UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

L ey
/ 1;“‘- P
s

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BOTANICA

/
f
=

(5]

Anatomia e histoquimica foliar em populacdes de cravo-vermelho-do-campo (Trichocline

macrocephala Less. — Asteraceae)

Dissertagao de Mestrado

Aline de Mello Zevieski

Porto Alegre
2019



ATy,
& LT
110 E‘.-.«rf

Q.‘o UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL /=
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

. ]..'Il.fn
0= Mg o
-] ol

dfﬂ"_.-;ul’.‘ o

o

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BOTANICA s

_,_
=
C

Anatomia e histoquimica foliar em populagdes de cravo-vermelho-do-campo (Trichocline

macrocephala Less. — Asteraceae)

Aline de Mello Zevieski
Orientador: Prof°. Dr° Geraldo Luiz Gongalvez Soares
Co-orientadora: Prof®. Dr” Mara Rejane Ritter
Banca examinadora: Prof®. Dr’. Alice Pita Barbosa
Prof®. Dr”. Rosy Mary dos Santos Isaias

Prof®. Dr’. Tatiana Teixeira de Souza Chies

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Botanica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul como um dos requisitos para

obtengdo do grau de mestre em Botanica.

Porto Alegre

2019



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia, meus pais Zelindra e Aloise e meu irmdo Alan
por todo suporte principalmente emocional durante essa caminhada. Ao Matheus, uma pessoa
muito especial que sempre esteve ao meu lado contribuindo para que superasse os obstaculos e
concretizasse esse grande sonho em me tornar mestre em Botanica.

Ao professor Geraldo e a professora Mara que me orientaram durante o mestrado
compartilhando comigo grandes ensinamentos ndo somente académicos mas também morais. A
todos os colegas do PPG Botdnica da UFRGS pela troca de conhecimento e pelos momentos de
descontracgao.

Agradeco carinhosamente a professora Rosy Isaias, o professor Fernando Vale e todos os
alunos do laboratdério de Galhas da UFMG, pelo acolhimento e pela ajuda com o desenvolvimento
das atividades de anatomia vegetal.

Aos funcionarios da Fepagro/RS Gilson, Goretti e André que sempre nos receberam
atenciosamente na unidade de Viamdo e também na sede da instituicdo em Porto Alegre
contribuindo inclusive com a analise e interpretacdo de solo dos locais estudados.

A administracdao do Autédromo Internacional de Taruma que forneceu autoriza¢do para
gue pudéssemos acessar a area com objetivo de monitorar e coletar material vegetal para este
estudo.

Agradeco também aos proprietarios dos locais de coletas de Jaquina/RS com quem
certamente criamos vinculos ndo somente académico mas também afetivo em vista da calorosa

recepgdo sempre que visitavamos os locais.



"Todo mundo ¢é um génio. Mas se vocé julgar um peixe
pela sua habilidade de subir em drvores,
ele viverd o resto de sua vida acreditando que é um idiota"

Albert Einstein



SUMARIO

RESUIMO ...ttt ettt ettt sttt b e s bt e bt st e bt e sate s b e e sae e e bt e sh et et e e saeeeaseesmeesmneenneenneeneenan 7
AAB ST RACT .ttt ettt et e e e ettt et e e e e e e s e s e b et aeeeeeeeeeesa s bbb te et e eeae e e e e e abnebeeeeeeeeseeeannanrreaeaes 8
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt sttt e st a et et et et et e seese et et et e te st eteseesesae et et e s eseeteseeseseeneans 9
2. MATERIAL E METODOS
B R Koo | I [l o] =] & T TSPV 12
B A 0] 1= - T TPV PP PPTRTOTSROP 14
2.3 Analise micromorfoldgica foliar.......ccuii i iiiiiii et e e 14
2.4 Analise histoqUIMICa FOlIAT.......ccciiee ittt e e e 15
2.5 ANALISE A SOI0....eiuiieiie et st ere s 16
3 RESULTADOS
3.1 Analise micromorfoldgica foliar.......couiiiiiiiiei et 18
3.2 Analise histoquIMICa fOlIar......ccccuiiiiii e e 23
4 DISCUSSAO
4.1 Analise micromorfoldgica foliar........uuciiii i e e 30
4.2 Analise histoqUIMICa fOlAr........oci ittt et e e e etae e e e enes 32
4.3 ANBLISE 08 SO0... ettt et ettt et st st sh bt ettt e be et et eeaes 34
5 CONCLUSOES. .....vuteiaientietctee ettt ettt 35

B REFERENCIAS. ... et e e e et e e et e e e e e e e eee et eee e e eaeeeeeneeeeeneeneeneeneeeeenseeeneeeseeseeseeeeaseseessenseseenaens 35



LISTA DE FIGURAS, TABELAS E QUADRO

Figura 1 - Mapas da classificacdo Climatica de Koeppen, temperatura média anual e precipitag

anual para as areas de Jaquirana € Viama0o - RS. ......oiiiiiiiiiiiiieec ettt 12
Figura 2 - Locais de coleta. A-Autédromo B- Fepagro C- Firma Tainhas D- Faxinal dos
o] [V T L PP PP PSPPI 14
Figura 3 - Variacdo morfolégica das folhas de Trichocline macrocephala da populagdo do
Y01 Yo [ o o oo T 18
Figura 4 - Box-Plot das analises morfoldgicas para comprimento e largura foliar para as quatro
populacdes de Trichocline MACIOCEPNAIA. .............cccuvveeiieiieeee et eraae e e s staee e eanes 19
Figura 5 - Dissociacdo epidérmica de folhas de Trichocline macrocephala com representantes das
(o (U1 go R oToT o V| F-olo T AU Lo F- o F- USRI 20
Figura 6 - Detalhe da face adaxial mostrando cuticula espessa formando flanges cuticulares

Figura 7- Box-Plot das andlises micromorfométricas para as quatro popula¢cdes de Trichocline
Lo Tol o Yol =3¢ o Lo | Lo DU 22
Figura 8 - Se¢des transversais do mesofilo para as quatro populagdes estudadas.......ccccccvveerercirennnn. 23
Figura 9 - Secc¢Oes transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes
histoquIMicos - POPUIACE0 AUTOAIOMO.......ciieiiiiiieeciiiie e ettt e eecre e e eeetreeeeeeetreeee e e aseeeeennsseaeesnraeaaans 26
Figura 10 - Secgdes transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes
1T feTo [U1fg g1 ol T adoY o JU] = [or-To a1 =T o T- =4 o J SRR PSR 27
Figura 11 - Secgdes transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes
histoquimicos - Populagdo Faxinal dos PEIUCIOS. .......cccuuuiiiiiiiiiie ettt e e e e e arae e 28
Figura 12 - Sec¢Ges transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes
histoquimicos - POPUlagao Firma TaiNNas..........cociiii ittt e et e e e araeas 29

Tabela 1 - Andlise bdsica do solo para os quatro locais de coleta da Trichocline
0T Tol o Yor=T ] ¢ o] o RS SUEURURS 16
Tabela 2 - Andlise de micronutrientes do solo para os quatro locais de coleta da Trichocline
Lo Tol o Yol =3 e o Lo | Lo F USRS 16
Tabela 3 - Interpretagdo dos niveis de fertilidade do solo para os quatro locais de coleta da
LEg Lol loTol[Ts 1= aqTe ol foTol=d ) s Lo T o TORN U 17
Tabela 4 - Resultado da PERMANOVA indicando diferengas morfoldgicas foliares entre as populagdes
(o TSI g Tol g ToTol |1 1= o gT- Tol o Tol=T o] o - - ISR 18
Tabela 5 - Densidade estomatica (mm?) nas faces abaxial e adaxial encontradas nas folhas de
Trichocline macrocephala nas populagdes estudadas.........ccuveereiciiiieiiciiiee e 19
Tabela 6- Resultado da PERMANOVA indicando diferencgas foliares anatdmicas entre as populagées
de Trichocline  macrocephala do  Autédromo em relacido as populagcbes de
o U 1 =T o T PSSO P PP PP PPSUPPUOP 22

Quadro 1 - Anadlises histoquimicas foliares de Trichocline macrocephala nas popula¢des estudadas. +
Reacdo positiva para o metabdlito; - Reagdo negativa para o metabolito......cccccveeveeccieiiicccieneccen, 25



RESUMO

Trichocline macrocephala, o cravo-vermelho-do-campo, pertence a tribo Mutiseae, familia
Asteraceae, é utilizada popularmente como medicinal no sul do Brasil e estda na Lista das Plantas
Ameacadas de Extincdo do Rio Grande do Sul. Ocorre em campos limpos e sujos, rochosos ou
arenosos, bordas de florestas e até mesmo em areas antropizadas com solo exposto, em beiras de
estradas. Ndo se conhece estudos morfoldgicos com esta espécie, até o momento. O objetivo deste
trabalho foi estudar a micromorfologia e histoquimica foliar de quatro popula¢des de Trichocline
macrocephala, empregando técnicas usuais de anatomia vegetal. Foram coletadas folhas em duas
populagdes localizadas no municipio de Jaquirana (Firma Tainhas e Faxinal dos Pellcios), e em duas
outras no municipio de Viamao (Autédromo e Fepagro), inseridos no Bioma Mata Atlantica e Pampa,
respectivamente, ambos no Rio Grande do Sul. Foram medidas a espessura do mesofilo, da cuticula
na face adaxial, da epiderme nas faces abaxial e adaxial, do parénquima paligadico, do parénquima
esponjoso. Para a analise histoquimica, folhas de cinco individuos de cada populacdo foram
submetidas aos seguintes testes: azul de bromofenol para detec¢do de proteinas, reagente de Lugol
para amido, cloreto férrico para derivados fendlicos, Sudan red B para derivados lipidicos, reagente
de Dragendorff para alcaldides, alfa-naftolparafenileno diamina (NADI) para terpendides,
floroglucina em meio acido para lignina e dimetilaminocinamaldeido (DMACA) para flavondides. As
anadlises morfoldgicas e anatdmicas mostraram que ndo houve diferenca estatistica entre as duas
populagdes localizadas no municipio de Jaquirana. Em relagdo a descricdo anatémica, encontraram-
se folhas anfiestomaticas, com estdmatos do tipo anomociticos na face adaxial, no mesmo nivel das
células epidérmicas, mesofilo dorsiventral, nervura central com feixe colateral e colénquima lamelar
e lacunar. Diferencas estatisticas foram encontradas nas analises realizadas na espessura da cuticula,
da epiderme adaxial, do parénquima esponjoso e também na largura e no comprimento foliar entre
as popula¢des de Jaquirana e Viamao. A analise histoquimica evidenciou que ndo houve diferenca
qualitativa entre as populagdes, entretanto, detectaram-se alcaloides no parénquima pali¢adico e
esponjoso em todas as populagdes. Este é um resultado inédito, uma vez que até o momento, ndo ha
registro na literatura sobre a ocorréncia destes compostos para a tribo Mutisiae. As analises
micromorfoldgicas permitiram detectar diferencas entre as populagGes e a analise histoquimica

apontou a ocorréncia de alcaloides nos exemplares das populagées estudas nos dois municipios.

Palavras-chave - Compositae - Mutisiae - micromorfometria - alcaldides - metabdlitos secundarios



ABSTRACT

Trichocline macrocephala, the "cravo-vermelho-do-campo"”, belongs to the Mutiseae tribe,
family Asteraceae, is popularly used as a medicinal plant in southern Brazil and is on the Rio
Grande do Sul List of Endangered Plants. It occurs in rocky or sandy grasslands with or without
the presence of trees and shrubs, forest edges and even in anthropized areas with exposed soil
at roadsides. There are no known morphological studies with this species so far. The aim of this
research was to study the micromorphology and leaf histochemistry of four populations of
Trichocline macrocephala, using usual techniques of plant anatomy. Leaves were collected from
two populations located in the municipality of Jaquirana (Firma Tainhas and Faxinal dos
Pelucios), and in other two from the municipality of Viamado (Autédromo and Fepagro), inserted
in the Mata Atlantica and Pampa Biomes, respectively, both in Rio Grande do Sul. The thickness
of the mesophyll, the cuticle on the adaxial surface, the epidermis on the abaxial and adaxial
surfaces, the palisade parenchyma and the spongy parenchyma were measured. For
histochemical analysis, leaves from five individuals from each population were subjected to the
following tests: bromophenol blue for protein detection, Lugol starch reagent, ferric chloride for
phenolic derivatives, Sudan red B for lipid derivatives, Dragendorff alkaloid reagent, alpha-
naphthol paraphenylenediamine (NADI) for terpenoids, phloroglucinol in acid medium for lignin
and p-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA) for flavonoids. The morphological and anatomical
analyses showed that there was no statistical difference between the two populations located in
the city of Jaquirana. Regarding the anatomical description, amphistomatic leaves were found,
with anomocytic stomata on the adaxial surface, at the same level as the epidermal cells,
dorsiventral mesophyll, midrib with collateral vascular bundle and lamellar and lacunar
collenchyma. Statistical differences were found in the analyses performed on cuticle thickness,
adaxial epidermis, spongy parenchyma, and leaf width and length between Jaquirana and
Viamado populations. Histochemical analysis showed that there was no qualitative difference
between the populations, however, alkaloids were detected in the palisade and spongy
parenchyma in all populations. This is an unprecedented result, as to date there is no record in
the literature about the occurrence of these compounds for the Mutisiae tribe. The
micromorphological analyses allowed to detect differences between the populations and the
histochemical analysis showed the occurrence of alkaloids in the populations studied in both

municipalities.

Keywords - Compositae - Mutisiae - micromorphometry - alkaloids - secondary metabolites



1. INTRODUCAO

Asteraceae possui cerca de 24.000 — 30.000 espécies descritas, distribuidas em 1.600-1.700
géneros no mundo, exceto na Antdrtica. E reconhecida facilmente por apresentar inflorescéncias do
tipo capitulo envolto por bracteas, pela fusdo das anteras em torno do estilete formando um anel e
pelo fruto do tipo cipsela, acompanhado de um conjunto de apéndices apicais denominado de papus
(Funk et al. 2009).

Segundo a Flora do Brasil 2020 em construcdo (2019) cerca de 592 espécies representam a
familia no estado do Rio Grande do Sul. Ainda de acordo com Boldrini (2009) Asteraceae é a familia
com maior diversidade onde cerca de 40 taxons estdo classificados com algum grau de ameaca.

No estado do Rio Grande do Sul, é a familia com maior diversidade possui cerca de 40
tdxons classificados com algum grau de ameaca (Boldrini 2009) sendo representada atualmente por
592 espécies, segundo a Flora do Brasil 2020 em construgao (2019 ).

A familia possui grande importancia econ6mica, sendo utilizada para os mais diversos fins
como, por exemplo: alimento (Lactuca sativa L., Cynara scolymus L.), matéria prima para producdo
de vernizes, tintas e plasticos (Helianthus tuberosus), matéria prima para producdo de adogante
dietético (Taraxacum officinale L.), matéria prima para medicamentos (Artemisia annua L.), matéria
prima para inseticidas (Tanacetum cinerariifolium (Trev.) Sch. Bip), fonte alternativa de latex para
fabricacdo de borracha (Parthenium argentatum A. Gray). Além disso, apresenta muitas espécies
utilizadas como ornamentais (Simpson 2009). Muitas espécies da familia também se destacam pelo
potencial medicinal como por exemplo, Jungia floribunda Less. (Dujak, Lopez, Delmas & Araujo
2010), Ophryosporus meyen (Plos, Sancho & lharlegui 2011), Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray (Duarte & Empinotti 2012), Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch.Bip. ex Walp. (Duarte &
Silva 2013), Calea serrata Less, (Camilotti et al. 2014), Baccharis pentaptera (Budel et al. 2015)
Tanacetum vulgare (L.) (Guerreiro et al. 2016), Bidens pilosa L. (Saa , Silva & Randau 2017), Solidago
chilensis Meyen (Souza et al. 2018) e Trichocline macrocephala (De Borba et al. 2019).

O género Trichocline estd inserido na tribo Mutisieae, subtribo Mutisiinae e esta
representado por cerca de 22 espécies, com distribuicdo desde o sul do Peru até a Argentina central,
Chile e oeste da Australia. S3o caracteristicas da tribo Mutisieae: habito herbaceo acaulescente, a
presenca de inflorescéncia em escapos monocefalicos, flores do raio pistiladas com estaminddios,
lobos do estilete curtos e papilosos, cipsela com 4pice truncado, tricomas 2-4-seriados inflados no
apice e distribuidos em toda a extensdo (Pasini & Ritter 2012).

Entre as seis espécies de Trichocline citadas por Pasini & Ritter (2012) para o Rio Grande do
Sul, destaca-se T. macrocephala Less., denominada popularmente por cravo-vermelho-do-campo, que

apresenta capitulos de grandes dimensdes (1,5-3,5 cm de comprimento por 4-6 cm de didmetro) sendo



facilmente reconhecida por possuir corolas das flores do raio vermelhas a alaranjadas e xilopddio.
Habitam as mais diversas fisionomias vegetacionais como campos limpos e sujos, rochosos ou
arenosos, bordas de florestas e até mesmo dreas antropizadas com solo exposto em beiras de
estradas. Os individuos podem ocorrer isolados em meio a vegetacdo campestre, o que torna essa
espécie rara em algumas localidades onde foi coletada. Ocorre na Argentina e no Brasil nas regides
Sudeste (Sdo Paulo) e Sul (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). No estado do Rio Grande do Sul
distribui-se nos Biomas Mata Atlantica e Pampa, nas regioes fisiograficas do Alto Uruguai, Campos de
Cima da Serra, Depressdo Central, Encosta do Sudeste, Encosta Inferior do Nordeste, Planalto Médio e
Serra do Sudeste (Pasini & Ritter 2012).

A Lista das Espécies da Flora do Rio Grande do Sul, elaborada em 2002 e oficializada através
do Decreto estadual n? 42.099, publicado em 1/01/2003 (Rio Grande do Sul 2003), apontou pela
primeira vez que Trichocline macrocephala encontrava-se na categoria EN (em perigo). A espécie se
manteve nesta categoria (EN - B2ab (iii)) na ultima lista elaborada em 2014, a qual foi publicada sob
Decreto n? 52.109, de 10 de dezembro de 2014 (Rio Grande do Sul 2014).

Além de apresentar potencial ornamental, Cabrera & Klein (1973) e Zardini (1975) citam o
uso das raizes de Trichocline macrocephala na medicina tradicional para problemas relacionados aos
rins. Amorim (2010) afirma que é uma das espécies mais citadas na regido da Coxilha Rica, SC, para
afeccGes pulmonares, ou "pontadas". No Rio Grande do Sul, Borba (2017) realizou um trabalho
etnobotanico na regido dos Campos de Cima da Serra, confirmando a utilizacdo do drgdo
subterraneo (xilopddio) para problemas respiratorios pela populacdo local. Citou ainda cumarinas
como produtos principais presentes nos xilopddios da espécie, corroborando o uso medicinal que a
comunidade faz.

Metabdlitos secundarios desempenham papéis ecoldgicos importantes atuando na
protecdo contra herbivoros (Wink 2018, Zaynab et al. 2018) e estresses abidticos (hidrico, luminoso,
nutricional entre outros) (Yang et al. 2018, Takshak & Agrawal 2019); atrativos de animais para
polinizacao e dispersdo de semente (Song et al. 2018) e como agentes na competicdo interespecifica
(Dias, Nozari & Santarém 2017). Dividem-se em trés grupos: compostos fendlicos, terpenos e
compostos nitrogenados e podem ser encontrados em diversos érgdos vegetais, porém muitos sao
restritos a determinados grupos taxonémicos.

A producdo de metabdlitos secundarios pelas plantas pode variar em virtude de alguns
fatores ambientais como temperatura (Huang et al. 2012), disponibilidade hidrica (Yadav et al. 2014),
radiacdo ultravioleta (Lavola et al. 2000), nutrientes (Lattanzio et al. 2009), altitude (Spitaler et al.

2006), poluicdo atmosférica (Stiling & Cornelissen 2007), indugdo por acdes mecanicas ou de
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patégenos (Jacobo-Veldzquez, Gonzdlez-Aguero & Cisneros-Zevallos 2015), sazonalidade (Gomes et
al. 2017) e ritmo circadiano (Kim et al. 2017).

A presenca desses metabdlitos secundarios bem como sua localizagdo nos tecidos vegetais,
podem ser identificadas com analises histoquimicas (Ventrella et al. 2013). Esse tipo de analise é
considerada uma ferramenta importante para a deteccdao de compostos que podem ser utilizados
com potencial farmacolégico (Costa & Proenga da Cunha 2000; Figueiredo 2007; Silva & Porto 2014).
Rodrigues das Doéres (2007) afirma que esse tipo de andlise também contribui sob o ponto de vista
ecolégico e econGmico, pois através do reconhecimento de compostos quimicos existentes na planta
(os quais podem ser alterados de acordo com variaveis ambientais) é possivel selecionar areas,
substratos e condi¢Ges de cultivo adequadas, agregando assim, maior qualidade ao produto ou
subproduto para fins agro-farmacéuticos.

Os metabdlitos secunddarios com maior ocorréncia em Asteraceae em ordem decrescente
sdo: flavondides, poliacetileno, sesquiterpenos, monoterpenos, diterpenos, cumarinas, triterpenos e
benzofuranos (Funk 2009). Entretanto, segundo Hernandez, Katinas & Arambarri (2015), a
histoquimica é relativamente desconhecida para a familia Asteraceae.

Adicionalmente a técnicas histoquimicas, andlises micromorfométricas também podem
indicar que diferencas encontradas em tecidos foliares sugerem adaptac¢des ecoldgicas sofridas pela
planta (Metcalfe & Chalk 1983). A folha é o 6rgdo vegetal mais exposto ao ambiente e,
consequentemente, o que mais se modifica para se aclimatar a diferentes condicdes ambientais
(Fahn 1986; Dickison 2000; Elias et al. 2003).

Além disso, andlises micromorfométricas podem contribuir para detectar diferenciacdo
interespecifica como por exemplo, os realizados por Pacifico et al. (2019) que utilizou-se de analises
anatOmicas para comparar e identificar uma nova espécie de Trembleya e Cabral, Melo Junior &
Matilde-Silva (2018) também afirmam que esse tipo de estudo contribui para resolu¢do de
problemas taxonémicos.

Diante da importancia atribuida a essa espécie, tanto medicinal quanto ornamental, seu
grau de ameaga e devido a auséncia de estudos anatomicos e histoquimicos, uma analise
micromorfométrica e histoquimica é de extrema relevancia para contribuir com trabalhos futuros
gue visem sua preservacdo. Neste contexto, este estudo objetivou caracterizar a anatomia e a
histoquimica foliar de populag¢des de Trichocline macrocephala ocorrentes em dois municipios do Rio

Grande do Sul.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Locais de coleta

A coleta do material botanico foi realizada em quatro popula¢des diferentes, sendo duas

pertencentes ao municipio de Jaquirana (nos distritos de Faxinal dos Pellcios e Firma Tainhas) e

outras duas em Viamado (nas dreas do Autddromo Internacional de Taruma e da Fundagdo Estadual

de Pesquisa Agropecuaria — FEPAGRO), ambos municipios localizados no estado do Rio Grande do Sul

(Figura 1).
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Figura 1 - Mapas da classificagdo Climatica de Koeppen, temperatura média anual e precipitagdo anual para as areas de

Jaquirana e Viamao - RS.

Disponivel em: < http://atlas.fee.tche.br/rio-grande-do-sul/socioambiental/clima/

As populagdes de Trichocline macrocephala

existentes em Jaquirana ja haviam sido

identificadas no estudo anteriormente realizado por Borba (2017), e as populagdes de Viamao foram

encontradas durante visita a Unidade da Fepagro para observacdo das espécies vegetais ali

ocorrentes.
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O Municipio de Jaquirana (Figura 1) estd localizado no extremo Nordeste do RS, na regido
geomorfolégica denominada “Campos de Cima da Serra”, com altitude média de 920m (Latitude
28953'05"S Longitude: 502 21' 28" W). Sua fisiografia se caracteriza por uma planicie elevada, de
relevo suave e com recortes profundos de origem erosiva fluvial. O substrato, de origem vulcanica, é
de composic¢do riodacitica a riolitica (Roisenberg & Viero 2000), originando solos imaturos. Pertence
ao Bioma Mata Atlantica, o qual é caracterizado por grandes extensdes de campos mesclados com
mata de araucdria (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) e turfeiras. Alta precipitacdo
pluviométrica, clima frio e altitudes elevadas sdo caracteristicas marcantes da regido a qual segundo
a Classificagdo Climatica de Koeppen é classificada como CFb (sempre Umido, verdo ameno) (Pessoa
2017) (Figura 1). A populacdo de Trichocline macrocephala localiza-se no Distrito de Faxinal dos
Pelucios, com altitude média de 755m e distante cerca de 13,9km da sede do municipio (Figura 2). A
populagdo do Distrito de Firma Tainhas localiza-se em uma altitude média de 874m e distante cerca
de 51,7km da sede do municipio (Figura 2).

Distante aproximadamente 260km de Jaquirana, o municipio de Viamao (Figura 1)
comporta as outras duas populagdes deste estudo. Apresenta altitude média de 111m e localiza-se
na regido metropolitana de Porto Alegre (Latitude: 302 04' 52" S Longitude: 512 01' 24" W). As duas
populacdes estdo inseridas no Bioma Pampa, o qual segundo Boldrini (2009) apresenta ampla
diversidade vegetal em virtude da pluralidade de fatores abidticos como clima, solo e manejo. Os
campos desse Bioma sdo formados por solos rasos (basaltico e pedregoso) e associados ao estresse
hidrico devido a baixa retencdo de umidade, sendo classificado como CFa (sempre Umido e verdo
qguente) (Pessoa 2017) (Figura 1). A primeira populagdo esta situada em area pertencente a Fundagdo
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (Fepagro) e a segunda encontra-se na area do Autédromo
Internacional de Taruma, ambas com altitude média de 50m (Figura 2). Importante ressaltar que,
embora os locais apresentem cerca de 1km de distancia, foram considerados como populagdes
diferentes pelo fato de nas primeiras visitas, se observar diferencas morfoldgicas marcantes nos

individuos, principalmente em relagao ao tamanho dos espécimes.
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Figura 2 - Locais de coleta. A-Autédromo B- Fepagro C- Firma Tainhas D- Faxinal dos Pelucios

2.2 Coleta
As autorizagOes de coleta nas regiGes foram concedidas pelo SISBIO (n. 23071-8) e SEMA
(oficio 156/2017-DUC).
Os materiais testemunho estdo depositados no Herbario ICN da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul sob n2 tombo: ICN 193043 (Faxinal dos Pelucios, Jaquirana), ICN 193044 (Firma
Tainhas, Jaquirana), ICN 197769 (Fepagro, Viamao) e ICN 197868 (Autédromo, Viam3ao).

2.3 Analise micromorfoldgica foliar

Devido a caracteristica acaulescente deste género, foram escolhidas as folhas mais basais
para realizacdo tanto da andlise micromorfoldgica quanto histoquimica.

Medidas de largura, comprimento e espessura das folhas foram feitas em campo com auxilio
de um paquimetro (n = 170 folhas; 5 por individuo, total de 7 individuos por populagao).

Foram coletadas amostras apenas da regido internervural na por¢cdo mediana de folhas
sadias e completamente expandidas (n= 20 folhas; 1 por individuo, total de 5 individuos por
populagdo), cortadas em fragmentos de 2cm? e imediatamente fixadas em (Karnovsky 1965) por 48h.

Posteriormente, transferiram-se as amostras para etanol 70% até o emblocamento (Johansen 1940).
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As amostras foram desidratadas (etanol 96%, dois banhos de 60 minutos cada, etanol
absoluto, 3 banhos de 60 min. cada), infiltradas (isoamilacetato, um banho de 45 minutos e dois
banhos de 90 minutos), incluidas (Paraplast, trés banhos de 12 horas) e montadas em blocos
(adaptado de Alvarez, Encina & Pérez 2009). Tanto para inclusdo quando para montagem dos blocos
utilizou-se Paraplast Plus (Sigma). Durante as etapas de desidratacdo até a inclusdo, as amostras
foram submetidas a ciclos de vacuo para retirada do ar. As amostras foram seccionadas em
micrétomo Reichert-Jung (20um), aderidas as laminas com adesivo de Bissing, desparafinadas (Kraus
& Arduin 1997), coradas com safranina e azul de astra (1:9, v/v) (Bukstch 1972, modificado para
0,5%) e montadas em verniz (Paiva et al. 2006). Os registros fotograficos foram feitos em
microscopio Leica DM 2500 LED.

Foram selecionados dois cortes por individuo e, para cada corte,determinaram-se trés
quadrantes para realizar a medigdo das varidveis micromorfométricas, totalizando assim 30 medidas
por individuo (150 por populagdo). As medidas foram realizadas com o software AxioVision LE (Carl
Zeiss Microlmaging, Jena, Germany).

Os seguintes parametros anatémicos foram avaliados: espessura do mesofilo, da cuticula
na face adaxial, da epiderme nas faces abaxial e adaxial, do parénquima pali¢cadico, do parénquima
esponjoso. Para o célculo da densidade estomatica, fragmentos de cinco folhas de cinco individuos
(n=25 folhas)(2 cm?) foram colocados em agua sanitaria (50%) por 24 horas ou até o desprendimento
da epiderme. Os fragmentos foram corados com safranina e montados em ldminas. Para cada folha
observou-se 10 campos aleatdrios, sob aumento de 400 vezes (cada campo de visdo com 3,14mm?),
para determinar densidade estomatica, totalizando 100 contagens (50 face abaxial e 50 face adaxial)
para cada populagdo e calculou-se a média.

Estatisticamente os dados foram transformados e comparados através de Analise

PERMANOVA utilizando o Programa R.

2.4 Analise histoquimica foliar

Cinco folhas foram coletadas aleatoriamente por populagdo (1 folha por individuo, total de
5 individuos) e acondicionadas em sacos plasticos (duplos) com uma pequena quantidade de dgua e
levadas ao laboratério. Amostras da regido mediana internervural dessas folhas sadias e
completamente expandidas foram seccionadas transversalmente a mao livre com lamina de aco e
submetidas aos seguintes testes histoquimicos: azul de bromofenol para detec¢do de proteinas
(Mazia et al. 1953), reagente de Lugol para amido (Berlyn & Miksche 1976), cloreto férrico para
derivados fendlicos totais (Johansen 1940), floroglucina em meio 4acido para lignina,

dimetilaminocinamaldeido (DMACA) para flavondides (Feucht 1983), Sudan red B para derivados
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lipidicos totais (Pearse 1985), reagente de Dragendorff para alcaldides (Yoder & Mahlberg 1976) e
alfa-naftolparafenileno diamina (NADI) para terpendides (David & Carde 1964). Os controles foram
feitos com as seccOes sem qualquer tratamento e os resultados foram classificados como presentes
(+) ou ausente (-).

Os resultados positivos foram fotografados em microscépio Leica DM 2500 LED.

2.5 Anélise de solo
Para analise do solo foram escolhidos dez pontos aleatdrios em cada local de ocorréncia
das populac¢des de Trichocline macrocephala. Com ajuda de um trado foram coletadas amostras com
cerca de 20 cm de profundidade. Apds o término da coleta, as amostras de solo foram misturado em
um balde e deste retirado aproximadamente 500 gramas para andlise. O mesmo procedimento foi
realizado para as quatro populagées. O material foi analisado e interpretado pelo Laboratério de
Quimica Agricola da Fepagro (Porto Alegre/RS) de acordo com Comissdo de Quimica e Fertilidade do

Solo (CQFS) (2016).

Andlise basica

------- CTC---------
Amostra P K Arg MO pH SMP Al Ca Mg H+Al pH7 Efetiva
-mg/dm3- ----- Y%o-—-—- e cmolc/dm? ——-mmeeeeeee
Autdédromo 1,5 47,0 29,0 2,2 51 5,7 1,2 1,8 1,1 6,2 9,2 4,3
Fepagro 1,5 100,0 34,0 2,1 4,9 5.7 1,0 1,5 1,2 6,2 9,1 4,0
Firma Tainhas 7,8 208,0 31,0 3,7 5,0 5,0 2,1 5,3 2,8 13,7 22,4 10,8

Faxinal dos Peltcios 3,1 167,0 36,0 4,2 4,7 4,7 3,2 2,4 1,4 19,4 23,7 7,4
Tabela 1 - Anélise basica do solo para os quatro locais de coleta da Trichocline macrocephala. CTC - capacidade de troca de

cations; SMP - método utilizado na avaliagdo da acidez potencial do solo (Shoemaker et al., 1961).

Micronutrientes

Sat CTC Sat CTC

efetiva pH7 RelagGes
Amostra B Zn Cu Mn Na Fe Na Al Bases Ca/Mg Ca/K  Mg/K
Mg/dm’ [— Py %
Autédromo 0,5 2,4 06 110 100 0,1 10 281 33,2 1,6 15,0 9,2
Fepagro 0,0 0,8 0,8 12,5 9,0 0,1 1,0 25,0 32,7 1,3 5,9 4,7
Faxinal dos Pelucios 0,0 1,5 1,7 36,0 5,0 0,3 03 43,0 18,0 1,7 5,6 3,3
Firma Tainhas 0,0 1,8 1,1 690 5,0 03 0,2 195 38,5 1,9 10,0 53

Tabela 2 - Analise de micronutrientes do solo para os quatro locais de coleta da Trichocline macrocephala. CTC -

capacidade de troca de cations (Shoemaker et al., 1961).
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Autédromo Fepagro Faxinal dos Firma

Peltcios Tainhas
Atributo Nivel do Atributo----------------------
pH Baixo Baixo Baixo Baixo
Argila Classe 3 Classe 3 Classe 3 Classe 3
MO Baixa Baixa Média Média
CTCpH 7 Media Média Alta Alta
Foésforo Baixo Baixo Baixo Médio
Potassio Médio Alto Alto Alto
Calcio Baixo Baixo Médio Alto
Magnésio Alto Alto Alto Alto
Saturagdo por Al Alto Alto Alto Alto
Cobre Alto Alto Alto Alto
Zinco Alto Alto Alto Alto
Boro Alto Baixo Baixo Baixo
Manganés Alto Alto Alto Alto
Ferro Baixo Baixo Baixo Baixo

Tabela 3 - Interpretagao dos niveis de fertilidade do solo para os quatro locais de coleta da Trichocline macrocephala.



3 RESULTADOS
3.1 Analise micromorfolégica foliar
Observou-se uma grande variagdo morfoldgica foliar entre os espécimes da populacdo de T.

macrocephala encontrada no Autédromo em Viamado (Figura 3), o que ndo foi observado nas

populagdes de Jaquirana.

Figura 3 - Variagdo morfoldgica das folhas de Trichocline macrocephala da populagdo do Autédromo.

Andlises estatisticas evidenciaram que ha diferencas significativas entre as populagcdes

(Tabela 4) para os caracteres medidos (comprimento e largura foliar) .

Pairs Df SumsOfSqs F. Model R2 p.value p.adjusted sig
AvsF 1 67.945675 71.5774964 0.512815448 0.001 0.006 *
Avs FP 1  152.841416 100.2097395 0.595742790 0.001 0.006 *
AvsFT 1  142.743132  65.1370011 0.485600547 0.001 0.006 *
Fvs FP 1 18.967518  18.8435413 0.216982645 0.001 0.006 *
Fvs FT 1 17.727724 10.5502712 0.132623950 0.001 0.006 *
FPvs FT 1 1.017591 0.456818 0.006517845 0.519 1.000

Tabela 4 - Resultado da PERMANOVA indicando diferengas morfoldgicas foliares entre as populagées de Trichocline
macrocephala. Valores de p destacados (*) indicam variagdo significativa para p<0,05%.

Legenda: A- Autédromo F- Fepagro FP- Faxinal dos Pellcios FT- Firma Tainhas

Resultado também demonstrado por analise de PERMANOVA (Figura 4), o qual aponta que
as Unicas populagdes que nao apresentaram diferengca nas medidas micromorfométricas foliares

entre si foram as de Jaquirana.
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Figura 4 - Box-Plot das andlises morfoldgicas para comprimento e largura foliar para as quatro populages de Trichocline

macrocephala. Legenda: A- Autédromo F- Fepagro FP- Faxinal dos Pelucios FT- Firma Tainhas

A folha de Trichocline macrocephala é anfiestomatica, com estdmatos superficiais do tipo
anomocitico circundados por nimero variavel de células (Figura 5).

A densidade estomatica,tanto na face adaxial quanto abaxial, foi maior na populagdo do
Autdédromo, seguida pela Fepagro, Faxinal dos Pellcios e Firma Tainhas (Tabela 5).

Populagdes Face abaxial Face adaxial
Autédromo 32,62 8,42
Fepagro 30,84 6,54
Faxinal dos Pellcios 19,04 2,76
Firma Tainhas 19,36 4,12

Tabela 5 - Densidade estomatica (mmz) nas faces abaxial e adaxial encontradas nas folhas de Trichocline macrocephala nas
populagGes estudadas.
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Figura 5 - Dissociacdo epidérmica de folhas de Trichocline macrocephala com representantes das quatro populagGes

estudadas. A/B- Autédromo; C/D — Fepagro; E/F - Firma Tainhas; G/H - Faxinal dos Pellcios. A coluna da esquerda
representa estdmatos da face adaxial e a da direita estdbmatos da face abaxial.




Uma cuticula mais espessa é observada na face adaxial em relagdo a face abaxial. Essa

cuticula depositada nas paredes externas da epiderme adaxial forma flanges cuticulares (Figura 6).

Figura 6 - Detalhe da face adaxial mostrando cuticula espessa formando flanges cuticulares (flechas). Barra: 40pum

A. Populagdo de Faxinal dos Pelucios B. Firma Tainhas Legenda: c-cuticula ead-epiderme adaxial pp-parénquima paligadico.

Em todas as populagdes é possivel observar a presenga de tricomas glandulares e tectores
na face adaxial (Figuras 8- B/C/D, 9-C, 10- C/F, 11- C, 12- C/F)

As medidas dos parametros anatomicos avaliados apontaram que a populagdo de
Trichocline macrocephala encontrada no Autédromo novamente se destacou das demais

principalmente se comparada com as populag¢des de Jaquirana (Tabela 6).

Pairs Df  SumsOfSqs F. Model R2 p.value p.adjusted sig
FTvs FP 1 3.665198 0.7662133 0.4082940 0.582 1.000
FTvs F 1 11.908772 1.9672365  0.09852323 0.061 0.366
FTvsA 1 20.814205 3.6979746  0.17042948 0.005 0.030 *
FPvs F 1 15.723787 3.3968255  0.15875371 0.011 0.066
FPvsA 1 27.076135 6.4406360 0.26352162 0.001 0.006 *
F vsA 1 19.541646 3.5699123  0.16550426 0.013 0.078

Tabela 6- Resultado da PERMANOVA indicando diferengas foliares anatomicas entre as populagGes de Trichocline
macrocephala do Autédromo em relagdo as populagdes de Jaquirana. Valores de p destacados (*) indicam variagdo

significativa para p<0,05%. A- Autédromo F- Fepagro FP- Faxinal dos Pellcios FT- Firma Tainhas.

Os parametros anatdmicos que apresentaram diferenca significativa na espessura entre as
populagdes foram a cuticula, epiderme adaxial e parénquima esponjoso (Figura 7).
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Figura 7- Box-Plot das analises micromorfométricas para as quatro populagées de Trichocline macrocephala.

Legenda: A- Autédromo

F- Fepagro
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O mesofilo é caracterizado como dorsiventral, onde o parénquima palicddico possui de trés

a quatro camadas de células alongadas e compactas e o parénquima esponjoso apresenta células de

tamanho irregular dispostas em média por cinco ou seis camadas celulares (Figura 8).
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Figura 8 - SecOes transversais do mesofilo para as quatro populagdes estudadas. A- Autédromo B — Fepagro C - Faxinal dos
Pelicios D - Firma Tainhas. Legenda: c— cuticula ead- epiderme adaxial pp- parénquima paligadico pe- parénquima

esponjoso eab- epiderme abaxial es- estdmato.

A nervura central apresenta uma variacdo na quantidade de feixes entre as populacdes
estudadas. Nas populacGes da drea do Autédromo e da Fepagro variam de trés a seis feixes,
enquanto que para as populagdes localizadas em Faxinal dos Pellcios e em Firma Tainhas variam de

um a trés feixes. Todos os feixes analisados sdo do tipo bicolateral.

3.2 Analise histoquimica foliar

Os resultados das analises histoquimicas estdo representados no Quadro 1. O teste com
Azul de Bromofenol apresentou resultados negativos para todas as popula¢des analisadas. Fenélicos
foram encontrados na cuticula, paredes celulares dos elementos traqueais e também no vacuolo de
tricomas glandulares (Figuras 9- A/B/C, 10- A/B/C, 11- A/B/C e 12- A/B/C). Pequena quantidade de
graos de amido foi evidenciada apenas na endoderme (Figuras 9- D, 10- D, 11- D e 12- D). O teste
para flavondides (DMACA) foi positivo na cuticula, paredes celulares dos elementos traqueais e no
vaclolo de tricomas glandulares (Figuras 9 E/F, 10 E/F e 11- E/F 12- E/F/G). Houve deteccdo de
alcaléides no vacuolo do parénquima esponjoso e palicadico (Figuras 9-G, 10-G/H, 11-H e 12-G/H). O
teste com floroglucina evidenciou a presenca de lignina nas paredes celulares dos elementos
traqueais (Figuras 9-H, 10-H, 11-H e 12- I). Terpenos (b6leos essenciais) foram encontrados no
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vacuolo do parénquima palicaddico, esponjoso e tricomas glandulares e também no citoplasma
(Figuras 9-1/J, 10-1/J, 11-1/J e 12- J). Lipidios foram identificados na cuticula, no vacuolo do
parénquima palicadico e esponjoso, no xilema e floema (Figuras 9- K/L, 10- K/L, 11- K/L e 12- K/L).

Nao houve diferenca histoquimica qualitativa entre as quatro populagdes.
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Quadro 1 - Analises histoquimicas foliares de Trichocline macrocephala nas populagdes estudadas. + Reagdo positiva para o metabdlito; - Reagao negativa

para o metabdlito.

Cuticula (C); Paréngquima palicadico (PP); Parénquima esponjoso (PL); Floema (F); Xilema (X); Endoderme (E).

Autédromo Faxinal dos Peltcios Fepagro Firma Tainhas
Reagente Metabdlito

PP|PL| F| X C [PP|PL|F| X | E PP|PL|F PP|PL| F | X
Azul de Bromofenol Proteina - == - S I I - - N
Cloreto Férrico Derivados fendlicos totais -l -1+] + + |- -+] + |- - -]+ S R I
Floroglucina em meio acido | Lignina -l -+ ]+ -+ |- - -]+ - -]+
DMACA Flavondides -l -+ O+ + [ - -+] + |- - -+ -l -+ +
Dragendorff Alcaléides + |+ -1 - -+ -] - - + |+ | - + |+ |- -
Lugol Amido -l-f-1 - -l - - -]+ -l - - S I I
NADI Terpendides + 1 +-| - -+ -] - |- + | +| - + |+ |- -
Sudan red B Derivados lipidicos totais ++]-| + + |+ | +[-]-1- + |+ - + |+ -1 +
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Figura 9 - SeccGes transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes histoquimicos - Populagdo
Autddromo. A) derivados fendlicos nas paredes do xilema B) derivados fendlicos na cuticula C) derivados fendlicos em
tricoma glandular D) grdos de amido na endoderme E) flavondides na cuticula F) flavondides nas paredes do xilema G)
alcaléides no parénquima paligddico e no parénquima esponjoso H) lignina nas paredes do xilema 1) terpenos no
parénquima medular J) terpenos no parénquima paligadico K) goticulas lipidicas no parénquima esponjoso L) lipidios no
parénquima pali¢adico e na cuticula adaxial. Barra: 40um
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Figura 10 - SecgBes transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes histoquimicos -
Populagdo Fepagro. A) derivados fendlicos nas paredes do xilema B) derivados fendlicos na cuticula C) derivados fendlicos
em tricoma glandular D) grdos de amido na endoderme E) flavonoides nas paredes do xilema F) flavonoide no tricoma
glandular (face adaxial) G) alcaldides no parénquima paligadico H) alcaloides no parénquima esponjoso 1) lignina nas
paredes do xilema J) terpenos no parénquima medular K) goticulas lipidicas no parénquima paligadico e na cuticula adaxial
L) lipidios no parénquima esponjoso. Barra: 40um
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Figura 11 - SecgBes transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes histoquimicos -
Populagdo Faxinal dos Peltcios. A) derivados fendlicos nas paredes do xilema B) derivados fenélicos na cuticula C) derivados
fendlicos em tricoma glandular D) grdos de amido na endoderme E) flavonoides na cuticula F) flavonoides nas paredes do
xilema G) flavonoide no tricoma glandular (face adaxial) H) alcaléides no parénquima paligadico e no parénquima esponjoso
1) lignina nas paredes do xilema J) terpenos no parénquima medular K) goticulas lipidicas no parénquima paligadico e na
cuticula adaxial L) lipidios no parénquima esponjoso. Barra: 40um Excecdo letra H: Barra 10 um
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Figura 12 - SeccOes transversais da lamina foliar de Trichocline macrocephala submetidas a testes histoquimicos -
Populagdo Firma Tainhas. A) derivados fendlicos nas paredes do xilema B) derivados fendlicos na cuticula C) derivados
fendlicos em tricoma glandular D) grdos de amido na endoderme E) flavonoides nas paredes do xilema F) flavonoide no
tricoma glandular (face adaxial) G) alcaldides no parénquima pali¢adico H) alcaloides no parénquima esponjoso 1) lignina
nas paredes do xilema J) terpenos no parénquima medular K) goticulas lipidicas no parénquima pali¢adico e na cuticula
adaxial L) lipidios no parénquima esponjoso. Barra: 40um
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4 DISCUSSAO
4.1 Analise micromorfoldgica foliar

VariagGes intraespecificas na morfologia foliar sdo caracteristicas geralmente associadas a
histéria de vida, distribuicdo e disponibilidade de recursos ambientais (Metcalfe & Chalk 1950, Eiten
1972, Bieras & Sajo 2009, Sakita & Kolb 2014). Briggs & Walters (1997) afirmam que a forma e
tamanho das folhas podem mudar em virtude da disponibilidade de luz. Para as popula¢des do
Autddromo e Fepagro, onde a quantidade de individuos encontrada é maior, foi possivel observar
uma grande variabilidade na morfologia foliar, corroborando com a descricio para a espécie
realizada por Pasini & Ritter (2012). Para as duas popula¢Ges de Jaquirana, nado foi possivel constatar
a ocorréncia dessa diversidade devido ao menor nimero de espécimes no local.

A presenga de tricomas glandulares na familia Asteraceae é comum (Solereder 1908,
Metcalfe & Chalk 1950) e podem ocorrer nos mais diversos érgdos (Apezzato-da-Gloria et al. 2012).
Segundo Robinson (2009) essa microcaracteristica é importante para a sistematica da familia.
Tricomas nas folhas de Trichocline macrocephala provavelmente estejam associados a funcdo de
protecdo contra perda de agua. No caso dos tricomas glandulares, os quais secretam substancias
advindas do metabolismo das plantas podem atuar na defesa do vegetal contra patégenos e
herbivoros (Trindade, Fernandes & Gongalves, 2014).

Anadlises estatisticas mostraram que a populacdo do Autédromo apresentou diferenca para
os caracteres morfoldgicos foliares de comprimento e largura em relagdo as demais populagdes. As
andlises de solo e dados de temperatura e pluviosidade dos locais parecem ndo explicar essas
diferencas, uma vez que a populagdo de Trichocline macrocephala encontrada na Fepagro esta
praticamente sob as mesmas caracteristicas climatoldgicas e apresentou medidas dos caracteres
semelhantes as populacBes coletadas em Jaquirana/RS. Uma hipdtese para as diferencas
encontradas na popula¢do do Autédromo poderia ser o contato com gases liberados por carros da
pista de corrida nas proximidades dos espécimes. Sabe-se que os principais poluentes liberados no ar
pela queima de combustiveis sdo: Diéxido de enxofre (SO2 ), Mondxido de carbono (CO), Ozbénio (03
) (6xidos de nitrogénio (NOx ) e hidrocarbonetos), Oxidos de nitrogénio (NOX ) (Braga et al. 2001). O
Autdédromo Internacional de Taruma existe ha praticamente 50 anos e pelo fato de até o momento
nao existir estudos que indiguem de que forma a idade de um xilopddio possa ser estimada, torna-se
dificil saber a idade dos exemplares da popula¢do de Trichocline macrocephala existente no local e
consequentemente a quanto tempo essas plantas poderiam estar expostas a polui¢do. Diversos
estudos mostram que plantas expostas a poluicdo estdo sujeitas a alteragbes tanto em espacos
intercelulares quanto nos tecidos que compdem o mesofilo (Bobrov 1955, Evans & Miller 1972, Evans

et al. 1996, Alves et al. 2001, Gerosa et al. 2003, Gravano et al. 2003, Reig-Armifiana et al. 2004). No
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entanto, ao contrario do observado neste estudo Jahan & Igbal (1992) mostram que folhas das
espécies de Ficus bengalenis, Guaiacum officinale, Eucalyptus sp., coletadas em beira de estrada com
acentuado trafego de veiculos e expostas a poluentes como mondxido de carbono, oxidos de azoto e
enxofre, particulas em suspensdo e chumbo no Paquistdo, apresentaram reduc¢do do crescimento
foliar (largura e comprimento). Outros autores também encontram resultados semelhantes para
outras espécies como por exemplo, Preeti (2000) para Thevetia nerifolia e Cassia siamea; Dimitrova
& Yurukova (2005) para Plantago lanceolata; Shafiq et al. (2009) para Cassia siamea e Peltophorum
pterocarpum; Seyyednejad, Niknejad & Koochak (2011) para Callistemon citrinus; Leghari & Zaidi
(2013) para Vitis vinifera, Ficus carica e Pistacia vera.

Diferencas no tamanho dos caracteres anatomicos medidos (epiderme adaxial, parénquima
esponjoso e cuticula), também podem estar relacionados com a polui¢cdo. Um trabalho realizado por
Ferdinand et al. (2000) com folhas de Prunus serotina que apresentam genétipo sensivel para 03, o
parénquima esponjoso era maior em relacdo ao palicddico corraborando com o resultado
encontrado neste trabalho. No entanto, é notdvel que ha uma vasta bibliografia mostrando que o
parénquima esponjoso foi reduzido em folhas expostas a polui¢cdo. Dineva (2006) e Khosropour et al.
(2018) afirmam que o parénquima esponjoso € mais vulneravel aos danos causados por poluentes.
Essa sensibilidade do parénquima esponjoso se deve ao fato de apresentar maior espaco intercelular
permitindo maior difusdo dos poluentes gasosos (Nikolaevski 1963). Em contato com oz6nio, por
exemplo, os cloroplastos sdo os principais alvos de seu efeito fitotoxico (Sutinen et al. 1990) e
provavelmente serdo os primeiros sujeitos a degradacdo (Kangasjarvi et al. 1994).

A redugdo no parénquima esponjoso em espécies expostas a poluentes foi constatada por
Alves et al. (2001) em Tradescantia; Gravano et al. (2003) em Ailanthus altissima; Alves, Tresmondi
& Longui (2008) em Eugenia uniflora (Myrtaceae); Gostin (2009) em Trifolium montanum e Trifolium
pretense; Pourkhabaz et al. (2010) em Platanus orientalis; Rashidi et al. (2012) em Robinia
pseudoacacia; Ekpemerechi et al. (2017) em Alchornea laxiflora, Alchornea cordifolia, Euphorbia
heterophylla, Euphorbia hyssopifolia, Euphorbia hirta, Croton lobatus, Flueggea virosa, Manihot
esculenta, Phyllanthus amarus e Acalypha ornata e Dineva (2017) em Acer campestre.

Tendo em vista que a populacdo de Trichocline macrocephala do Autédromo estda em um
local onde ndo ha qualquer tipo de manejo, a quantidade de luz que chega aos espécimes é reduzida
em virtude da alta vegetacdo do local. Segundo Vogelman, Nishio & Smith (1996) o parénquima
esponjoso pode maximizar a absorcao de luz, espalhando e refletindo a luz que nao foi absorvida
pelo parénquima palicaddico, permitindo que haja maior aproveitamento dos fdotons a serem
utilizados na fotossintese. Sendo assim, a baixa disponibilidade de luz poderia ser uma segunda

hipdtese para explicar o maior tamanho do parénquima esponjoso em relacdo ao pali¢adico.
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Segundo Metcalfe & Chalk (1950) estomatos do tipo anomocitico sdo comuns para a familia
Asteraceae. Estudos mostram que a caracteristica anfistomdtica esta relacionada com a grande
disponibilidade de luz e condi¢Ges de seca (mudangas constantes na quantidade de dgua disponivel
no solo), principalmente em plantas que apresentam crescimento rapido como as herbaceas (Jordan
et al. 2014; Muir 2015). O resultado obtido neste trabalho corrobora com os apontamentos acima,
pois os espécimes de Trichocline macrocephala ocorrem geralmente em ambientes abertos com
grande disponibilidade de luz e que nao estdo sujeitos a precipitacdes constantes.

Normalmente, a cuticula grossa é uma adaptacdo foliar para ambientes xeromorficos. No
entanto, em plantas submetidas a estresse da poluicdo essa caracteristica é vista como mecanismo
de adaptacao (llykun 1970, Ninova 1970, Bonte et al. 1976) e protecdo contra danos causados pelos
poluentes (Ferdinand et al. 2000, Rashidi et al. 2012). Segundo Rashidi et al. (2012) a cuticula mais
espessa foi observada em folhas de Robinia pseudoacacia expostas a poluentes atmosféricos, assim
como Dineva (2017) para Acer campestre e Khosropour et al. (2018) para Platanus orientalis Sendo
assim, a cuticula mais espessa além de desempenhar o papel de protecdo também ajuda no suporte
mecanico, como por exemplo, evitando a quebra da folha (Onoda, Richards & Westoby 2012).
Muitos autores afirmam que a espessura cuticular pode variar entre populacdes diferentes da
mesma espécie que estejam em locais distintos sob condi¢Ges ambientais diferentes (Bieras & Sajo
2009; Rossatto & Kolb 2010; Ariano & Silva 2016).

Em relacdo ao tamanho das células da epiderme, parece ndo haver um padrdo. Gostin
(2009) observou que as células da epiderme adaxial eram maiores nas folhas de plantas expostas a
poluicdo. No entanto, resultado oposto foi observado por Stevovic, Vesna e Dusica (2010) em folhas
de Tanacetum vulgare e Dineva (2017) em Acer campestre, Ekpemerechi et al. (2017) ao estudar dez
espécies de Euphorbiaceae de trés locais com niveis de poluicdo diferente (drea urbana, sub-urbana
e rural) constataram que a reducdo da epiderme adaxial aumentava de acordo com o nivel de
poluicdo do local, ou seja, os valores maiores observados foram na area urbana.

Em relagdo a variagdo na quantidade de feixes vasculares na nervura central ndo foram
encontrados na literatura relatos que pudessem explicar esta caracteristica. Essa variagao é relatada
apenas para individuos de espécies diferentes para o mesmo género, como relatado por Gogosz et
al. (2012), que encontraram diferencas na quantidade de feixes na nervura central em espécies do

género Piper (Piperaceae).

4.2 Analise histoquimica foliar
Derivados fendlicos foram detectados na cuticula, nas paredes do xilema e nos tricomas

glandulares. A ocorréncia destes derivados na cuticula esta associado a fotoprotecdo em resposta a
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radiacdo solar elevada, combatendo o excesso de estresse oxidativo (Agati et al. 2013, Barnes et al.
2015, Csepregi & Hideg 2018) ou atuando como antimicrobiano (Schenke et al. 2018). A presenca de
derivados fendlicos na familia Asteraceae é comum sendo encontrado nos mais diversos géneros,
como por exemplo em Achillea, Anthemis, Artemisia, Glebionis, Matricaria, Tanacetum e
Tripleurospermum (Cokak et al. 2017), Lychnophora (Pavarini et al. 2018) e Moquiniastrum
(Gongalves, Silveira & Oliveira 2019). A coloracdo do xilema pode ser devido a presenca de taninos
condensados, os quais atuam na defesa dos vegetais contra herbivoros (Ashok & Upadhyaya 2012,
Taiz & Zeiger 2013) ou a de lignina (floroglucina) a qual desempenha funcdo de resisténcia mecanica,
impermeabilidade a agua e resisténcia a patdgenos (Serk 2015). Normalmente a presenca de
flavonéides identificada pelo reagente DMACA é a coloragdo azul, como observado por Silva Lopes et
al. (2009) em glandulas secretoras foliares de Polygonum hydropiperoides, Sa & De Oliveira Santana
(2016) em células epidérmicas e no floema de folhas de Eugenia uniflora e Royo et al. (2015) na
regido internerval foliar de Anacardium humile e A. occidentale. No entanto, a coloragdo magenta
obtida neste trabalho, também é considera como resultado positivo para flavondides, segundo
Ferreira et al. (2017).

Alcaldides foram detectados no vacuolo do parénquima palicddico e parénquima
esponjoso. A funcdo dos alcaléides ndo esta completamente elucidada, no entanto, acredita-se que
esses compostos atuem na defesa do vegetal contra herbivoros (Taiz & Zeiger 2013). Cabe ressaltar
gue nao foi encontrada na literatura, até o momento, qualquer citagcdo da presenca de alcaldides na
tribo Mutisieae, Asteraceae.

Através do reagente de lugol, uma pequena quantidade de grdos de amido foi detectada
apenas na endoderme (ao redor dos feixes vasculares). Além de atuar como reserva, o amido pode
também ser uma estratégia adaptativa para espécies em condi¢cdes ambientais adversas (Oliveira &
Marquis 2002, Taiz & Zeiger 2013).

O reagente NADI confirmou a presenca de terpenos (dleos essenciais) no parénquima
palicddico, parénquima esponjoso e medular. A principal fun¢do conhecida para essa classe de
metabdlitos é atribuida a defesa vegetal (Taiz & Zeiger 2013, Pichersky & Raguso 2016).

Lipidios foram identificados na cuticula, parénquima palicaddico e esponjoso. A presenca da
cuticula tem por finalidade proteger a folha contra dessecacdo e ataque de patégenos (Yeats & Rose
2013). No entanto, a ocorréncia de goticulas lipidicas em ambos os parénquimas é relativamente
comum e ja foi citada por outros autores como por exemplo, Kitajima & Landin (1968) que
evidenciam a presenca de goticulas lipidicas refringentes em tecidos foliares (parénquima palicadico
e lacunoso) de espécies de Coffea (Rubiaceae). Segundo os autores, essas goticulas ndo possuem

qualguer semelhanca com cromoplastos ou elaioplastos. Budel et al. (2018) citam a presenca de
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"corpos de 6leo" no parénquima palicddico e esponjoso de algumas espécies de Baccharis
(Asteraceae). Em um estudo de caracterizagdo morfoanatomica foliar de Peumus boldus (Lamiaceae)
realizado por Ribeiro et al. (2017), teste com Sudan IV, confirmou a presenca de goticulas de lipidios
em todo mesofilo foliar. Goticulas também foram reveladas por Sudan IV no parénquima pali¢cadico
de Diodellateres (Rubiaceae). Apesar da citacdo por diferentes autores, a funcdo dessas goticulas
ainda é desconhecida. No entanto, McNair (1945) ressalta que condi¢cGes ambientais sdo extremante
influenciaveis na formacdo de lipidios em folhas. Tuttle (1919) apds examinar diversas espécies de
arbustos e herbaceas, concluiu que em folhas de Linnaea o amido forma-se em temperaturas
elevadas e converte-se em 6leo com a reducdo da temperatura. Karunen & Liijenberg (1981)
constataram que a quantidade de lipidios em folhas de Dicranun elongatum é alterada de acordo
com a estacdo do ano. Alteracdo na quantidade de lipidios no mesofilo foliar em virtude de
mudancas sazonais para Diapensia lapponica (Diapensiaceae) também foi relatada por Pihakaski et
al. (1987). Lersten et al. (2006) sugerem duas possiveis fun¢des para os corpos oleosos: produtos
intermediarios da fotossintese e adaptacdo a baixas temperaturas. Alguns estudos também indicam
que goticulas lipidicas podem estar associadas a mecanismos de defesa contra patdégenos. Em
Arabidopsis thaliana, por exemplo, elas podem desempenhar fungdo antifungica produzindo reacgdo
do tipo fitoalexinica. Nesse caso, esses lipidios seriam armazenados em folhas senescentes
combatendo a proliferacdo de fungos a partir destas para tecidos jovens e saudaveis (Shimada et al.
2014, Shimada & Hara-Nishimura 2015). Entretanto, é possivel que essas substancias contribuam
para a resisténcia a estresses abioticos (Da Concei¢do & Aoyama 2015).

Nao houve diferenca histoquimica qualitativa entre as quatro populagdes.

4.3 Andlise de solo

O solo é um dos fatores abidticos que mais influencia na biossintese de compostos
secunddrios nas plantas variando ou alterando sua quantidade. De Souza et al. (2018) mostraram
que o teor de quercitrina (flavonoide) em Solidago chilensis foi superior em solos com maior
disponibilidade de cdlcio e baixos teores de aluminio no solo. Ao contrario, Teixeira et al. (2016)
concluiram que baixos teores de calcio, magnésio, fosforo e potdssio influenciaram de forma positiva
nos teores de flavonoides em Morinda citrifolia. Segundo Jacobson et al. (2005) niveis mais elevados
de fenois totais e taninos em Stryphnodendron polyphyllum estao associados a baixa fertilidade
guimica do solo. Seixas et al. (2012) mostrou a composicdo e o teor de dleo essencial de
Cymbopogon nardus sao alterados de acordo com a dosagem de adubo mineral utilizado no solo.
Santos (2019) mostra que altos teores de taninos, antocianinas, fenois totais e pedunculagina estdo

presentes em frutos de Myrciaria cauliflora cultivada em solos com baixos niveis de nutrientes, além
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disso, observou também que solos com maior pH e niveis elevados de P possuem teores elevados de
acido eldgico, vescalagina e castalagina nas sementes. Tendo em vista que o solo analisado dos
municipios de Jaquirana e Viamdo possuem origem diferente esperava-se que a histoquimica das
populacdes analisadas pudessem apresentar alguma diferenca, uma vez que, a nutricdo mineral
influencia na fitoquimica vegetal. No entanto, observou-se que ndo houve diferenca qualitativa entre
as populagdes e o solo apresentou praticamente as mesmas caracteristicas quimicas De acordo com
a tabela Interpretacdo de Niveis de Fertilidade pode-se concluir que apenas potdssio e boro
apresentaram niveis diferentes para a popula¢do de T. macrocephala encontrada no Autédromo se
comparada as demais populagGes. De acordo com Taiz et al. (2017) o pH do solo pode influenciar na
absor¢do de minerais pela planta e estudos mostram que ha relagao positiva entre o aumento do pH
e a adsorgao de boro no solo (Yamada 2000; Soares, Casagrande & Ferracciu Alleoni 2008). Sugere-se
entdo que embora o solo coletado no Autddromo tenha apresentado nivel alto desses elementos, a
disponibilidade para a absorgao pelas plantas torna-se limitado em virtude do pH baixo encontrado
no local, ou seja, este atributo ndo pode ser utilizado para explicar as diferencas anatomicas

encontradas para essa populagdo.

5 CONCLUSOES
As andlises micromorfoldgicas e de medidas de caracteres morfoldgicos da folha
permitiram detectar diferencas entre as populacdes. A histoquimica se mostrou uma ferramenta
eficiente para deteccdo e histolocalizacdo de metabdlitos presentes na folha, detectando inclusive
presenca de alcaldides, substancia ainda ndo havia sido relatada para este grupo até o momento.
Diante dos resultados encontrados neste trabalho e os ja existentes na literatura conclui-se

que ndo ha um padrdo. Sendo assim, mais estudos devem ser realizados.
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