 2016), o que poderad ser utilizado para melhoramento e
criacdo de cultivares de interesse agronomico (BOMBO et al., 2012; OLIVEIRA;
BOMBO; APPEZZATO-DA-GLORIA, 2013).

Entretanto, apds realizar as andlises dos componentes principais com as
caracteristicas florais, foi possivel utilizar a presenca dos tricomas glandulares III e V nas
flores do raio e do disco e do tricoma tector II na flor do raio para realizar o agrupamento.
Estas caracteristicas morfoldgicas, em especial os tricomas glandulares, podem ser
utilizadas na identificacdo dos quimiotipos de forma confidvel (quimiotaxia) e sem a

necessidade de andlises quimicas de maior complexidade (SPRING, 2000).
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Tricomas morfologicamente distintos tem um perfil de producdo de compostos
bioquimicos distintos, o que influencia diretamente na classificacdo da planta como um
quimiotipo ou outro. Dois tipos de tricomas foram relatados em folhas de trés espécies de
Doronicum L., com produgdes de compostos distintos, um com maior sintese de
polissacarideos e outro com maior producao de ternoides e flavonoides, cada um com sua

funcdo (MURAVNIK; KOSTINA; MOSINA, 2019).

A identificagdo das estruturas biossintetizantes dos compostos cis-isopinocarveila
trans-pinocarveila é necessdria para validar os caracteres como componentes-chaves de
identificacdo, como foi sugerido com o género Conyza Less. (URDAMPILLETA et al.,
2005). Compostos terpenoides foram identificados dentro de tricomas glandulares, em
orgaos aéreos e subterraneos, de diferentes espécies de Chrysolaena H.Rob. indicando
que estas estruturas sdo responséaveis pela sua producio (APPEZZATO-DA-GLORIA et
al., 2012).

Além disto, a presencga e auséncia de tricomas nas estruturas florais podem ser
utilizados com marcadores para distinguir estas plantas a nivel de espécies dentro do
mesmo género, independente da relacio com a producdo de dleos essenciais. Essas
diferencas foram retratadas em 113 espécies do gé€nero Lessingianthus, onde foi realizado
agrupamento utilizando o método de componentes principais, onde foi possivel distinguir
as espécies deste género usando tricomas observados em estruturas florais (ANGULO;

DEMATTEIS, 2014).

Embora a PCA torne possivel distinguir dois grupamentos matematicamente, um
representando o quimiotipo-frans € o outro o quimiotipo-cis, na pratica essa identificacao
torna-se dificil. Isso ocorre, porque ndo existem caracteristicas distintivas, ou seja, inicas,
para cada grupo, salvo o perfil quimico. Embora a PCA aponte uma relag@o negativa entre
a presenga de tricomas tectores do tipo II nas flores do raio com os tricomas glandulares
IIT e V nas flores do raio e do disco, espécimes pertencentes aos dois quimiotipos, podem
ou ndo conter esses tricomas. Dessa forma, uma unica caracteristica ndo € capaz de
distinguir o quimiotipo. A correlagdo entre morfotipos e quimiotipos pode ser infima em
algumas espécies, de forma que ndo € possivel estabelecer de uma forma clara as
caracteristicas-chaves para inferir informacdes quanto a composicdo bioquimica

(MAROTTT; PICCAGLIA; GIOVANELLI, 1996).
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5 CONCLUSAO

Foi possivel encontrar caracteristicas anatomicas foliares para Egletes viscosa as
quais sdo comuns a outras espécies da tribo. Entretanto, somente tais caracteristicas nao
sdo suficientes para realizar o agrupamento em morfotipos distintos. As flores de ambos
0s quimiotipos -trans e -cis compartilhem diversos tipos de tricomas, a presenca de
tricomas glandulares do tipo II nas flores do raio bem como os tricomas glandulares III e
V, também presentes no raio e do disco, podem ser um forte indicador do quimiotipo da
planta. Entretanto, esses fatores nao devem ser analisados isoladamente. Anélises
histoquimicas e ultraestruturais futuras podem auxiliar na identificacdo das estruturas

produtoras dos compostos quimicos de interesse.
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APENDICE A - TABELA DE DADOS PARA PCA DAS CARACTERISTICAS FOLIARES
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Individuo Quimiotipo Margem | Base | Mesofilo Espessura Espessura Propor¢ao Estomatos | Estomatos Glandulares Glandulares Glandulares Glandulares TMC TMC
Palicadico Esponjoso Parénquima Adaxial Abaxial I Adaxial I Abaxial II Adaxial IT Abaxial Adaxial Abaxial
1.1 0 0 0 0 53,492 51,877 1,045 0,0353 0,0323 3,355 5,736 1,948 6,385 5,411 4,654
1.9 0 0 2 0 59,043 58,967 1,025 0,0279 0,0382 2,381 6,061 2,922 3,355 7,251 6,602
1.12 0 0 1 0 42,507 61,026 0,7 0,051 0,0466 1,623 3,139 2,489 2,922 7,035 8,442
1.16 0 0 1 0 49,497 67,946 0,737 0,0451 0,0407 2,922 3,68 2,165 5,844 5,628 5,087
1.18 0 0 0 0 52,156 50,301 1,055 0,0402 0,0426 2,381 4,87 3,139 7,684 5,195 6,818
1.5 0 2 0 1 38,14 33,153 1,166 0,0358 0,022 2,489 6,926 4,545 6,061 4,978 5,195
24 1 0 1 1 58,605 77,699 0,755 0,0314 0,0377 1,515 4,004 6,926 14,827 9,632 10,823
2.14 1 0 0 1 53,735 68,601 0,793 0,0475 0,0549 6,494 9,524 17,1 38,961 14,394 16,775
2.18 1 0 2 0 47,116 46,373 1,051 0,0309 0,0353 2,273 3,463 6,71 14,069 10,065 7,251
222 1 0 1 0 59,78 61,999 0,992 0,0373 0,0382 2,273 4,654 4,221 10,931 9,416 79
1.2 1 1 0 1 48,795 48,467 1,017 0,0485 0,0422 1,732 3,247 5,736 9,74 9,307 10,823
1.11 1 1 1 0 44,909 60,099 0,753 0,0471 0,0416 4,004 3,68 4,004 7,684 6,169 7,359
1.3 1 2 0 0 44,29 45,352 1,011 0,0255 0,0309 1,191 3,139 6,494 11,364 6,926 5,628
3.4 1 2 0 0 55,065 50,779 1,123 0,024 0,0299 1,407 2,922 5,844 8,658 4,978 7,359
3.5 1 2 0 0 79,331 80,784 1,009 0,0318 0,0333 2,814 3,788 6,277 15,043 6,494 8,874
3.6 1 2 0 1 71,912 61,754 1,201 0,026 0,0372 2,165 3,788 6,602 9,416 7,035 8,225
3.7 1 2 0 0 32,977 28,09 1,217 0,0368 0,0382 1,84 3,463 4,978 8,442 5,087 7,143
3.10 1 2 0 0 52,701 40,942 1,31 0,0338 0,0387 0,974 2,814 3,896 9,091 7,251 6,818

e Em ‘Quimiotipos’ 0 ‘0’ corresponde ao quimiotipo trans e ‘1’ corresponde ao quimiotipo cis;

e Em ‘Margem’ o ‘0’ corresponde a pinatifida, ‘1’ a pinatifida/pinatipartida e ‘2’ a pinatipartida;

e Em ‘Base’ o ‘0’ corresponde a estreita, ‘1’ a média e ‘2’ a larga;

e Em ‘Mesofilo’ o ‘0’ corresponde ao frouxo e ‘1’ ao compacto;



APENDICE B — TABELA DE DADOS PARA PCA DAS CARACTERISTICAS FLORAIS

Individuo

Quimiotipo

Glandular ITI
Flor do Raio

Glandular ITI
Flor do Disco

Glandular V
Flor do Raio

Glandular V
Flor do Disco

Tector 11
Flor do Raio

Tector 11
Flor do Disco

1.1
L5
1.10
1.12
1.16
2.7
2.16
223
2.28
2.36
3.1
3.6
3.7
39
3.10
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Em ‘Quimiotipos’ o ‘0’ corresponde ao quimiotipo frans € ‘1’ corresponde ao quimiotipo cis;

Nas demais caracteristicas o ‘0’ corresponde a auséncia e ‘1’ a presenga;
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