N
a¥

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

EDIMAR FARIA MENEZES LOPES

Morfoanatomia foliar e micromorfologia de Asparagales:
Griffinieae (AMARYLLIDACEAE), HYPOXIDACEAE e
Hagenbachia (ASPARAGACEAE)

CAMPINAS
2019



EDIMAR FARIA MENEZES LOPES

Morfoanatomia foliar e micromorfologia de Asparagales:
Griffinieae (AMARYLLIDACEAE), HYPOXIDACEAE e
Hagenbachia (ASPARAGACEAE)

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos
exigidos para obtencdo do Titulo de
Doutor em Biologia Vegetal.

Orientadora: Prof.(a) Dr.(a) Juliana Lischka Sampaio Mayer

Co-orientadora: Prof.(a) Dr.(a) Julie Henriette Antoinette Dutilh

ESTE ARQUIVO DIGITAL CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA TESE DEFENDIDA PELO ALUNO EDIMAR
FARIA MENEZES LOPES E ORIENTADA PELA PROF.(A)
DR.(A) JULIANA LISCHKA SAMPAIO MAYER.

Campinas
2019



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Lopes, Edimar Faria Menezes, 1985-

L881m Morfoanatomia foliar e micromorfologia de Asparagales : Griffinieae
(Amaryllidaceae), Hypoxidaceae e Hagenbachia (Asparagaceae) / Edimar
Faria Menezes Lopes. — Campinas, SP : [s.n.], 2019.

Orientador: Juliana Lischka Sampaio Mayer.

Coorientador: Julie Henriette Antoinette Dutilh.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Anatomia vegetal. 2. Folhas. 3. Monocotiledénea. 4. Morfologia vegetal.
5. Sementes. 6. Taxonomia vegetal. I. Mayer, Juliana Lischka Sampaio, 1979-.
[I. Dutilh, Julie Henriette Antoinette. Ill. Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia. IV. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Leaf anatomy and micromorphology of Asparagales : Griffinieae
(Amaryllidaceae), Hypoxidaceae and Hagenbachia (Asparagaceae)
Palavras-chave em inglés:

Plant anatomy

Leaves

Monocotyledons

Plant morphology

Seeds

Plant taxonomy

Area de concentracao: Biologia Vegetal

Titulacao: Doutor em Biologia Vegetal

Banca examinadora:

Juliana Lischka Sampaio Mayer [Orientador]

Makeli Garibotti Lusa

Gustavo Hiroaki Shimizu

Agostina Belén Sassone

Ana Carolina Devides Castello

Data de defesa: 30-08-2019

Programa de Pds-Graduacéao: Biologia Vegetal

Identificacao e infor do(a) al
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0003-4425-3117
- Curriculo Lattes do autor: http:/lattes.cnpq.br/3825207827125448




Campinas, 30 de agosto de 2019.

COMISSAO EXAMINADORA:

Prof.(a) Dr.(a) Juliana Lischka Sampaio Mayer
Prof.(a) Dr.(a) Makeli Garibotti Lusa

Prof. Dr. Gustavo Hiroaki Shimizu

Prof.(a) Dr.(a) Agostina Belén Sassone

Prof.(a) Dr.(a) Ana Carolina Devides Castello

Os membros da Comissdo Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se encontra no
processo de vida académica do aluno.

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no SIGA/Sistema de
Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa de Pds-graduagdo em Biologia Vegetal
do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.



Ao0s meus pais, Edila e Osmar,
ao Rafael de Felicio, a Leka
e a professora e amiga, Julie Dutilh.



“Eu tinha um fusca. Com a pista cheia de lama
depois de uma chuva daquelas, atolei, é claro.
Sozinha, sem ter como seguir meu rumo,
esperei ajuda, e ela veio. Réapida e certeira. Ele
me ajudou, desatolou o carro e quis seguir seu
rumo. Eu agradeci por meio de palavras, mas
sem saber como retribuir o socorro pontual.
Ele, sem querer me ouvir, retrucou da mesma
forma repentina como quando surgiu em meio
a lama: “Ndo precisa fazer nada para me
agradecer, € sO passar adiante. Gentileza nao
para, voa!”. Virou e saiu. Eu ainda hoje sigo o
comando. Afinal, agradecer e retribuir ndo é
algo palpavel e devolutivo, é um cénone de
vida transparente que deve surgir sempre na
hora, de forma répida e certeira, sem que
ninguém veja, apenas sinta.”

Microconto baseado em histéria real
(escrito por Luis Gabriel Sousa, Curitiba - PR)




AGRADECIMENTOS

Em “tese”, noés nunca estamos sozinhos. A conclusdo deste trabalho so6 foi
possivel porque desde o inicio tive pessoas que acreditaram em mim e, ao contrario do
gue muitos possam pensar, a ciéncia jamais serd feita solitariamente. Dessa forma,
agradeco a todos que direta ou indiretamente contribuiram com o encerramento desta
etapa. Muito obrigado!

A Profa. Dra. Juliana L. S. Mayer, de colega de trabalho a orientadora! Pelo
estimulo e motivacdo em 2013! Naquele ano, quando me sugeriu prestar a selegdo do
doutorado na Unicamp, vocé estava me fazendo um convite para embarcar num
processo de autoconhecimento imensuravel. Talvez, sem o seu incentivo, o sonho de
estudar nesta instituicdo nunca se realizasse. Agradeco por seus ensinamentos, seja em
laboratério ou em sala de aula, mas agradeco, especialmente, por vocé ndo ter desistido
de mim ao longo desses anos! A vocé, Ju Mayer, eu serei para sempre grato!

Aos Amaryllidélogos do meu coracdo, dois presentes que ganhei pra vida toda:
Julie e Anténio !

A Profa. Dra. Julie H. A. Dutilh, sem a qual, indubitavelmente, esta tese nio
existiria. Pelo investimento no meu aprendizado, desde nossos primeiros encontros,
pelos ensinamentos, seja com as plantas, seja no convivio com outras pessoas, ou com a
vida! Chefe, verbalizar ou escrever sobre a minha gratiddo ndo faria jus ao sentimento,
mas como disse certa vez: vocé mudou a minha vida! Obrigado por acreditar em mim,
pelo acompanhamento constante e pelas discussdes e conversas sempre edificantes. A
vocé e a sua familia, estes agradecimentos serdo complementados, a seguir.

Ao Dr. Anténio Campos-Rocha (sim, com o Dr. antecedendo o nome porque é
apenas uma questdo de tempo ja que, na minha opinido, vocé é um pesquisador nato!).
Pela parceria e amizade, pelas colaboracGes, por ceder material de coleta e por sempre
se disponibilizar a coletar amostras para a anatomia, pelas viagens, pelos inimeros
cafés, pelos ensinamentos constantes, seja com as plantas ou com politica, seja com a
leveza no jeito de ser ou se fazendo presente nas horas mais importantes: sem vocé,
Antobnio, esta tese também n&o existiria! Obrigado, grande amigo, muito obrigado!

Agradeco a Universidade Estadual de Campinas, instituicdo que me acolheu
durante estes cinco anos, ao Instituto de Biologia e, especialmente, ao Departamento

de Biologia Vegetal, com seus professores, técnicos, colegas dos diferentes



laboratérios e da aconchegante copa com seus cafés. A Coordenacdo do Programa de
P6s-Graduacdo em Biologia Vegetal pela oportunidade de realizacdo deste trabalho.
Aos membros da secretaria da pés-graduacdo Beatriz S. de Toledo, Silvia Zeferino,
Marcos, Silvia Adriana, Jaqueline e, especialmente, a Maria Roseli pela prontiddo e
paciéncia constantes.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) — Codigo de
Financiamento 001, do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq) (140473/2017-3). Obrigado pelo suporte financeiro que
possibilitou o desenvolvimento da minha pesquisa e a minha participagdo em eventos de
aprendizado e divulgacéo cientifica.

As professoras Dra. Sandra Maria Carmello-Guerreiro, Dra. Samantha
Koehler e Dra. Maria das Gracas Sajo, pela participacdo, criticas e sugestdes
realizadas no exame de qualificacao.

Aos professores Dra. Agostina Sassone, Dra. Ana Carolina Devides Castello,
Dr. Gustavo Shimizu e Dra. Makeli Garibotti Lusa pelas criticas, sugestes e toda
contribuicio tanto na pré-banca quanto na defesa de doutorado. A Dra. Leticia Souto e
ao Dr. Marcelo Monge Egea pelo aceite de participagdo como membros suplentes da
banca de defesa. Um beijo especial de agradecimento a Dra. Ingrid Koch.

Aos técnicos dos Laboratérios de Anatomia Vegetal e Taxonomia, Sebastido
Militdo Junior e Jodo Carlos Galvdo por toda a colaboragdo, por me “aguentarem”
durante estes cinco anos e por todos os auxilios prestados. Muito obrigado, queriddes! A
querida Fran, a Almira e todas as outras funcionarias responsaveis pela limpeza do
Departamento!

A equipe do Laboratério de Microscopia Eletronica pelos auxilios, aprendizado
e agradavel convivio: Adriane Sprogis, Stella Ferraz, Lais, Denize e Ana, vOCés
foram 6timas! Muito obrigado!

A realizacdo pratica de algumas etapas deste trabalho sé foi possivel gracas a
ajuda e ao empenho de pessoas incriveis a quem sou imensamente grato pela ajuda,
disponibilidade, convivio e amizade: Vero6nica dos Santos Sales, V&, vocé foi um dos
maiores presentes durante o meu doutorado (melhor IC!) e, certamente, a sua
contribuicdo sempre impecdvel e o0 seu interesse em ajudar constantemente
possibilitaram esta realizacdo! Por diversas vezes, o seu cuidado e jeito doce me

salvaram do desanimo, muito obrigado! Victor & Leo, querida dupla sertaneja, Victor



de Souza Teixeira e Leonardo Vitor da Silva, agradeco toda a ajuda, especialmente
com as medicBes, e a convivéncia descontraida. Erica Ribeiro Justo, obrigado por
aceitar o desafio de me ajudar na reta final, pela contribuicdo sempre de qualidade e
pelo convivio! Fabio C. (mae natureza), pela ajuda sempre recheada de descontracdo e
irreveréncia, seja nas ldminas, nos testes histoquimicos ou no dia-a-dia, muito obrigado,
meu amigo! Gratiddo por sua amizade e por todas as nossas aventuras juntos! Ps: Te
devo uma pizza! Diego Graciano, pelo convivio, pela ajuda sempre presente e pela
personalidade Unica: saiba que minha admiracdo por vocé como ser humano e
profissional é “imensa”! Eliana de Medeiros Oliveira, pela ajuda e suporte com
Microscopia Eletronica de Varredura, muito obrigado! A Mariana Ferreira Alves e
Ana Claudia Alencar (e ao Zé Junior), amigxs para todas as horas, sem a ajuda e 0
apoio de voceés, certamente, eu ndo teria conseguido! Obrigado, de coracéo!

Aos companheiros de Departamento, especialmente dos Laboratérios de
Taxonomia, Biossistemética e Polinizacdo, Ecologia e Anatomia Vegetal. Aos
colegas e aos que se tornaram grandes amigos, fundamentais durante esse processo, por
compartilhar as alegrias e ajudar a suportar as frustracGes (recorrentes) deste periodo e
por celebrar as vitdrias. Pela companhia nos cafés, no “bandejao” e em todos os grandes
eventos, cientificos ou sociais. Estendo os agradecimentos aos técnicos e responsaveis
pelo Herbario (UEC) da Unicamp.

Aos companheiros de viagens de campo e/ou congressos, professores e
botanicos que tive a oportunidade de conhecer e admirar o trabalho durante esses anos,
especialmente Mauro Peixoto, Danilo Lima, Alan Meerow, José Ataliba, Eliana
Ramos, Suelen Loesch.

Ao Mestre e ser humano singular, Jodo Semir, in memoriam! Jodo, querido
professor e amigo, com quem aprendi sobre botanica e sobre a vida! Com ele, aprendi
que o respeito € um perfume nas relagdes interpessoais e também entre 0 homem e a
natureza. Pelos ensinamentos, sugestfes e, principalmente, pelas motivacoes, afinal de
contas, aos 81 anos de vida ele “estava muito melhor do que eu”. E sempre estara,
Mestre!

As familias que me acolheram ao longo dessa jornada e que acreditaram em
mim, em especial as de Séo José dos Campos, as de Londrina, as de Curitiba e as de
Guarapuava. Pela amizade, pelo amor e por toda a ajuda fundamentais para alcancar a
realizacdo deste trabalho. A Cristiane Hiert, bi6loga, ecloga, pererecdloga e melhor

amiga que me deu de presente a “Familia Floripa” esse suspiro de felicidade em meio



as provacdes da vida neste plano. Obrigado Cris, minha “irma-mais-velha”, sem o seu
amor e apoio, eu jamais teria conseguido! As “Spice Girls” (Féabio, Gleicy, Mari e
Rhaniel), a familia que me acolheu no laboratério, no dia-a-dia e na amizade!

A toda a familia da professora, amiga, “mée” e terapeuta Julie Dutilh. O que
vocés fizeram por mim jamais sera esquecido! Obrigado pelo acolhimento, estrutura,
apoio, ajuda, confianca e carinho! Julie e Eduardo, obrigado pela oportunidade de
aprendizado constante, pelo cuidado comigo e por me “adotarem”. O enriquecimento
com vocés foi muito além da vida académica e minha gratiddo em palavras é
insuficiente diante do valor e do significado de tudo o que vocés me proporcionaram.
Joana, Mariana, Zé, Pedro, Antbnio, Maria e, em especial, a pequena “grande”
Alice, obrigado por tudo!

A Maria do Carmo Barbosa e familia, Gilson e familia, Fernanda Lara Pupo
e Rogério Salviani, vocés foram essenciais e serei para sempre grato pelo cuidado,
carinho, cafés e risadas. A amizade de vocés, particularmente nesta reta final, foi um
dos maiores pilares para que eu conseguisse encerrar esta etapa. A Carmo, por ter
cuidado de mim como um filho. A Fernanda Pupo, em particular, pela amizade e pelas
lindas aquarelas que adornam o interior desta tese. De coragéo, muito obrigado!

Aos familiares que torceram mesmo de longe, em especial ao meu tio José
Godoi por sempre ter sido um grande incentivador e por acreditar no meu potencial
desde pequeno, e a tia Magna. Aos meus avés, Antdnia e Aardo, in memoriam, que
depositaram amor, credibilidade e investiram constantemente na minha formagéo.

Aos anjos de quatro patas que me consolaram, ajudaram a dissipar todo tipo de
energia, especialmente nos momentos de tensdo, e que me reequilibraram no dia-a-dia:
Ginga, Milu, Bela, Onix e aos queridos Duke e Feliz in memoriam. Aos queridos
Alaska e Bob, pelo convivio no periodo que morei em replblica. A Leka de Felicio,
anjo que entrou na minha vida para mudar todos os parametros de sentimento, vocé foi,
é e sempre sera a filha adorada! Obrigado, Leka, pelos 4 anos de convivio e amor
incondicional! O papai seguira te amando! v

Aos amigos do Grupo Espirita Aprendizes do Evangelho (GEAE) de Bardo
Geraldo, Guerreiros da Luz em Paulinia (SP) e Centro Espirita Casa de Oracdo Fé e
Amor (Bardo Geraldo) pelo carinho, cuidado, aprendizado e oportunidade. Gratiddo a
estas pessoas especiais que costumo nomear como “presentes de Deus na minha vida™:
Priscila Ribeiro, Taciana, Silvia iscaro, Sandra Costa, Fatima, Cristiana, Douglas, Alice,

Dona Célia e Dona Cida in memoriam, além de todos os outros. ¥



Ao Dr. Rafael de Felicio que, quando eu mais duvidei da minha capacidade de
concretizar os meus sonhos, estava la me motivando. Alias, vocé me ensinou a sonhar
novamente. Certamente, foi com vocé que eu reaprendi a sonhar. Quando eu
desanimava, vocé estava la me apoiando. Quando eu duvidava da minha capacidade,
vocé me passava autoconfianga, dizia sempre que eu era capaz de conseguir. VVocé
acreditava tdo piamente em mim, que eu interpretava como chatice quando vocé insistia
do seu modo, do seu jeito, para eu continuar. Vocé fez parte deste processo, vocé foi
uma das principais raz0es para eu chegar até aqui. A vida toma rumos que a gente nao
compreende, mas 0S nNossos caminhos terem se cruzado foi um presente de Deus nessa
minha passagem por aqui, por este plano. Agradeco tudo o0 que vocé trouxe de
maravilhoso para a minha vida: a Leka, o Espiritismo e este Doutorado. Obrigado, Rafa,
muito obrigado! Obrigado por me aproximar do degrau das realizacGes. Passaria mil
anos te agradecendo, tenha certeza disso. Eternamente e para sempre, muito obrigado! ¥

Ao0s meus pais, Edila e Osmar, pelo amor incondicional e constante, pelo
suporte emocional, financeiro, amizade e por serem sempre o meu maior refugio. Valeu
a pena! E chegar até aqui sem vocés seria impossivel! Obrigado pela dedicagédo
exclusiva, pelo investimento na minha educacdo e, especialmente, por me
tranquilizarem como num passe de méagica nas inumeras ligacGes telefénicas durante a
reta final do desenvolvimento da tese. ¥

A todos que por ventura eu ndo tenha mencionado (foram muitos!), os quais
levarei no coracdo e na lembranca e que, direta ou indiretamente, contribuiram durante
estes meus 6 anos de vida em Campinas. Muito obrigado!

Por fim, obrigado a toda espiritualidade que me acompanha desde sempre! ¥




RESUMO

Asparagales é a maior e mais diversa ordem das Monocotileddneas, com
aproximadamente 29.300 espécies distribuidas em 14 familias, entre elas
Amaryllidaceae, Asparagaceae e Hypoxidaceae. Estas trés familias possuem um
historico taxonémico problematico e caracterizado por questBes de delimitacdo em
niveis infragenéricos e interespecificos de grupos distribuidos exclusivamente na
América Latina. Em Amaryllidaceae a tribo Griffinieae é endémica do Brasil e inclui os
géneros Cearanthes, Griffinia e Worsleya distribuidos em uma ampla variedade de
dominios fitogeograficos. A morfoanatomia e a micromorfologia foliar de 32 acessos da
tribo foram analisadas, caracterizadas e comparadas a fim de identificar caracteres com
valor diagnostico. Os padrGes de similaridade morfoanatdmica nas espécies de
Griffinieae foram identificados e correlacionados pela Analise de Correspondéncia
Multipla. Os resultados mostraram que o0s caracteres selecionados apresentam potencial
diagnostico e os padrBes observados estdo relacionados com a morfologia externa das
folnas e o ambiente de ocorréncia. Para a familia Hypoxidaceae no Brasil, sdo
reconhecidas trés espécies: Hypoxis atlantica, H. decumbens e Curculigo
scorzonerifolia. A morfoanatomia e a micromorfologia foliar, como também a
micromorfologia das sementes das espécies de Hypoxis foram comparadas entre si e
com H. wrightii, descrita para a América do Norte e Central e com H. angustifolia,
espécie africana. Além da caracterizacdo morfoanatdmica foliar, os resultados
apresentaram as caracteristicas com potencial taxondmico entre as espécies brasileiras e
sugerem a ocorréncia de hibridacdo entre os diferentes acessos. As caracteristicas
qualitativas e quantitativas compartilhadas apontaram que H. atlantica e H. wrightii
parecem ser a mesma espécie. De Asparagaceae, 0 género Hagenbachia, um dos
representantes da familia na América Latina e taxonomicamente negligenciado, possui
trés espécies reconhecidas que seguem com problemas nomenclaturais e de
identificacdo desde a criacdo do género. A morfologia foliar e a micromorfologia
comparativa de estruturas florais e de sementes forneceram caracteristicas diagnosticas
entre as espécies, tais como: as margens foliares, a presenca de fibras
esclerenquimaticas, a forma, insercéo e superficie dos filetes, como também a forma e a
superficie das sementes.

Palavras-chave: Anatomia, Folhas, Monocotiledoneas, Morfologia, Sementes.



ABSTRACT

Asparagales is the largest and most diverse order of the Monocotyledons, with
approximately 29.300 species distributed in 14 families among which Amaryllidaceae,
Asparagaceae and Hypoxidaceae. These three families have an troubled taxonomic
history characterized by delimitation issues at infrageneric and interspecific levels of
groups, distributed exclusively in Latin America. In Amaryllidaceae the tribe
Griffinieae is endemic to Brazil and includes the genera Cearanthes, Griffinia and
Worsleya distributed in a wide variety of phytogeographic domains. The
morphoanatomy and leaf micromorphology of 32 accessions of the tribe species were
analyzed, characterized and compared in order to identify diagnostic characters. The
patterns of morphoanatomical similarity in Griffinieae species were identified and
correlated by Multiple Correspondence Analysis. The results showed that the selected
characters have diagnostic potential and the patterns we observed are related to the
external leaf morphology and the environment of occurrence. The Hypoxidaceae family
in Brazil is represented by three species: Hypoxis atlantica, H. decumbens and
Curculigo scorzonerifolia. Morfoanatomy and leaf micromorphology, as well as the
seed micromorphology of Hypoxis species, were compared with each other and with H.
wrightii, described for North and Central America and with H. angustifolia, from
Africa. Besides the leaf morphological and anatomical characterization, the results
indicated the characteristics with taxonomic potential among the Brazilian species and
suggest the occurrence of hybridization between different accessions. Shared qualitative
and quantitative characteristics indicated that H. atlantica and H. wrightii appear to be
the same species. In Asparagaceae, Hagenbachia, a taxonomically neglected
representative in Latin America has three recognized species that have nomenclatural
and identification problems since the genus was described. Leaf morphology and
comparative micromorphology of flower and seed structures provided diagnostic
characteristics for the species, such as leaf margins, presence of sclerenchyma in
vascular bundles, the shape, insertion and surface of the filaments, as well as shape and
seeds surface.

Key-words: Anatomy, Leaves, Monocotyledons, Morphology, Seeds.
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INTRODUCAO GERAL

Asparagales Link é a maior ordem dentre as Monocotileddneas e representa
cerca de 10-15% das angiospermas (Pires et al., 2006) sendo constituida por 14 familias
e aproximadamente 29.300 espécies (Judd et al., 2001; Chase et al., 2006; Magallén &
Castillo, 2009; Chen et al., 2013). O hébito herbaceo é caracteristico para a maioria das
espeécies deste grupo de plantas com alta diversidade e importancia econdmica na flora
tropical. Apesar do monofiletismo ser suportado por andlises cladisticas baseadas em
caracteres morfoldgicos e sequenciamento genético (Chase et al. 1995), muitas familias
ainda possuem circunscri¢gdes mal resolvidas e discrepancias taxondmicas (Judd, 2001;
Soltis et al., 2018; APGIV 2016).

Das familias reconhecidas para Asparagales, Amaryllidaceae J. St.-Hil.,
Asparagaceae Juss., Hypoxidaceae R. Br., Iridaceae Juss. e Orchidaceae Juss. possuem
representantes na flora brasileira (MMA, 2014; Dutilh, 2019). Problemas quanto a
escassez de informacgdes, estudos taxondémicos e a baixa representatividade ou
subamostragem em colecdes, fruto do pequeno nimero de coletas, sdo compartilhados
entre as familias Amaryllidaceae, Asparagaceae e Hypoxidaceae (Dutilh 2005, Alves-
Aragjo et al., 2009, Cornehl, 2009, Oliveira et al., 2010, Campos-Rocha, 2015, Dutilh
et al., 2017). Aliado a isso, as questdes taxondmicas infrafamiliares existentes nestes
grupos, tanto genéricas quanto especificas, os tornam uma lacuna de conhecimento a ser
preenchida.

Em Amaryllidaceae, os estudos morfoanatdmicos e taxondmicos seguem
escassos, todavia existe um aporte recente de novos trabalhos (Alves-Aradjo et al.,
2005; Dutilh, 2005; Oliveira et al. 2008, Oliveira et al., 2010; Alves-Aradujo et al., 2012;
Amaral-Lopes & Cavalcanti, 2015). Os individuos desta familia, geralmente, produzem
reduzido nimero de escapos e o periodo de floracdo é curto, dificultando uma
identificacdo mais precisa das espécies durante a maior parte do ano (Arroyo, 1981;
Dutilh, 1989). Grande parte dos trabalhos publicados foi realizada com material
herborizado, o que ndo oferece informagbes suficientemente adequadas para o
reconhecimento dos taxons e corretas caracterizacdo e identificacdo das espécies
(Dutilh, 1989; Campos-Rocha, 2015). A tribo Griffinieae, endémica da flora brasileira,
foi proposta para Amaryllidaceae na década de 70 e é formada pelos géneros Griffinia,
Cearanthes e Worsleya, os dois Gltimos monotipicos. O conhecimento taxonémico e

morfologico sobre Griffinia, recentemente ampliado com a revisdo realizada por
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Campos-Rocha (2015), e sobre Worsleya (Moraes, 2012) ndo se estende para
Cearanthes, género descrito no ano 2000 (Ravenna, 2000). A variagdo presente nas
caracteristicas de morfologia tanto foliar quanto floral nas espécies de Griffinia,
segundo Campos-Rocha (2015), pode estar associada a fatores ambientais, necessitando
de maiores investigacoes.

A variabilidade morfologica observada na tribo Griffinieae € do mesmo modo
encontrada em Hypoxidaceae, familia com taxonomia historicamente relacionada as
Amaryllidaceae (Brown, 1810). Os géneros Curculigo e Hypoxis foram incluidos na
subfamilia Amaryllideae, devido a presenca de ovario infero. Atualmente, apenas 0s
dois géneros sdo reconhecidos para o continente americano e a familia Hypoxidaceae €
constituida por dez géneros e cerca de duzentas espécies (Kocyan et al., 2011; Liu et al.,
2012). No Brasil, Curculigo € um género com uma Unica espécie, C. scorzonerifolia,
distinta especialmente pelo ovério rostrado e por duas espécies do género Hypoxis, H.
decumbens e H. atlantica, com caracteristicas morfolégicas compartilhadas, tendo sido
observada ampla variacao das folhas, flores e sementes nas duas espécies (Dutilh et al.,
2017) e semelhancas com outros taxons congenéricos da América do Norte e da Africa.

Outra familia que compartilha das mesmas questdes de delimitacdo especifica é
Asparagaceae, na qual esta inserido o género Hagenbachia, pouco explorado e com
informacdes conflitantes na literatura (Cruden, 1987; 2009; Nordal & Tulin, 1993;
Bjora et al., 2017). As variacGes morfoldgicas no sistema subterraneo, flores e sementes
das espécies deste género fundamentam divergéncias taxondmicas persistentes. No
Brasil, além da espécie tipo, Hagenbachia brasiliensis Nees & Mart., ocorrem outras
duas espécies, H. matogrossensis (Poelln.) Ravenna e H. angusta Ravenna, com
distribuicdo sobreposta e indefinicdes nomenclaturais.

A escolha dos grupos investigados neste estudo baseou-se na relagao taxondémica
entre as trés familias, na escassez de informacGes sobre 0s géneros e na necessidade de
esclarecimentos em nivel especifico para a inclusdo de informacgdes na Flora do Brasil
(2020 in prep.). Os trés grupos de Asparagales supracitados possuem caracteristicas
foliares e de estruturas reprodutivas que analisadas sob 0 mesmo parametro
metodologico podem fornecer informacdes que agregam elevado valor taxondmico.
Dessa forma, o presente estudo teve como principal objetivo ampliar o conhecimento
acerca da morfoanatomia foliar e micromorfologia tanto floral quanto de sementes
nestes trés grupos inexplorados da flora nativa brasileira, contribuindo na resolucdo de

questdes taxondmicas das familias Amaryllidaceae, Asparagaceae e Hypoxidaceae.
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ESTRUTURA DA TESE

A presente tese esta subdividida em trés capitulos. O Capitulo 1 tem como titulo
“Morfoanatomia e micromorfologia foliar comparativa de Griffinieae
(Amaryllidaceae)” apresentando a caracterizacdo anatdmica foliar comparativa de 32
diferentes acessos incluindo praticamente todas as espécies dos trés géneros que
compdem a tribo: Cearanthes, Griffinia e Worsleya. Neste capitulo, além da
caracterizacdo morfoanatdmica foliar inédita, foram selecionados 24 caracteristicas
morfologicas e 4 variaveis ambientais com os quais foi realizada a Analise de
Correspondéncia Multipla. As principais caracteristicas anatdmicas observadas e 0s
resultados obtidos com as andlises de correspondéncia maltipla foram discutidos.

No Capitulo 2, “Consideracdes taxondomicas para as Hypoxidaceae do Brasil
a luz da morfoanatomia foliar e micromorfologia” foi apresentada a caracterizagdo
morfoanatémica foliar das trés espécies reconhecidas para a familia Hypoxidaceae no
Brasil, Hypoxis atlantica, Hypoxis decumbens e Curculigo scorzonerifolia, incluindo
variedades morfoldgicas, além de caracterizacdo micromorfologica de folhas e sementes
das duas espécies do género Hypoxis. Os resultados obtidos foram discutidos, incluindo
consideracdes comparativas com espécies morfologica e filogeneticamente préximas.

Quanto ao Capitulo 3, “Implicacoes taxondomicas da anatomia foliar e
micromorfologia nas espécies brasileiras de Hagenbachia Nees & Mart.
(ASPARAGACEAE): um enigmatico género da América Latina” foram
apresentadas diferentes abordagens para a identificacdo de espécies do género
Hagenbachia: através da microscopia de luz, utilizando estereomicroscopio e
analisando a micromorfologia de estruturas reprodutivas por microscopia eletrénica de
varredura. Os resultados forneceram caracteres morfoanatbmicos e micromorfologicos

diagnosticos para as espécies reconhecidas do género e foram discutidos.
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Capitulo 1

Morfoanatomia e micromorfologia foliar comparativa

de Griffinieae (Amaryllidaceae)

Comparative leaf micromorphology
and anatomy of Griffinieae (Amaryllidaceae)



27

1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacéo taxonémica

A familia Amaryllidaceae J. Saint-Hilaire esta incluida na ordem Asparagales e
é formada por espécies que apresentam habito herbdceo com relativo curto tempo de
floracdo. Essa caracteristica, segundo Arroyo (1990), impede uma identificacdo mais
precisa durante a maior parte do ano. Além disso, as plantas herbaceas geralmente
possuem poucos elementos Uteis para uma confiavel identificacdo na fase vegetativa de
desenvolvimento, podendo apresentar frequentemente folhas com morfologia externa
bastante semelhante entre as espécies de um mesmo género ou familia. No entanto,
estudos morfoanatdmicos comparativos, apesar de escassos, revelaram-se importantes
ferramentas fornecendo informacGes quanto a caracterizagdo de grupos em
Amaryllidaceae (Cheadle, 1969; Arroyo & Cutler, 1984; Meerow 1987 e 1989; Davis &
Barnett, 1997; Raymundez et al., 2000 e 2005; Alves-Araudjo & Alves, 2005; Oliveira et
al., 2010; Alves-Araujo et al., 2012; Mashayekhi & Columbus, 2014). Griffinieae
Ravenna é uma das tribos em Amaryllidaceae ainda com importantes questdes acerca de
sua taxonomia indicando a necessidade de identificacdo de novos caracteres a serem
empregados na delimitacdo de seus géneros e espécies.

Com 75 géneros e 1600 espécies (Stevens, 2016), Amaryllidaceae possui
distribuicdo cosmopolita e tem os continentes sul-americano e sul-africano como
centros de distribuicdo dos seus géneros. Muitos géneros mostram endemismo mais
restrito, podendo variar no alcance de sua ocorréncia (Arroyo & Cutler, 1984; Dutilh et
al., 2010; Dutilh & Oliveira, 2015). As amarilidaceas sao plantas perenes, com bulbos
(raramente rizomas), filotaxia distica ou espiralada, inflorescéncias escaposas e
umbeliformes (uni ou plurifloras), envoltas por duas ou trés bracteas maiores (espatas),
perianto tubular ou ndo, flores bissexuadas com estilete longo, estigma seco ou Umido
(Meerow, 1998, 2004). Os representantes desta familia sdo adaptados aos mais
diferentes tipos de ambientes: desde os xeréfitos aos mesoéfitos e hidréfitos (Dutilh &
Oliveira, 2015). Uma dificuldade para a taxonomia e filogenia da familia, segundo
Meerow (2010), é que Amaryllidaceae apresenta evolucdo reticulada e convergéncias
morfoldgicas, o que dificulta o reconhecimento das caracteristicas diagnosticas de

grupos evolutivamente relacionados.
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Segundo as circunscrigdes mais recentes, Amaryllidaceae é um grupo
monofilético fortemente sustentado (Fay & Chase 1996, Fay et al., 2000, Givnish et al.,
2006, Pires et al., 2006), constituido por trés subfamilias: Agapanthoideae Endlicher,
Allioideae Herbert e Amaryllidoideae Dumortier (APG I1I, 2009 e APG 1V, 2016)
sendo que todas ja foram consideradas familias em classificacfes anteriores,
Agapanthaceae F. Voigt, Alliaceae Borkhausen e Amaryllidaceae sensu stricto (Givnish
et al., 2006). A subfamilia Allioideae concentra-se principalmente no hemisfério norte e
Agapanthoideae no sul da Africa (Stevens, 2001), ambas possuem ovario stpero. Ja 0s
cerca de 60 géneros e as 800 espécies da subfamilia Amaryllidoideae possuem ovario
infero, alcaloides norbeladinicos e aminoacidos ndo proteicos como sinapomorfias,
diversificaram-se na América do Sul e Africa, podendo ocorrer também em &reas
temperadas (Meerow & Snijman, 1998; Stevens, 2001).

Um total de 15 tribos € reconhecido atualmente para Amaryllidoideae e seis
delas sdo americanas: Hymenocallideae, Stenomesseae, Eustephieae, Hippeastreae e
Griffinieae. Meerow et al. (2000b) publicaram a filogenia das espécies exclusivamente
americanas indicando que existem dois grandes clados: o Clado Andino, com as tribos
Eustephieae, Clinantheae Meerow, Hymenocallideae e Eucharideae; e o clado
“Hippeastroide” (extra-andino), formado por Hippeastreae com uma distribuicdo mais
ampla e Griffinieae, endémica do Brasil.

Para o Brasil, estdo citados 14 géneros distribuidos em mais de 100 espécies de
Amaryllidaceae: Cearanthes Ravenna, Crinum L., Eithea Ravenna, Eucharis Planch. &
Linden, Griffinia Ker Gawl., Habranthus Herb., Hippeastrum Herb., Hymenocallis
Salisb., Ipheion Raf., Nothoscordum Kunth, Rodophiala C. Presl, Tocantinia Ravenna,
Worsleya (W. Watson ex Traub) Traub e Zephyranthes Herb. (Dutilh & Oliveira, 2015).
Desses géneros, cinco sdo exclusivamente brasileiros: Cearanthes, Eithea, Griffinia,
Tocantinia e Worsleya, sendo Cearanthes, Griffinia e Worsleya pertencentes a
Griffinieae.

Ravenna propds a tribo Griffinieae em 1974 incluindo, num primeiro momento,
apenas o género Griffinia, pelas seguintes caracteristicas: posi¢do, forma dos évulos e
frequente separacdo do estame superior dos demais com associacdo a sépala superior.
Tais caracteristicas foram observadas por Ker Gawler (1820) na descricdo do género e
sustentadas, posteriormente, por Lindley (1826). Desde o estabelecimento do género,

diferentes abordagens determinaram o historico de classificagdo dos subgéneros e
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espécies em Griffinia (Herbert, 1837; Seubert, 1847; Roemer, 1847; Traub &
Moldenke, 1949; Preuss 1999a).

Herbert (1837) afirmou que, levando em consideracdo exclusivamente a
morfologia das folhas das trés primeiras espécies de Griffinia descritas (G. hyacinthina
(Ker Gawl.) Ker Gawl., G. parviflora Ker Gawl. e G. intermedia Lindl.), as mesmas
estariam diretamente associadas aos géneros sul-americanos Eucrosia Ker Gawl. e
Urceolina Rchb., com folhas pseudopecioladas. Este mesmo autor, em 1841, criou 0
género Hyline Herbert que, aproximadamente 130 anos depois, foi combinado com
Griffinia por Ravenna (1969) devido a semelhanca do aspecto geral das flores, sendo
aquele reduzido a subgénero deste. Flores noturnas, com tépalas longas e estreitas, seis
estames fasciculados e muitos 6vulos por I6culo foram caracteristicas distintivas de
Hyline para Griffinia, o qual possui flores diurnas, quase sempre com estame epissépalo
ascendente, distinto dos demais, e poucos 6vulos por I6culo. Nao houve mencdo sobre a
forma dos 6vulos e das sementes, que podem ser consideradas as caracteristicas mais
importantes para distinguir o género na América. Considerado préximo a Hymenocallis
por Herbert (1841) e Baker (1888), o0 género Hyline acabou sendo posicionado por
Hutchinson (1934) na tribo Eucharideae, sendo associado a outros géneros sul-
americanos como Pamianthe Stapf. e Stenomesson Herb., e ao género africano
Pancratium L.

Outro género igualmente inserido em Griffinieae é Worsleya, monotipico e
endémico da Serra da Mantiqueira, no estado do Rio de Janeiro. Em 1974, Ravenna
mencionou a proximidade entre Worsleya e a tribo Griffinieae e, em 1999, Preuss
(1999) discute a tribo, todavia apenas com Griffinia. Meerow e colaboradores (2000),
utilizando analises filogenéticas, mostraram que os géneros Worsleya e Griffinia
constituem nitidamente um clado bem suportado e ainda sugerem a tribo como a
linhagem mais basal da subfamilia Amaryllidoideae nas Américas (Meerow et al., 2000;
Campos-Rocha, 2015). Quanto ao histérico deste taxon, inicialmente Amaryllis procera
Duchartre foi descrita e transferida, em seguida, para Worsleya procera (Duch./Lem)
Traub e, posteriormente, para W. rayneri (Hook.f.) Traub & Moldenke. A espécie
possui caracteristicas singulares (e.g. mucilagem, bulbo, quatro espatas, paraperigénio
ausente) que, associadas ao seu isolamento geografico, sugerem-na como uma linhagem
evolutiva independente em Amaryllidaceae (Traub & Moldenke, 1949; Martinelli,
1984, Moraes & Martinelli, 2007).
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No mesmo ano de publicacdo da filogenia das Amaryllidaceae americanas,
Ravenna (2000), a partir da exsicata de uma Unica planta, sem folhas e com apenas uma
inflorescéncia com flores de estigma trifido, carater inédito para o0 grupo, descreve
Cearanthes fuscoviolacea Ravenna, inserindo o género a tribo Griffinieae, junto ao
género Griffinia, sem mencionar qualquer relacdo com Worsleya. Na descricdo de
Cearanthes, o autor sugere que o género € significativamente préximo a Griffinia por
caracteristicas morfoldgicas florais ndo especificadas e comenta sobre o habito muito
similar entre os dois géneros (Ravenna, 1974), apesar de ndo conhecer as folhas da
espécie, descrita de material em cultivo.

Ao passo que Cearanthes e Worsleya seguem como géneros monotipicos (C.
fuscoviolacea e W. rayneri, respectivamente), Griffinia até 2015 possuia 21 taxons
reconhecidos por Campos-Rocha (2015), na unica recente revisao realizada para este
tdxon. Dessas 21 espécies, seis delas, a época, estavam ainda em processo de
publicacdo. Neste trabalho, o autor apresentou um estudo morfolégico e taxonémico
bastante completo onde revisou a taxonomia, nomenclatura, caracterizacdo e variacao
morfologica, distribuicdo geografica das espécies, além de atualizar o estado de
conservacao do género (Campos-Rocha, 2015).

Os dois subgéneros considerados na divisdo do género Griffinia, Hyline e
Griffinia, diferem entre si tanto morfologicamente quanto ecologicamente (Alves-
Araujo, 2009; Campos-Rocha 2015). As espécies que compdem o subgénero Hyline
distribuem-se em &areas mais secas do Brasil, principalmente na Caatinga e no Cerrado
podendo, eventualmente, ser encontradas em florestas estacionais e ambientes de
restinga. Os representantes de Hyline apresentam folhas pecioladas a quase sésseis,
geralmente ensiformes a falcadas, levemente eretas, inflorescéncia com duas a quatro
flores grandes, brancas a levemente rosadas, fragrantes, de antese noturna e efémeras.
Preuss (1999) na filogenia do grupo confirmou G. gardneriana (Herb.) Ravenna e G.
nocturna Ravenna como representantes deste subgénero. O subgénero Griffinia €
caracterizado por folhas pseudopecioladas, flores zigomorfas lilases, esverdeadas ou
pUrpuras, raramente brancas, e com antese diurna, além de geralmente apresentar o
estame epissépalo superior ascendente em relacdo aos demais declinados (ou
eventualmente ausentes) (Dutilh, 2005; Campos Rocha, 2015). A distribuicdo das
espécies se da pelas florestas Umidas e estacionais desde o Estado de Sdo Paulo até o
Ceard. Houve um grande intervalo nas descri¢des de novas espécies para Griffinia entre

o final do século XIX e o inicio da década de 60. Até a descricdo de G. rochae Morel



31

(1960), o género contava com oito espécies além de duas do subgénero Hyline. As
décadas de 60 e 70 foram bastante significativas para o historico taxonémico do grupo
com descri¢es de novas espécies para Griffinia, combinacGes e o estabelecimento de
novos niveis hierarquicos: G. espiritensis Ravenna, G. concinna (Mar.) Ravenna, G.
itambensis Ravenna e G. aracensis Ravenna (Ravenna 1969, 1971, 1974, 1978).

Preuss (1999a) publicou a primeira filogenia molecular do grupo. Contudo, nos
quatro anos seguintes foram descritas dez novas espécies: G.alba K.D.Preuss &
Meerow, G. arifolia Ravenna, G. colatinensis Ravenna, G. cordata K.D.Preuss &
Meerow, G. ilheusiana Ravenna, G. leucantha K.D.Preuss, G. mucurina Ravenna e G.
paubrasilica Ravenna (Preuss & Meerow, 2000, 2001a, 2001b; Ravenna 2000, 2003). A
partir de entdo, deu-se inicio a uma nova era de rearranjos nomenclaturais e
sinonimizacBes para o grupo. Nos ultimos trés anos, foram descritas quatro novas
espécies para 0 género, sendo elas, por ordem de publicacdo: G. angustifolia Campos-
Rocha, Dutilh & Semir, G. capixabae Campos-Rocha & Dutilh, G. meerowiana
Campos-Rocha & M.Peixoto e G. albolineata Campos-Rocha (Campos-Rocha et. al.,
2017a, 2017b, 2018, 2019).

A Flora do Brasil 2020 (in prep.) reconhece um total de 27 espécies para o
género Griffinia (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB4337, acesso
em 23/marco/2019), entretanto algumas delas estdo em processo de sinonimizagédo
(Campos-Rocha com. pess.), 0 que ird reduzir o numero de espécies aceitas para 0
género. A lista completa das espécies reconhecidas até 0 momento para Griffinieae esta
sumarizada na Tabela 1. A distribuicdo das espécies da tribo € restrita ao territorio
brasileiro, sendo encontradas em praticamente todos os biomas (Fig.1 a-j), exceto nas
matas densas da Floresta Amazonica, e nos pampas gauchos (Dutilh & Oliveira, 2015;
Campos-Rocha, Dutilh & Semir, 2017).

A partir de trabalhos de campo, exame de cole¢des herborizadas e em cultivo,
Campos-Rocha & Dutilh (com. pess.) afirmam que as espécies de Griffinia sensu lato se
correlacionam tanto morfologicamente quanto filogeneticamente. Para estes autores,
muitas das variacBes intra e interespecificas podem estar associadas a fatores
ambientais, com os quais o individuo ou a populacdo estdo em interacdo (Campos-
Rocha, 2015). A seguir sera apresentado um panorama de distribuicdo e caracteristicas
morfoldgicas das espécies de Griffinieae para o qual adotamos, principalmente, 0s

dados fornecidos pelo trabalho de Campos-Rocha (2015).
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Tabela 1: Lista de espécies reconhecidas pela Flora do Brasil 2020 para a tribo Griffinieae (Campos-Rocha, 2015; Campos-Rocha &
Dutilh, 2019).

Taxons d':sr(]:?iggo Localidade tipo (Municipio/Estado)
Cearanthes fuscoviolacea Ravenna 2000 Vicosa/CE
Griffinia alba K.D. Preuss & Meerow 2000 S&o Lourenco da Mata/PE
Griffinia albolineata Campos-Rocha 2019 Santa Maria do Salto/MG
Griffinia angustifolia Campos-Rocha, Dutilh & Semir 2017 Povoado Bizamum/BA
Griffinia aracensis Ravenna 1978 Serra dos Aragas/MG
Griffinia arifolia Ravenna 2000 Alcobaca/BA
Griffinia capixabae Campos-Rocha & Dutilh 2017 Santa Teresa/ES
Griffinia colatinensis Ravenna 2000 Colatina/ES
Griffinia concinna (Mart.) Ravenna 1971 Ouro Preto/MG
Griffinia cordata K.D.Preuss & Meerow 2001 Procedéncia incerta
Griffinia espiritensis Ravenna 1969 Linhares/ES
Griffinia espiritensis var. espiritensis Ravenna 1969 ES
Griffinia espiritensis var. baiana K.D.Preuss & Meerow 2002 ltuberd/BA
Griffinia espiritensis var. ituberae K.D.Preuss & Meerow 2002 Ituberd/BA
Griffinia gardneriana (Herb.) Ravenna 1840 CE
Griffinia hyacinthina (Ker Gawl.) Ker Gawl. 1820 RJ
Griffinia ilheusiana Ravenna 2000 IIhéus/BA
Griffinia intermedia Lindl. 1826 Rio de Janeiro/RJ
Griffinia itambensis Ravenna 1974 Santo Anténio do Itambé/MG
Griffinia leucantha K.D.Preuss 2001 Procedéncia incerta
Griffinia liboniana C. Morren 1845 Lagoa Santa/MG
Griffinia meerowiana Campos-Rocha & M.Peixoto 2018 Santa Teresa/ES
Griffinia mucurina Ravenna 2000 Mucuri/BA
Griffinia nocturna Ravenna 1969 GO
Griffinia ornata Moore 1876 Rio de Janeiro/RJ
Griffinia parviflora Ker Gawl. 1820 Procedéncia incerta /BA
Griffinia paubrasilica Ravenna 2000 Itamaraju/BA
Griffinia rochae G. M. Morel 1961 Xerém/RJ

Worsleya rayneri (J.D.Hooker) Traub. & Moldenke 1949 Petrdpolis/RJ
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Figura 1: Diversidade de ambientes de ocorréncia de espécies da tribo Griffinieae. a. Floresta
Ombréfila Densa, Ubatuba, S8o Paulo (ocorréncia de Griffinia ornata). b. Floresta Estacional
Semidecidual, Santa Maria do Salto, Minas Gerais (G. albolineata). c. Floresta Estacional Semidecidual,
Cariacica, Espirito Santo (G. paubrasilica). d. Floresta Estacional Semidecidual, Piracicaba, Sdo Paulo
(Eithea lagopaivae). e. Floresta Estacional Decidual sobre inselberg, Santa Teresa, Espirito Santo (G.
meerowiana). f. Caatinga, Jaguarari, Bahia (G. gardneriana). g. Caatinga, Ceard (Cearanthes
fuscoviolacea). h. Restinga sobre costdo rochoso, relicto de Caatinga, Blzios, Rio de Janeiro (G.
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gardneriana). i. Cerrado, G. nocturna. j. Inselberg, Petropolis, Rio de Janeiro (Worsleya rayneri).
Imagens: a,c,e: E.F.M. Lopes; b,f: J.H.A. Dutilh; d,g: A.C. Rocha; h: A. Tombolato. i: R. Forzza; j: A.
Meerow.

1.2 Distribuicéo e caracterizacdo morfoldgica de Griffinieae

As espécies do género Griffinia, neste estudo, foram reunidas em grupos
morfologicos levando em consideracdo semelhancas de morfologia externa, sendo eles:
Complexo Hyline (G. alba, G. gardneriana e G. nocturna), Complexo Griffinia de
grande porte (G. concinna, G. hyacinthina, G. intermedia, G. ornata e G. capixabae),
Complexo Liboniana (G. liboniana, G. meerowiana e G. rochae) e Complexo
Espiritensis-paubrasilica (G. espiritensis e G. paubrasilica). As demais espécies de
Griffinia, G. albolineata, G. itambensis e G. parviflora, possuem caracteristicas
morfolégicas mais singulares sendo consideradas individualmente, como também
Cearanthes, Worsleya e o grupo-externo Eithea (Hippeastreae) (Figs. 2a-k e 3a-k).

As espécies do complexo (e subgénero) Hyline tém uma distribuicdo que
abrange diferentes fitofisionomias. Griffinia gardneriana (Fig. 2j) pode ocorrer em
areas semissombreadas de mata seca da Caatinga nordestina, como também em
restingas proximo a costdes rochosos no litoral do Rio de Janeiro e campinarana no
Para, além dos estados da BA, CE, PE, TO, MG e ES. Em adi¢cdo, os ambientes de
ocorréncia de G. gardneriana podem variar dos supracitados a Floresta Estacional,
inselbergs, falésias ou tabuleiros litoraneos, em solos arenosos ou areno-argilosos. As
folhas de G. gardneriana séo raramente pecioladas e podem, eventualmente, apresentar
maculas cinéreas na lamina foliar. Griffinia nocturna (Fig. 3b) teve sua ocorréncia
relatada para matas ciliares, de galeria, carrascal e cerrado; sua distribuicdo geografica
foi confirmada para as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, nos estados de GO, MT,
MA e TO. As folhas de G. gardneriana sdo raramente pecioladas enquanto as de G.
nocturna apresentam base foliar e lamina oblanceoladas a estreitamente elipticas,
entretanto, ambas tendem a ser mais ensiformes se comparadas com as demais Griffinia.
A espécie G. alba (Fig. 3a) ocorre em locais sombreados e Umidos de Floresta
Estacional nos estados de AL e PE e a espécie possui folhas estreitamente elipticas,
como G. nocturna. Campos-Rocha & Dutilh (com. pess.) comentam a proximidade
filogenética entre G. alba e as demais Hyline com base em dados moleculares (dados

nédo publicados).
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Quanto ao complexo das “Griffinia de grande porte”, Griffinia hyacinthina (Fig.
3d) ocorre na Serra do Mar, entre os estados do RJ e SP, em ambientes sombreados e
umidos da Floresta Ombrdfila Densa; além de ser a espécie tipo de todo o género, ela
representa o limite sul de ocorréncia do mesmo. A espécie muito se assemelha
morfologicamente & G. concinna (Fig. 2e), mas as espécies diferem quanto ao tamanho
do tubo floral, distribuicdo geogréfica e tipo de ambiente onde ocorrem. O exemplar
tipo de G. concinna foi coletado por Martius em Ouro Preto/MG, todavia a espécie foi
somente registrada para o norte do RJ, MG e sul do ES, ocorrendo em sub-bosques de
Florestas Estacionais Semideciduas. Duas espécies de ocorréncia para o leste do estado
de S&o Paulo e Rio de Janeiro, G. intermedia e G. ornata, sdo relacionadas quanto ao
seu histérico nomenclatural, tendo sido a segunda considerada sindbnimo da primeira.
Griffinia intermedia (Fig. 2c-d) tem distribuicdo mencionada para os estados de SP, na
Serra da Bocaina, e RJ, no Parque Nacional do Itatiaia e no municipio de Mangaratiba,
em Floresta Ombrofila Densa. Dentre as caracteristicas morfolégicas de destaque para a
espécie, as flores possuem maculas nas tépalas como exclusividade dentre as “Griffinia
de grande porte” e suas folhas tem a base, ou pseudopeciolo, profundamente
canaliculada. No género Griffinia, as folhas sdo subdivididas em duas regides: peciolo e
lamina (Campos-Rocha, 2015). Todavia, alguns autores optam por denominar a base da
folha de pseudopeciolo, em decorréncia da sua estrutura anatbmica semelhante a ldamina
foliar, ou seja, uma regido mais volumosa que a lamina foliar, mas que exibe
dorsiventralidade (Alves-Araujo, 2007; Campos-Rocha, 2015, Oliveira, 2012). Segundo
Bell (1991), diferentemente do que ocorre com as eudicotiledoneas, nas
monocotileddneas, durante o desenvolvimento de folhas dorsiventrais, a base do
primordio foliar origina tanto a base invaginante, e ou peciolo, quanto a lamina foliar,
ou seja, o Orgao por completo, formando folhas pseudopecioladas. Por isso, alguns
autores denominam os peciolos presentes em folhas dorsiventrais de monocotileddneas
de pseudopeciolos. Dessa forma, o presente trabalho optou pela utilizacdo do termo
pseudopeciolo para se referir a base das folhas, quando presente e morfologicamente
distinto da lamina foliar. Quanto a G. ornata (Fig. 2a), a espécie é distinta por
apresentar flores maiores e em maior numero, além de um padrdo de venacdo com
menor numero de nervuras nas folhas. Sua ocorréncia foi relatada para a Serra do Mar,
no municipio de Ubatuba (Campos Rocha et al. in prep.). Griffia capixabae Campos-
Rocha & Dutilh (Fig. 3c) € uma espécie morfologicamente também semelhante as

demais Griffinia de grande porte. Descrita recentemente (Campos-Rocha et al., 2017),
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esta espécie também possui caracteres de morfologia floral, além do pseudopeciolo, que
a distinguem de G. intermedia. A distribuicdo geografica de G. capixabae foi registrada

para matas semideciduas da Serra da Mantiqueira, no estado do ES.

> 5 e ¥

Figura 2: Individuos de diferentes acessos de espécies da tribo Griffinieae. a. Griffinia ornata. b. G.
albolineata. ¢. G. intermedia (ltatiaia, Sdo Paulo). d. G. intermedia (S8o José do Barreiro, Sdo Paulo). e.
G. concinna. f. G. espiritensis (Sdo Fidélis, Rio de Janeiro). g. Eithea lagopaivae. h. G. paubrasilica. i.
G. meerowiana. j. G. gardneriana (Jaguarari, Bahia). k. Worsleya rayneri. Imagens: a. J.A.M.A. Gomes

b-g: A.C. Rocha. h-i: E.F.M. Lopes, j: J.H.A. Dutilh, k: A. Meerow.
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Preuss (1999a, 1999b) em seu trabalho com o género Griffinia, considerou a
existéncia de um complexo morfologico “G. liboniana” formado por cinco espécies.
Levando em consideracdo o estudo de Campos-Rocha (2015), o complexo “Liboniana”
teria trés espécies: Griffinia liboniana C. Morren, G. meerowiana Campos-Rocha &
M.Peixoto e G. rochae G.M. Morel. A érea de distribuicdo geogréafica de G. liboniana é
equivalente a de G. gardneriana, ocorrendo em uma variedade de ambiente bastante
ampla, desde o Cerrado, Caatinga, Florestas Estacional e Ombrofila Densa, restingas e
até as mussunungas (formacGes vegetacionais arbustivas associadas a Mata Atlantica,
semelhantes as restingas, com areas abertas e sobre solo oligotréfico - Nascimento, et
al., 2017). A espécie ocorre na regido Nordeste, nos estados da BA, CE, PE e RN e na
regido Sudeste, em MG e ES. Suas folhas podem ou ndo apresentar maculas e, quando
presentes, podem ser dos mais diversos tipos: alvas, rosadas, cinéreas, eventualmente
com estria esbranquicada ou regido mais clara proxima a nervura central (Fig. 3e-g).
Griffinia rochae (Fig. 3h) é considerada a espécie de menor porte do género e muito
semelhante a G. liboniana; sua distribui¢do é conhecida para os estados do RJ e ES, em
Floresta Ombrofila Densa. Recentemente, ao descreverem G. meerowiana (Fig. 2i),
Campos-Rocha et al. (2016) agruparam caracteres tanto de morfologia floral quanto
foliar da espécie nova e de outras oito do género consideradas “Griffinia de pequeno
porte”. Em sua andlise comparativa, quatro caracteristicas morfoldgicas foliares foram
levadas em considera¢do, como a forma da lamina foliar, presenca ou auséncia de
maculas, relacdo entre comprimento e largura foliares e o padrdo de venagdo. A nova
espécie foi o primeiro registro do género associado a formacgdes rochosas do tipo
inselberg (Campos-Rocha et al., 2018) e sua ocorréncia é conhecida apenas para 0
estado do ES, em ambiente caracterizado por altitude relativamente baixa, porém
bastante quente e seco (Tabacow 1992 apud Mendes & Padovan 2000, INCAPER
2011). Na descricao da espécie, os autores relataram um grande nimero de formigueiros
junto a populacdo de G. meerowiana, considerando que as formigas sdo conhecidas
como o0s agentes dispersores das sementes de Griffinia (Meiado et al., 2012),

especialmente por apresentarem elaiossomo (Preuss 1999, Campos-Rocha 2015).
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Pan ey il et 73 §
Figura 3: Diversidade morfol6gica das folhas de espécies da tribo Griffinieae. a. Griffinia alba. b. G.

nocturna. c. G. capixabae d. G. hyacinthina (ltatiaia). e-g. G. liboniana. h. G. rochae. i. G. itambensis. j.
G. parviflora. k. Cearanthes fuscoviolacea. Imagens: a-k: A.C. Rocha.

Um dos complexos morfologicos que mais desafiam os taxonomistas do grupo
em relacdo a identidade das espécies € formado por duas espécies e é denominado
“Espiritensis-paubrasilica”. Ao descrever G. espiritensis Ravenna (Fig. 2f), o autor
considerou a espécie distinta por possuir longos pseudopeciolos eretos, os mais longos

até entdo entre as Griffinia, porém muito proxima a G. rochae e G. ornata. Preuss
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(1999), Preuss & Meerow (2001) e Alves-Aradjo et al. (2009, 2012 e 2014)
mencionaram consultar materiais de G. espiritensis que, posteriormente, Campos-Rocha
(2015) revelou tratarem-se de espécimes de G. liboniana. O autor inclusive sinonimizou
as variedades de G. espiritensis descritas por Preuss & Meerow (2001) em G. liboniana,
evidenciando as divergéncias taxonémicas quanto & morfologia das espécies do grupo.
Griffinia paubrasilica Ravenna (Fig. 2h) foi descrita em 2000 e € considerada
morfologicamente semelhante a G. liboniana (Ravenna, 2000). Campos-Rocha (2015)
afirma que, somente com a morfologia floral, ndo é possivel distinguir com exatiddo G.
paubrasilica de G. espiritensis. Com ocorréncia registrada para a regido serrana do ES,
norte do RJ e apenas um registro para o sul de MG, G. paubrasilica é tipica de locais
sombreados e umidos de Floresta Ombroéfila Densa. Griffinia paubrasilica tem sua
ocorréncia relatada apenas para as localidades-tipo, em areas de sub-bosque de Floresta
Ombrofila Densa, no estado da BA.

Algumas espécies de Griffinia apresentam caracteristicas singulares a ponto de
ndo serem incluidas em complexos morfologicos, como G. parviflora, G. itambensis e
G. albolineata. Segunda espécie descrita para 0 género em 1820, G. parviflora (Fig. 3j)
apresenta folhas longo-pecioladas, ovaladas a elipticas e, como o préprio epiteto
menciona, flores pequenas, as menores comparadas com as demais, a época da
descricdo. Preuss (1999) e Alves-Araujo (2009) concordaram que a espécie seria
distinta das demais Griffinia, sobretudo pela coloracdo avermelhada na base do
pseudopeciolo e escapo. Todavia, 0 primeiro autor mencionou equivocadamente que G.
parviflora teria proximidade filogenética com G. intermedia (Campos-Rocha, 2015). A
ocorréncia de G. parviflora foi relatada somente para o estado da BA, em sub-bosque de
Floresta Ombrofila Densa.

Folhas estreitas, lanceoladas a lineares, geralmente com pigmentacdo vinacea na
face abaxial e eventual presenca de estria esbranquicada na face adaxial caracterizam G.
itambensis (Fig. 3i). Essa espécie € a Unica que possui distribuicdo geografica restrita
aos campos rupestres da Serra do Espinhaco (MG), em areas de matas ciliares e de
galeria. Campos-Rocha et al. (2017) ao descreverem G. angustifolia a consideram
similar a G. itambensis, da qual afirmam se distinguir por apresentar folhas ainda mais
estreitas, além de outros caracteres florais. A espécie foi recém descrita em 2017 para a
Caatinga nordestina, com apenas trés registros conhecidos nos estados de AL, BA e SE,

ocorrendo sob a mata arb6reo-arbustiva na Caatinga, em solo rochoso a arenoso.
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Griffinia albolineata Campos-Rocha (Fig. 2b) € a espécie mais recentemente
descrita para o género, com folhas caracterizadas por um pseudopeciolo levemente
canaliculado na face adaxial, uma faixa branca préxima a nervura central e apice
geralmente longo-acuminado (Campos-Rocha et al., 2019). Sua ocorréncia foi relatada
para o Vale do Jequitinhonha, na fronteira entre Minas Gerais e Bahia, em é&rea
preservada de Mata Atlantica com caracteristicas de Floresta Ombrdfila Densa de
Montanha. Segundo os autores, as flores das espécies sdo morfologicamente similares
as de G. intermedia, porém esta apresenta um pseudopeciolo profundamente
canaliculado e, eventualmente, em plantulas, pode ocorrer uma faixa branca proxima a
nervura central.

A acdo antropica desenfreada, junto ao endemismo caracteristico da maioria das
espeécies de Griffinia, pode ocasionar a extincdo de grande parte das espécies do grupo,
como é o caso de Griffinia arifolia, descrita a partir de um Unico individuo coletado
para a espécie, apesar de esforcos de coleta. Praticamente toda a regido da localidade
tipo foi transformada em plantacéo de eucalipto ou area de cultivo abandonada (Dutilh
& Campos-Rocha, com. pess.). Morfologicamente, o principal carater utilizado para
distingui-la das outras Griffinia foi a Unica folha sagitada observada. Outro exemplo de
tdxon possivelmente extinto é a espécie G. colatinensis, descrita entre as décadas de
1930 e 1940 e que, desde entdo, ndo possui mais registros de coleta na literatura. A
espécie ¢ considerada “Criticamente em Perigo” pela Lista Nacional Oficial de Espécies
da Flora Ameacadas de Extingdo (MMA, 2014). Griffinia alba possui registro para
apenas trés populacdes conhecidas porém, em viagem de campo observamos que uma
delas esta provavelmente extinta pela acdo antropica. Dentre as demais espécies da tribo
Griffinieae, G. meerowiana, G. ornata e C. fuscoviolacea possuem apenas o registro de
uma unica populacdo, no ES, SP e CE, respectivamente. Tanto os conhecimentos
taxondmicos quanto sistematicos sdo de fundamental importancia para a conservacao da
diversidade de espécies existentes (Cotterill, 1995). Segundo o “Livro Vermelho da
Flora do Brasil”, existem nove espécies do género Griffinia reconhecidas pela Flora do
Brasil, “Ameacadas de extingdo” e, dessas, cinco estdo “Criticamente em perigo”
(2013).

Um dos estudos anatbmicos mais abrangentes na familia foi realizado com
espécies americanas por Arroyo & Cutler (1984). Neste trabalho, dados sobre a
morfologia e anatomia de 6rgdos vegetativos, incluindo escapo, de 125 espécies e 25

géneros foram reportados, com espécies de diferentes tribos de Amaryllidaceae
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examinando as afinidades entre géneros do Velho e do Novo Mundo. Os autores
apresentaram um panorama geral da estrutura anatdbmica dessas espécies, especialmente
das folhas, aliando as caracteristicas observadas ao seu valor taxonémico e diagnostico
para os taxons. Mashayekhi & Columbus (2014) observaram a evolucdo de caracteres
anatdbmicos da lamina foliar para as especies norte-americanas do género Allium
subgénero Amerallium e relataram potencial diagndstico das caracteristicas anatémicas,
também identificadas em estudos previamente realizados, como suporte para identificar
as relacdes filogenéticas no grupo. Em adicdo, 0s autores mencionaram a alta variacédo
de determinadas caracteristicas interespecificas, exemplificando o nimero e a forma dos
feixes vasculares variaveis em diferentes individuos dos mesmos acessos populacionais.
Estudos morfoanatdmicos aliados a diferentes abordagens como citologia, ecologia,
geografia e biologia molecular oferecem informacgdes que, combinadas, possibilitam
uma analise taxonémica integrada dos diferentes grupos (Padial et al., 2010). Como
exemplo deste tipo de estudo integrado, Perrone et al. (2015) utilizaram analises
morfomeétricas correlacionando a resposta de plantas do género Pancratium ao ambiente
onde ocorrem, além de anatomia e micromorfologia foliares. Em outro exemplo,
Kogyigit & Tuna (2016) relacionaram a anatomia de secc¢des transversais foliares com
dados cariotipicos e moleculares em espécies de Sternbergia, género ocorrente na
Eurésia.

O tipo de ornamentacado epicuticular, contorno das células epidérmicas, presenca
ou auséncia de papilas, presenca ou auséncia e tipo de estdmatos sdo exemplos de
caracteristicas da superficie foliar relatadas com valor diagndstico em Amaryllidaceae.
SeccOes transversais das folhas possibilitaram a analise de diferentes tipos de
caracteristicas, como o contorno da lamina foliar, especialmente da nervura central e
margens foliares, contorno e espessamento péectico da parede das células epidérmicas,
estrutura do mesofilo, distribuicdo e orientacdo dos feixes vasculares e a presenca ou
auséncia de aerénquima e idioblastos (Arroyo, 1982; Arroyo & Cutler, 1984;
Mashayekhi et al., Marques, 2015; Kogyigit & Tuna 2016).

As folhas entre as espécies de Griffinieae possuem ampla variacdo na sua
morfologia externa (Figs. 2 e 3) que, em algumas condicdes, pode ser maior até mesmo
que a variacdo morfoldgica das flores, geralmente o 6rgdo mais util para distinguir as
espécies de outros grupos entre si. O amplo alcance geogréfico de distribuicdo das
espécies da tribo e a ocorréncia da mesma espécie em ambientes particularmente

distintos pode ter um reflexo substancial na estrutura anatémica das folhas. Em vista



42

dessas informages, foi possivel constatar que, desde o estabelecimento dos taxons, as
espécies da tribo Griffinieae apresentam problemas taxonémicos como a falta de
informacdo sobre as espécies, o déficit de coleta e, o fato de que, para muitas, as
descricdes foram baseadas em um Unico espécime. Levando em consideracdo que nos
materiais herborizados, principalmente as flores, perdem muitas das caracteristicas do
material in vivo, torna-se cada vez mais necessario 0 estudo e 0 agrupamento de
caracteristicas diagndsticas de material vegetativo, que é a fase menos efémera ao longo
do ano para essas plantas de florescimento esporadico. Em sintese, poucos sdo 0s
aspectos morfoanatdmicos conhecidos e que possam caracterizar as espécies de
Griffinieae a fim de separa-las taxonomicamente, resultando em continuas divergéncias
quanto a delimitacdo especifica no grupo.

Dessa forma, a realizacdo deste estudo anatdbmico poderd contribuir com a
caracterizacdo das espécies, fornecendo informacGes com valor diagndéstico para a
delimitacdo dos taxons da tribo, ampliando, sobretudo, o conhecimento acerca da
anatomia foliar em Amaryllidaceae e de espécies nativas brasileiras que ocorrem em

diferentes ambientes.
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2. OBJETIVOS

Este capitulo de tese teve como principais objetivos:

a) Investigar e caracterizar a morfoanatomia foliar das espécies de Griffinieae e de
espécies relacionadas morfolégica e filogeneticamente com a tribo;

b) Identificar caracteres morfoanatémicos com valor diagndstico para o grupo;

c) Verificar possivel variacdo morfoanatdmica foliar em diferentes acessos das
espécies para fins de esclarecimento taxondémico;

d) Verificar a ocorréncia ou ndo de um padrdo, ou padrdes, na estrutura anatdmica
das folhas nas espécies de Griffinia, correlacionando-os com o ambiente;

e) Comparar a estrutura anatdmica das folhas entre individuos de diferentes
populacdes de uma mesma espécie, em localidades distintas;

f) Identificar os padrdes de similaridade morfoanatdmica entre as espécies da tribo

Griffinieae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Analises morfoanatémicas

Este estudo avaliou a morfoanatomia foliar de um total de 32 acessos, sendo 30
da tribo Griffinieae e duas espécies da tribo Hippeastreae. Do género Griffinia, 0 mais
representativo da tribo, foram analisadas 16 espécies e, em adicdo, outros 12 acessos de
diferentes localidades das mesmas. As espécies C. fuscoviolacea e W. rayneri,
representantes dos outros dois géneros monotipicos da tribo foram igualmente
analisadas. As duas espécies escolhidas como grupo externo, Eithea blumenavia e E.
lagopaivae estdo incluidas na tribo Hippeastreae, a mais proxima filogeneticamente de
Griffinieae (Meerow et al., 2000; Oliveira, 2012; Garcia et al., 2014, 2017; Campos-
Rocha et al., 2017). As amostras foram coletadas diretamente de seus dominios
fitogeograficos, abrangendo os mais distintos tipos de ambiente e ampla variedade de
fitofisionomias, sendo Floresta Ombrofila Densa, Floresta Estacional Decidual e
Semidecidual, Caatinga, Cerrado, Restinga e Inselberg, e quando necessario, foram
utilizados materiais herborizados e ou de cultivo, com procedéncia confirmada. A lista
de espécies do estudo, caracteristicas dos ambientes de ocorréncia das mesmas e 0s
respectivos vouchers estdo sumarizados na Tabela 2.

Para as analises morfoanatémicas, trés folhas totalmente expandidas de um ou
mais individuos de cada espécie foram coletadas e fixadas em alcool etilico 70% ou
Karnovsky (Karnovsky, 1965). No momento da coleta das amostras, o 6rgdo foi
subdividido em trés regides (Fig. 4): pseudopeciolo ou base foliar, lamina foliar na
regido mediana e regido apical da folha (correspondendo aos ultimos 2 cm da porcao
distal do 6rgdo, longitudinalmente). A regido selecionada e correspondente a regido
mediana da lamina foliar foi também subdividida em trés regides, delimitadas da
seguinte forma: margem (1 cm da extremidade transversal), regido intermediaria (entre
a margem e a regido central) e regido central (1-2 cm correspondente a porcao central da
folha entre as duas margens) (Fig. 4). O comprimento das areas selecionadas variou
conforme as dimensdes das folhas de cada espécie. A subdivisdo da folha em
pseudopeciolo e lamina vém sendo utilizada por diferentes autores (Alves-Araujo, 2007;
Campos-Rocha, 2015, 2017a, 2017b), todavia é importante ressaltar que, para as

espécies com folhas ensiformes, no caso do subgénero Hyline e Worsleya, devido a
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auséncia de pseudopeciolo, optamos por utilizar o termo “base” foliar. OS termos
utilizados na descri¢do anatdmica e morfoldgica estdo de acordo com Stearn (1992).

As amostras fixadas em Karnovsky foram submetidas a vacuo para retirada do ar
contido nos tecidos, lavadas em agua destilada, desidratadas em série etilica (10% -

30% - 50 %) e armazenadas em alcool 70%.

Regiao Mediana

EF

Intermediaria Central

\(\ Pseudopeciolo
ou Base

A

Figura 4: Esquema ilustrando as trés regides foliares consideradas no estudo. P: pseudopeciolo ou
base foliar; M: regido mediana; A: Regido apical (correspondendo aos Gltimos 2 cm da porcéao distal do
orgdo, longitudinalmente). A regido mediana da folha foi subdividida em trés regibes distintas, sendo
elas: regido central (1-2 cm correspondente a porcdo central da folha entre as duas margens), regido
intermediéaria (entre a margem e a regido central) e margem (1 cm da extremidade transversal).
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Tabela 2: Lista de espécies/vouchers das amostras utilizadas no estudo. Em “Faixa de altitude”, auséncia de asterisco = ambiente predominantemente seco; presenca de
asterisco: ambiente com disponibilidade hidrica.

Localidade

Espécies / Acessos populacionais o Ambiente Faixa de Altitude Cadigo /Coletor Herbério
Municipio-Estado

Griffinia alba Séo Lourenco da Floresta Estacional -

1 K.D.Preuss & Meerow Mata/PE Semidecidual 50400 m Campos-Rocha 1478 UEC
Griffinia albolineata Santa Maria do - - .

2 Campos-Rocha Salto/MG Floresta Ombroéfila Densa 400 -900 m Lombardi 6006 BHCB
Griffinia capixabae A Floresta Estacional

3 Campos-Rocha & Dutilh Marilandia/ES Semidecidual 50-400m Campos-Rocha 1441 UEC
Griffinia concinna N Floresta Estacional -

4 (Mart.) Ravenna Atilio Vivacqua/ES Semidecidual 50-400m Kollmann 9705 MBML

5 Griffinia espiritensis Domingos Martins/ES Florestg Est.acmnal 400-900 m Campos-Rocha 965 UEC
Ravenna Semidecidual

g | Sriffinia espiritensis Sio Fidélis/RJ Floresta Estacional 50 - 400 m * Campos-Rocha 1507 | UEC
Ravenna Semidecidual

7 | Griffinia gardneriana Jaiba/MG Caatinga 400 — 900 m Lombardi 4475 BHCB
(Herb) Ravenna
Griffinia gardneriana - .

8 (Herb) Ravenna Blzios/RJ Restinga Om Campos-Rocha 1580 UEC
Griffinia gardneriana , Floresta Estacional

9 (Herb) Ravenna Jaguaré/ES Semidecidual 50-400 m Campos-Rocha s/n UEC
Griffinia hyacinthina ; - * )

10 (Ker. Gawl.) Ker Gawl., Parati/RJ Floresta Ombrofila Densa om M. Peixoto 13197 UEC
Griffinia hyacinthina - - i

11 (Ker. Gawl.) Ker Gawl., Ubatuba/SP Floresta Ombrofila Densa Om Campos-Rocha 1610 UEC

12 (I_Blrr:gfll hia intermedia Séao Jose do Barreiro/SP Floresta Ombrofila Densa 400-900 m * Campos-Rocha 1608 UEC

13 (I_Sirr:gfllnla intermedia Itatiaia/RJ Floresta Ombrdfila Densa Acima de 900 m * Campos-Rocha 1603 UEC

14 Eirr:glmla intermedia Mangaratiba/RJ Floresta Ombrdfila Densa 400 -900 m Campos-Rocha 1876 UEC
Griffinia itambensis Sdo Gongalo do Rio Floresta Estacional . -

15 Ravenna Preto/MG Semidecidual Acima de 900m Campos-Rocha 1463 UEC

16 Griffinia liboniana Ituberd/BA Floresta Ombrofila Densa Om=* Campos-Rocha 1480 UEC

C. Morren
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Espécies / Acessos populacionais L_oc;al_ldade Ambiente Faixa de Altitude Cadigo /Coletor Herbério
Municipio-Estado
17 Griffinia liboniana Material cultivado | s | e Campos-Rocha 1155
C. Morren
Griffinia liboniana . . Campos-Rocha 833 x
18 C. Morren Material cultivado | = -eeeee- 1 e 1382
19 | Griffinia liboniana Itacaré/BA Floresta Estacional om Campos-Rocha 1492 | UEC
C. Morren Semidecidual
20 grll\f/flgrl?erl]lbomana Ilhéus/BA Floresta Ombrofila Densa Om* Campos-Rocha 1494 UEC
Griffinia liboniana . Floresta Estacional
21 C. Morren Itapebi/BA Semidecidual 50-400m Campos-Rocha 833 UEC
gp | Griffinia liboniana Salto da Divisa/MG Floresta Estacional 50 — 400 m Kollmann 11893 MBML
C. Morren Semidecidual
Griffinia meerowiana Floresta Estacional
23 Campos-Rocha & M. Peixoto Santa Teresa/ES Semidecidual 50-400m Campos-Rocha 1818 UEC
24 S;:/Tr?rzz nocturna Alta Floresta/MT Cerrado 50-400m Campos-Rocha 1540 UEC
25 &gg;g'a ornata Ubatuba/SP Floresta Ombrofila Densa Om* Campos-Rocha s/n UEC
26 Eglrffg;%vgl)arwflora Ubaitaba/BA Floresta Ombrofila Densa 0-50m=* Campos-Rocha 1282 HPL
27 Griffinia paubrasilica Cariacica/ES Florestg Est_auonal 50 —-400 m * Campos-Rocha s/n UEC
Ravenna Semidecidual
28 g“l\f;m:\jor;?hae Santa Leopoldina/RJ Floresta Ombrofila Densa 50-400 m Campos-Rocha 1382 UEC
29 ggsgi?];hes fuscoviolacea Vigosa do Cearad/CE Caatinga 400-900 m Campos-Rocha 1577 UEC
Worsleya rayneri P . * .
30 (3.D.Hooker) Traub. & Moldenke Petropolis/RJ Inselberg Acima de 900m M. Peixoto s/n UEC
31 Eg\r;:snl;lumenawa(Carnere) Ponta Grossa/PR Floresta Ombrofila Densa 400-900 m * Campos-Rocha 1624 UEC
32 Eithea lagopaivae . Piracicaba/SP Floresta Estacional Decidual 400 -900 m Campos-Rocha 1647 UEC
Campos-Rocha & Dutilh
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O material selecionado correspondente a base da folha ou pseudopeciolo, margem,
regido intermediaria, regido central e regido apical da folha foi infiltrado em resina plastica
hidroxi-etil-metacrilato (Historesin Leica®, Heraeus-Kulzer, Hanau, Germany) seguindo as
normas do fabricante. Algumas amostras do material foram infiltradas em Paraplast X-tra®
(Fisher). Para tanto, o material foi desidratado em série alcoolico-butilica (70% - 85% - 95 %
e 100%) (Johansen, 1940), por um periodo de 48 horas em cada solucdo. O alcool butilico
100% foi trocado por trés vezes pelo mesmo periodo. A seguir, % do volume de Paraplast
solido X-tra® (Fisher) foi adicionado ao material, mantido a temperatura de 60°C. Foram
realizadas trés trocas de Paraplast a cada 12 horas e, ao fim das trocas, as amostras foram
colocadas em moldes de papel para solidificar. SeccBes transversais e longitudinais com
espessura de 5-7 um (material infiltrado em resina plastica) e 10 um (material infiltrado em
paraplast) foram obtidas em micr6tomo rotativo manual com navalha descartavel de aco.

As laminas histologicas do material infiltrado em resina pléstica foram coradas com
azul de toluidina 0,05% (tampdo citrato, pH 4,5) (Sakai, 1973) por 10 min e, posteriormente,
montadas em resina sintética Entellan® (Merck®, Darmstadt, Germany). As laminas
histoldgicas do material infiltrado em Paraplast foram submetidas a imersdo em xilol para
remoc¢do do mesmo e, reidratacdo gradativa com alcool e dgua destilada. Para este material, a
coloracdo foi realizada com a combinacdo de Safranina e Azul de Astra. SeccOes
longitudinais paradérmicas de ambas as faces da epiderme na regido mediana das folhas
armazenadas foram obtidas com lamina de barbear virgem e igualmente coradas com azul de
toluidina. A documentacdo das imagens foi realizada por captura em camera digital (modelo

DP71) acoplada ao fotomicroscopio Olympus BX51.

3.2 Testes histoquimicos

Testes histoquimicos foram realizados com material fresco e/ou fixado, conforme
supracitado. Para substancias lipidicas, evidenciando mais precisamente a cuticula, foi
empregado o reagente Sudan IV (Miller, 1968); para a detec¢cdo de substancias pécticas na
parede celular, Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940); para verificar a lignificacdo da parede
celular, Floroglucinol (Johansen, 1940) e para verificar o tipo de lignina (G ou S), Maule
(Nakano & Meshitsuka, 1992). As analises das sec¢des foram realizadas imediatamente apds
as reacOes e comparadas com seccOes controle tanto de material fresco quanto fixado em
procedimento padrdo e a documentagdo das imagens em camera digital (modelo DP71)

acoplada ao fotomicroscépio Olympus BX51.
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3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As superficies das folhas, em ambas as faces da epiderme, na regido central e
intermediaria da porcdo mediana (Tabela 3) foram analisadas em microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e, para isso, amostras de folhas armazenadas foram desidratadas em série
etilica (80% - 90% - 96% - 100%) e secadas pelo método do ponto critico com CO2 no
equipamento Balzers (modelo CPD 030). A seguir, as amostras de folhas tanto da face abaxial
quanto adaxial foram montadas em suportes metélicos e recobertas, por 170 segundos, com
ouro coloidal, no equipamento Bal-Tec (modelo SCD 050). Os registros das micrografias
foram realizados ao microscépio eletronico de varredura LEO modelo VP 435 operado a
20kV, no Laboratdrio de Microscopia Eletronica, no Instituto de Biologia/UNICAMP.

3.4.Andlise de Correspondéncia Mudaltipla (ACM ou MCA= Multiple

Correspondence Analysis)

Para analisar o padrdo de relagBes entre as diversas varidveis morfoanatdbmicas
categoricas nas espécies de Griffinieae, foi realizada a Anélise de Correspondéncia Multipla
(ACM) (Abdi & Valentin, 2007). Para tanto, foram determinadas e escolhidas 28
caracteristicas qualitativas (ver item 4.8) para 0s 32 acessos com base nas andlises das laminas
histoldgicas e em diferentes trabalhos morfoanatémicos com Amaryllidaceae (Arroyo, 1982;
Arroyo & Cutler, 1984; Mashayeknhi et al., Marques, 2015; Kogyigit & Tuna 2016). A seguir,
elaborou-se uma matriz de caracteristicas com seus respectivos codigos de estado de carater
(Tabela 4) e para as analises de agrupamento e ordenacdo das caracteristicas foram utilizados

0s pacotes FactoMineR e Factoextra implementados no programa R (R Core Team 2018).
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4. RESULTADOS

4.1 Anatomia da superficie foliar

As seccdes longitudinais paradérmicas de ambas as faces foliares revelaram entre
quatro a cinco células subsidiarias, geralmente alongadas paralelamente ao eixo estomatico.
As células subsidiarias ndo sdo distinguiveis das demais células epidérmicas, evidenciando o
arranjo anomocitico dos estdmatos, para todas as espécies de Griffinieae e também para
Eithea, como observado em G. hyacinthina (Fig 5a) e G. liboniana (Fig. 5b). Os estbmatos
comumente apresentam reforco parietal ao redor do ostiolo. Diferentes padrbes foram
observados para os estbmatos na sua distribuicdo, contorno das células em vista frontal,
presenca ou auséncia de sinuosidade nas paredes anticlinais e no tipo de extremidades das
células epidérmicas.

Folhas hipoestomaticas foram observadas em 58% dos acessos analisados e folhas
anfiestomaticas em 42% deles. Considerando apenas as espécies de Griffinia analisadas,
foram observadas 37,5% anfiestomaticas e 62,5% hipoestomaticas. Em Cearanthes, foram
observadas folhas anfiestométicas com estdmatos adaxialmente restritos a nervura central,
como também para uma das espécies do grupo externo, E. blumenavia. Para Worsleya e E.
lagopaivae foram observadas folhas anfiestomaticas.

Duas variagfes foram observadas quanto ao contorno das células epidérmicas em vista
frontal. As células epidérmicas mais curtas que alongadas longitudinalmente foram
observadas na face adaxial do acesso de G. intermedia (Mangaratiba) (Fig. 5¢) e em C.
fuscoviolacea (Fig. 5d). Em adicdo, na face abaxial das folhas de G. intermedia
(Mangaratiba), foram observadas células mais alongadas perpendicularmente ao eixo
estomaético (Fig. 5e).

A parede anticlinal das células epidérmicas foi classificada em trés padrdes distintos
em ambas as faces da epiderme nas folhas de Griffinieae. A maior parte dos acessos
populacionais possui células com parede anticlinal sinuosa tanto na face adaxial, como em G.
espiritensis (Domingos Martins) (Fig. 5f), quanto na face abaxial, observada em G.
paubrasilica (Fig. 59). Paredes anticlinais retas, como observado na face adaxial de G.
liboniana (Salto da Divisa) (Fig. 5h) e na face abaxial de W. rayneri (Fig. 5i) também foram
observadas. Outros exemplos de paredes anticlinais sinuosas ocorrem tanto na face adaxial,
como em G. ornata (Fig. 5j) quanto na face abaxial, observadas em G. liboniana (ltuberd)

(Fig. 5k). O contorno das células epidérmicas, em relacdo a extremidade do maior eixo da
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célula, em vista frontal, pode se apresentar truncado, na maioria das espécies, como em G.
liboniana 1480 (Fig. 5k, 5a-b), ou aguda, como em G. gardneriana 13250 (Fig 5i, 5I).
Micrografias eletrénicas de varredura revelaram padrdes de estrias formadas pela
ornamentacdo da parede periclinal externa junto a cuticula (PPEC). Foram observadas
superficies foliares com aspecto menos estriado, ou seja, menos ornamentada, observado em
G. liboniana (Itacaré) (Fig.6a), exceto pela presenca de estrias perpendiculares delgadas nas
células adjacentes ao estdbmato (Fig. 6b). Em algumas espécies onde ocorrem estrias
perpendiculares ao maior eixo da célula, os limites intercelulares também apresentam estrias
demarcadas, padrdo que pode ser observado na face adaxial de G. albolineata (Fig. 6¢). As
células adjacentes ao estdmato podem possuir, além de estrias perpendiculares delgadas, finas
estrias paralelas ao maior eixo da célula e paralelas entre si. Este padrdo de ornamentacé&o,
cujo espessamento é relativamente inconspicuo, foi observado em G. liboniana (Lagoa
Encantada) (Fig. 6d). Em determinadas regibes observadas, a presenca de finas estrias
perpendiculares e paralelas ndo se mostrou tdo evidente (Fig. 6e). Em detalhe, foi possivel
observar a formacédo de limites celulares entre as células da epiderme e ornamentacdo com
estrias delgadas tanto perpendiculares quanto paralelas em folhas de G. espiritensis
(Domingos Martins) (Fig. 6f). A visdo geral das folhas com este tipo de ornamentagéo difere
das folhas cujas células epidérmicas possuem maior espessamento péctico do conjunto PPEC
(Fig. 50). No detalhe desse padrdo em G. hyacinthina (Ubatuba), estrias perpendiculares
espessadas ocorrem nas células adjacentes aos estdbmatos (Fig. 6h). Em algumas espécies foi
observado padré@o reticulado nas paredes periclinais externas da epiderme que, em menor
aumento, nao ficam evidentes, como na face abaxial das folhas de G. intermedia (S&o José do
Barreiro) (Fig. 6i). Neste tipo de ornamentacdo, estrias espessadas tanto perpendiculares
quanto paralelas se entrelacam formando um padréo reticulado, com o limite entre as células
em depressdo (Fig. 6j). O espessamento das estrias na parede periclinal externa das células
epidérmicas pode se restringir ao contorno da célula, unindo-se ao espessamento de uma
célula com a sua adjacente, formando um contorno emoldurado, como em G. hyacinthina
(Parati) (Fig. 6k). Na face adaxial das folhas de G. intermedia (S&o José do Barreiro) (Fig. 6l),
além do espessamento emoldurado, foram observadas estrias por toda a parede periclinal
externa das células que, em menor aumento, ndo sdo muito evidentes. Outro tipo de
ornamentacdo emoldurada foi observado para a face adaxial de G. concinna (Atilio
Vivacqua), com estrias perpendiculares entre as molduras de duas células adjacentes,
formando um aspecto emoldurado ainda mais pronunciado (Fig. 6m). Em detalhe, foi possivel
observar 0 espessamento e a unido entre as estrias perpendiculares e paralelas neste tipo de

ornamentacdo (Fig. 6n). Em Worsleya rayneri, observamos estrias alongadas paralelas ao
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maior eixo da célula, espessadas e a formacdo de pequenas projecdes papiliformes (Fig. 60).
Em algumas regides da superficie foliar desta espécie, foi possivel observar a presenca de cera

epicuticular proxima as projec@es papiliformes (Fig. 6p).

Figura 5: Seccdes paradérmicas das folhas de espécies da tribo Griffinieae. a. Griffinia hyacinthina,
face abaxial b. G. liboniana (Itapebi), face abaxial c. G. intermedia (Mangaratiba), face adaxial d.
Cearanthes fuscoviolacea, face adaxial e. G. intermedia (Mangaratiba), face abaxial f. G. espiritensis
(Domingos Martins), face abaxial g. G. paubrasilica (Cariacica), face abaxial h. G. liboniana (Salto da
Divisa), face abaxial i. Worsleya rayneri, face adaxial j. G. ornata (Ubatuba), face adaxial k. G.
liboniana (Ituberd), face abaxial I. G. gardneriana (Jaiba), face adaxial.
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Figura 6: Micrografias Eletrénicas de Varredura da superficie foliar de espécies da tribo Griffinieae.
a. Griffinia liboniana (Itacaré), face abaxial b. Detalhe do estdmato de Griffinia liboniana (Itacaré), face
abaxial c. G. albolineata, face adaxial d. Detalhe do estdbmato de G. liboniana (Lagoa Encantada), face
abaxial e. G. espiritensis (Domingos Martins), face abaxial f. Detalhe de G. espiritensis (Domingos Martins),
face abaxial g. G. hyacinthina (Ubatuba), face abaxial h. Detalhe de G. hyacinthina (Ubatuba), face abaxial i.
G. intermedia (S8o José do Barreiro), face abaxial j. Detalhe de G. intermedia (S&o José do Barreiro), face
abaxial k. G. hyacinthina (Parati), face adaxial I. G. intermedia (S0 José do Barreiro), face adaxial. m. G.
concinna, face adaxial n. Detalhe de G. concinna, face adaxial 0. Worsleya rayneri, face adaxial. p. Detalhe
de W. rayneri, face adaxial.
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4.1.1 Padrd@es de ornamentacao (estrias)

Os padrd@es de estrias formadas pelo espessamento péctico da parede periclinal externa
junto & cuticula (PPEC) evidenciaram similaridades entre as espécies dos complexos
morfologicos que auxiliaram no agrupamento e distingdo entre as mesmas (Tabela 3).

A epiderme das folhas nas espécies do Complexo “Hyline” apresentam apenas estrias
transversais delgadas (padrdo 1) e estrias transversais com limites definidos (1) foram
observadas nas faces adaxiais das folhas de G. alba e G. gardneriana (Jaiba). Cearanthes
fuscoviolacea apresentou (1) padréo de estrias semelhante ao observado para as espécies de
Hyline.

Uma maior variacdo no padrdo de estrias epidérmicas foi observada para o Complexo
das “Libonianas”. Estrias transversais com limites definidos (II) foram comuns a ambas as
faces da epiderme das folhas de G. rochae e do hibrido de G. liboniana (Campos-Rocha, 1382
x 833). Estrias transversais delgadas (1) ocorreram em trés acessos de G. liboniana (19,20 e
21). O padrao de estrias do tipo Ill foi observado entre G. liboniana (Baixo Cariri) e G.
meerowiana, com estrias tanto transversais quanto longitudinais delgadas. Apenas um dos
acessos de G. liboniana, Ituberd, apresentou estrias transversais e longitudinais com limites
definidos (IV). Mesmo ndo sendo incluida neste complexo morfoespecifico, G. albolineata
apresentou padrdo de estrias transverais com limites definidos (I1), semelhante a G. rochae e
um dos acessos cultivares de G. liboniana (17).

A face adaxial das folhas dos acessos do Complexo “espiritensis-paubrasilica”
apresentou igualmente estrias transversais e longitudinais com limites definidos (IV).
Todavia, 0s trés acessos apresentaram diferentes padrdes de estrias na face abaxial de suas
folhas: estrias transversais com limites definidos em G. espiritensis (Domingos Martins) (I1) e
estrias transversais e longitudinais com limites definidos no acesso de S&o Fidélis (1V). Ja G.
paubrasilica apresentou estrias transversais e longitudinais delgadas (l11).

As “Griffinia de grande porte” apresentaram tipos diferentes de ornamentagdo das
estrias nas células epidérmicas. Griffinia ornata e G. capixabae mostraram 0s tipos menos
complexos de ornamentacgdo, com estrias transversais delgadas (1) e, somente na face abaxial
de G. capixabae, observamos estrias transversais e longitudinais com limites definidos entre
as células. As demais espécies deste grupo apresentaram o0s tipos mais complexos de
ornamentacao nas estrias epidérmicas. A face adaxial da epiderme de praticamente todos 0s
acessos de G. concinna, G. hyacinthina e G. intermedia apresentaram estrias emolduradas,
com arranjo de estrias transversais e longitudinais formando uma moldura no contorno de

cada célula epidérmica. Quanto a face abaxial, o padrdo reticulado de estrias transversais e
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longitudinais ocorreu na maior parte das espécies, exceto em G. hyacinthina (Parati) que
apresentou apenas estrias transversais espessadas, padrao diferenciado observado somente em
ambas as faces de G. itambensis. Foi observada a presenga de cera epicuticular em apenas
uma das espécies de Griffinia analisadas. A face adaxial da epiderme de G. parviflora
apresentou cera epicuticular enquanto que estrias transversais delgadas foram observadas na
face abaxial.

Quanto aos demais géneros da tribo, E. lagopaivae mostrou estrias transversais
delgadas na face adaxial enquanto E. blumenavia apresentou estrias longitudinais com maior
espessamento péctico na porcao central da parede periclinal externa, ornamentacdo que, em
seccdo transversal evidencia o padrdo coronulado observado nas células epidérmicas desta
espécie. A face abaxial de ambas as espécies apresentou estrias transversais com limites
definidos. Estrias paralelas espessadas com projecOes papiliformes (X) foram observadas em

ambas as faces da epiderme nas folhas de W. rayneri.
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Tabela 3: Padrdes de estrias, por ordem de espessamento e tipo de ornamentacdo, identificados em Microscopia Eletrénica de Varredura
na superficie das laminas foliares na regido intermediéria (entre nervura central e margem) em espécies da tribo Griffinieae subdivididos
em complexos morfoldgicos. Legenda: PRL = paralelas, PPD = perpendiculares.

Faces das laminas foliares na regido mediana
Complexos morfolégicos Espécies Adaxial Abaxial
G. alba PPD, delgadas
G. gardneriana (7) PPD, delgadas
Complexo “Hyline” _

G. gardneriana (8) PPD, delgadas PPD, delgadas
G. nocturna PPD, delgadas PPD, delgadas
G. rochae

G. liboniana (16)
G. liboniana (17)
G liboniana (19)
G. liboniana (20)
G. liboniana (21)
G. liboniana (22)
G

PPD, delgadas
PPD, delgadas
PPD, delgadas

Complexo “Liboniana”

. meerowiana

®

. paubrasilica
Complexo

®

o » . espiritensis (5)
“Espiritensis-paubrasilica”

®

. espiritensis (6)

. concinna

. hyacinthina (10)
. hyacinthina (11)
. intermedia (12)
. intermedia (13)
. intermedia (14)

Complexo “Criffinia de

grande porte”

. ornata PPD, delgadas

PPD, delgadas

PPD, delgadas

O O O O O O O ®

. capixabae
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C. fuscoviolacea

E. blumenavia

G. itambensis

G. parviflora Irregular com presenca de cera PPD, delgadas
G-albolincaia  [[PPD: imites defindos | PPD: limites definidos |
E. lagopaivae PPD, delgadas

W. rayneri

PRL, espessas com projecdes

PRL, espessas com projecoes

1) Perpendiculares delgadas;

I1) Perpendiculares com limites
definidos;

I11) Perpendiculares e paralelas
delgadas;

IV) Perpendiculares e paralelas
com limites definidos;

V) Emolduradas

(estrias perpendiculares e paralelas
formando uma moldura ao redor da
célula);

VI) Reticuladas
(estrias perpendiculares e paralelas
formando uma rede);

O © @ e

V1) Perpendiculares espessadas;

VI11) Paralelas com espessamento
central;

IX) Paralelas espessadas com
projecoes;

X) Irregular com presenca de cera.
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4.2 Morfoanatomia do pseudopeciolo ou base

O contorno do pseudopeciolo em seccdo transversal observado para as espécies de
Griffinieae variou entre quatro formas principais: canaliculado, podendo apresentar face
adaxial levemente concava (Fig. 7a) em G. gardneriana, ou profundamente concava (Fig. 7b),
como observado para G. nocturna; alado (Fig. 7c), como em G. espiritensis (Domingos
Martins); depresso obovado (Fig. 7d) ou eliptico (Fig. 7e), observados em G. hyacinthina e
Cearanthes fuscoviolacea, respectivamente. Worsleya rayneri ndo possui pseudopeciolo
diferenciado, apresentando a base da folha sem estreitamento evidente como em outras
espéecies da tribo (Fig. 7f). A estrutura anatdmica geral dos pseudopeciolos em seccao
transversal € caracterizada por uma camada de células epidérmicas, diversas camadas de
tecido parenquimatico onde estdo distribuidos ordenadamente os feixes vasculares podendo,
eventualmente, ser observada a presenca de aerénquima. N&o foi registrada a presenca de
tecido esclerenquimatico no pseudopeciolo das espécies analisadas (Fig. 7a-f).

A epiderme € uniestratificada com células geralmente retangulares altas e com paredes
celulares espessadas por toda a extensdo do tecido. O espessamento parietal péctico das
células epidérmicas apresentou-se de trés formas distintas quanto ao numero de paredes
espessadas: apenas a parede periclinal externa (PPE), tanto parede periclinal externa quanto
interna espessadas (PPE+Pl) ou todas as paredes periclinais e anticlinais espessadas
(PPE+PI+PA). A presenca de espessamento péctico restrito a parede periclinal externa (PPE)
foi observada em diferentes espéecies de Griffinieae, como em G. gardneriana (Jaiba) (Fig.
8a). Espessamento péctico parietal tanto da parede periclinal externa quanto interna (PPE+PI
ou PPEI) das células epidérmicas do pseudopeciolo foi observado em G. alba (Fig. 8b). O
espessamento péctico de ambas as paredes periclinais, externa e interna, como também das
paredes anticlinais (PPE+PI+PA ou PPEIA), foi observado na epiderme do pseudopeciolo de
C. fuscoviolacea (Fig. 8c).

A parede periclinal externa das células da epiderme, quando associadas a cuticula,
pode ou ndo formar estrias com um padrdo de ornamentacdo distinguivel em vista frontal nos
pseudopeciolos. Em seccdo transversal, este conjunto “parede periclinal externa e cuticula”
(PPE+C ou PPEC) evidenciou trés tipos diferentes de contorno: eroso (irregular), como
observado em G. hyacinthina (Parati) (Fig. 8d); denticulado, em G. intermedia (Mangaratiba)
(Fig. 8e) e coronulado, exclusivamente em Worsleya (Fig. 8f).

A presenca de uma ou mais camadas de células subepidérmicas com parede celular
primaria espessada foi identificada em trés espécies, G. hyacinthina, nos individuos de ambas

localidades, C. fuscoviolacea e W. rayneri. Nos dois acessos de G. hyacinthina foi observada
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apenas uma camada de células subepidérmicas com parede priméria espessada (Fig. 9a). Em
C. fuscoviolacea, foram observadas cerca de quatro a cinco camadas de células
subepidérmicas com parede primaria espessada (Fig. 9b) as quais, em sec¢do longitudinal
(Fig. 9c), sdo mais alongadas que as demais células parenquimaticas do pseudopeciolo,
evidenciando, no caso desta espécie, a presenca de colénquima. Para W. rayneri, a presenca
de colénguima é restrita a cerca de quatro a cinco camadas de células da extensdo da bainha
dos feixes vasculares, proximas as faces da epiderme, alternadas com parénquima
clorofiliano, ainda mais observavel em luz polarizada (Fig. 9d). As demais espécies da tribo
ndo possuem este tipo de espessamento péctico parietal no pseudopeciolo. O mesofilo nos
pseudopeciolos apresentou em todas as espécies analisadas uma grande quantidade de
idioblastos com mucilagem no interior do vactolo, como constatado em G. liboniana (Fig.
9e), e cristais de oxalato de calcio geralmente em forma de rafides G. intermedia
(Mangaratiba) (Fig. 9f).

Em relacdo ao numero de feixes vasculares nos pseudopeciolos de Griffinieae em
seccao transversal, as espécies foram subdivididas em quatro categorias: I. até vinte feixes
vasculares; Il. entre vinte e trinta feixes vasculares; Ill. entre trinta e quarenta feixes
vasculares e 1V: acima de quarenta feixes vasculares. Os valores minimos para o nimero de
feixes vasculares nas plantas examinadas foram observados em individuos de G. paubrasilica
(15-16) e em Eithea lagopaivae (11-14). Valores intermediarios e incluidos na categoria I,
entre vinte e trinta feixes vasculares, foram observados, por exemplo, em G. concinna (29), G.
gardneriana (17-23) e G. hyacinthina (ca. 20). Valores méximos observados e incluidos na
categoria Ill, acima de trinta feixes vasculares, foram observados em G. albolineata (31-40),

G. nocturna (31) e G. intermedia (37), por exemplo.



Figura 7: Contorno do pseudopeciolo de espécies de Griffinieae, em seccao transversal. a. Griffinia
gardneriana (Jaiba), notar pseudopeciolo levemente canaliculado. b. G. nocturna, notar pseudopeciolo
profundamente canaliculado. c. G. espiritensis (Domingos Martins), notar pseudopeciolo alado. d. G.
hyacinthina (Ubatuba), notar pseudopeciolo depresso-obovado, e. Cearanthes fuscoviolacea, notar
pseudopeciolo eliptico. f. Worsleya rayneri. Legendas: aer = aerénquima; fab = face abaxial; fad = face
adaxial; fv = feixe vascular. Escala: a,d,e: 1000 um; b,c: 500 pm; f: 200 pm.

60



61

Figura 8: Caracteristicas epidérmicas do pseudopeciolo de espécies de Griffinieae, em seccéo
transversal. a-c: Espessamento parietal péctico das células epidérmicas em secgdo transversal. d-f:
Ornamentacao da parede periclinal externa e cuticula (PPEC) nas células epidérmicas em sec¢do transversal. a.
Griffinia meerowianna, notar o espessamento da parede periclinal externa. b. G. alba, notar o espessamento
tanto da parede periclinal externa quanto da parede periclinal intera. c. Cearanthes fuscoviolacea, notar o
espessamento das paredes periclinal externa, interna e das paredes anticlinais. d. G. hyacinthina, notar o padréo
eroso de ornamentagdo da PPEC. e. G. intermedia, notar o padrdo denticulado de ornamentacdo da PPEC. f.
Worsleya rayneri, notar o padrdo de ornamentacdo coronulado. Legendas: Cut = cuticula; Ep = epiderme; PA
= parede anticlinal; PPE = parede periclinal externa; PPl = parede periclinal interna. Escala: a-f: 20 pm.
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Figura 9: Caracterizacdo do mesofilo de pseudopeciolos de espécies da tribo Griffinieae. a-b, d-e: seccbes
transversais. c,f: sec¢bes longitudinais. a. Griffinia hyacinthina, notar a camadas subepidérmicas com
espessamento péctico da parede celular (seta vermelha) b. Cearanthes fuscoviolacea, notar camadas de células
subepidérmicas (seta vermelha), idioblasto com réfide (cabega de seta) e idioblastos com compostos fenolicos
(estrelas vermelhas). c. C. fuscoviolacea, notar camadas de células subepidérmicas colenquimaticas (seta
vermelha) e idioblastos com compostos fendlicos (estrelas vermelhas) d. Worsleya rayneri, notar camadas
subepidérmicas de colénquima (seta vermelha). e. G. liboniana (Ilhéus), notar a presenga de idioblastos com
contetido mucilaginoso (setas pretas) e misto, com rafides e mucilagem (cabeca de seta preta). f. G. intermedia
(Mangaratiba), notar idioblastos com rafides alongados longitudinalmente. Legendas: Epi = epiderme. Escala:
c: 100 pm; d-f: 50 um; a-b: 20 um.
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4.3. Morfoanatomia da regido intermediaria

As laminas foliares das espécies de Griffinieae sdo planas, bifaciais e possuem
estrutura anatbmica padrdo, como observado na seccdo transversal de G. concinna, composta
por epiderme uniestratificada em ambas as faces, mesofilo podendo ser dorsiventral ou
isolateral composto por células de parénquima clorofiliano do tipo braciforme, feixes
vasculares colaterais, geralmente elipticos, equidistantes de ambas as faces e alternados,
eventualmente, com aerénquima (Fig. 10a, 10e-f). As células epidérmicas na face adaxial das
folhas analisadas apresentaram-se ligeiramente mais retangulares na face abaxial, como
observado para G. concinna, ou de contorno mais uniforme como em G. nocturna (Fig. 10b).
A presenca de cuticula delgada (inferior a 2 um) foi observada para a maior parte das
espécies, com excecdo de ambos os acessos de G. hyacinthina (Fig. 10c) e W. rayneri (Fig.
10d) que apresentaram cuticula espessa (superior a 2 um).

Espessamento péctico de parede periclinal externa (PPE) foi observado para a
epiderme de todos os acessos analisados, como em G. hyacinthina (Fig. 10c). A Unica espécie
para a qual foi observado espessamento péctico de parede periclinal tanto externa quanto
interna (PPEI) foi W. rayneri (Fig. 10d).

Quanto a estrutura do mesofilo nas folhas de todas as espécies da tribo Griffinieae,
foram identificados dois tipos de organizacao, podendo 0 mesmo ser subdividido em duas ou
trés regides distintas. Nas folhas cujo mesofilo é dorsiventral, subdividido em duas regibes
distintas, as células braciformes proximas a epiderme da face adaxial, apresentam-se mais
densamente agrupadas, ou seja, com espacgos intercelulares menos conspicuos, como 0
observado nas folhas de G. meerowiana (Fig. 10e). Em outros acessos, 0 mesofilo € isolateral
e subdividido em trés regides, demarcado pela presenca de espacos intercelulares mais
conspicuos entre os feixes vasculares, com presenca de parénquima aquifero formado por
células alongadas sem espessamento parietal péctico como ocorre em G. alba (Fig. 10f), ou
com ceélula alongada com espessamento péctico da parede celular, como em ambos 0s acessos
de G. hyacinthina (Fig. 10c). As células parenquimaticas do tipo braciforme que compdem o
mesofilo das folhas possuem diferentes contornos em seccdo longitudinal, variando desde
contorno em cruz (Fig. 10g) a irregular (Fig. 10h). Idioblastos com cristais de oxalato de
calcio em forma de réafides foram observados para a lamina foliar de praticamente todas as
especies analisadas. Seccdes longitudinais revelam que estes idioblastos sdo mais alongados
em relacdo as demais células parenquimaticas do tipo braciforme, como observado em G.

liboniana (Salto da Divisa) (Fig. 10i). Além deste tipo de cristal, foram registrados para G.
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hyacinthina e G. ornata idioblastos com cristais de oxalato de calcio em forma de drusas (Fig.
10j).

Os feixes vasculares colaterais, em seccdo transversal, sdo elipticos, como em G.
concinna, G. nocturna e G. hyacinthina (Fig. 10a-b). Nestas espécies e nos demais acessos
analisados, a bainha do feixe vascular apresenta-se ininterrupta, sem espessamento parietal,
com excecdo de G. hyacinthina. Extensbes da bainha do feixe vascular foram observadas
apenas em W. rayneri, com células densamente agrupadas do feixe vascular as faces da
epiderme (Fig. 10d). Geralmente, nessa regido da folha, além dos demais componentes do
tecido, entre 3-8 elementos de vaso compdem cada unidade vascular, sendo que a quantidade
de elementos de vaso pode aumentar em direcdo a nervura central, onde os feixes vasculares
sdo maiores e diminuir em direcdo as margens foliares, com feixes menores. A presenga de
células com espessamento péctico de parede celular nos feixes vasculares ocorre em
representantes dos géneros Griffinia e Worsleya. Para o género Worsleya, 0 espessamento
péctico se restringe as células do floema (floema nacarado, Fig. 10k, ver seta), subdividindo o
tecido em duas regides, uma com paredes bastante espessadas e outra adjacente ao Xilema,
todavia foi possivel observar células companheiras em ambas as regifes. Nas espécies do
género Griffinia, esse tipo de espessamento péctico pode estender-se as regides

parenquimaticas do xilema e da bainha, como em G. hyacinthina (Ubatuba) (Fig. 10l, setas).



65

N AR W SAVH »

Figura 10: Caracterizagdo morfoanatémica da regido intermediaria na regido mediana das folhas de
espécies da tribo Griffinieae. a-f, j-I: Sec¢des transversais. g-i: Secgdes longitudinais. a. Griffinia concinna,
notar a estrutura anatdmica geral do mesofilo isolateral, presenca de células do parénquima aquifero com
espessamento péctico na parede celular (seta). b. G. nocturna, notar mesofilo dorsiventral. ¢. G. hyacinthina
(Ubatuba), notar mesofilo isolateral, cuticula espessa (cabeca de seta) e presenca de células do parénquima
aquifero com espessamento péctico na parede celular (setas) d. Worsleya rayneri, notar mesofilo isolateral,
cuticula espessa (cabeca de seta) e extensdo da bainha do feixe vascular. e. G. meerowiana, notar mesofilo
dorsiventral. f. G. alba, notar mesofilo isolateral. g-h. G. albolineata. g. Células parenquimaticas do tipo
braciforme com contorno em X. h. Células parenquimaticas do tipo braciforme com contorno irregular. i. G.
espiritensis (Sdo Fidélis), notar idioblasto alongado com rafide (seta). j. G. ornata, notar idioblasto com drusas.
k. W. rayneri, notar feixe vascular com floema nacarado (seta), espessamento péctico na porcdo central do
tecido. I. G. hyacinthina (Ubatuba), notar espessamento péctico de parénquima do floema, do xilema e de células
da bainha do feixe vascular (setas). Legendas: bcf = célula braciforme; fab = face abaxial da epiderme; fad =
face adaxial da epiderme; FI = floema; fv = feixe vascular; Xi = xilema. Escala: a-f:50 pm; k-1: 20 um; g-j: 10
pm.
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4.4 Morfoanatomia da regido central

Em seccdo transversal, a regido central das folhas nas espécies de Griffinieae
apresentou contorno de trés formas distintas: 1. Auséncia de saliéncia na regido central, com
faces paralelas entre si, conforme o observado para Worsleya rayneri que exibe folhas planas
(Fig. 11a) e para os acessos de G. nocturna com folhas levemente canaliculadas (Fig. 11b). II.
Saliente abaxialmente, a regido central apresenta saliéncia na face abaxial da epiderme, com
contorno arredondado ou levemente agudo, observado em G intermedia (Fig. 11c) e G.
albolineata, respectivamente (Fig. 11d); e Ill. Saliente em ambas as faces da epiderme, a
regido da nervura central apresenta saliéncia tanto na face abaxial quanto na adaxial,
observado em G. hyacinthina (Fig. 11e).

O namero de feixes vasculares presentes na regido central da lamina foliar variou entre
as espécies analisadas. A quantidade minima de trés feixes vasculares foi observada para a
maioria das espécies, como em Eithea lagopaivae (Fig. 11f). Algumas espécies, como G.
concinna (Fig. 11fg) apresentam cinco feixes vasculares na regido central. Griffinia ornata e
G. intermedia possuem as maiores folhas encontradas para o género, tendo sido observados
sete e oito feixes vasculares, respectivamente, na regido central da folha.

A presenca de espacos intercelulares formando lacunas de aerénquima na nervura
central foi observada para basicamente todas as espécies analisadas, como G. paubrasilica
(Fig. 11h). Contudo, as lacunas de aerénquima podem ser mais ou menos conspicuas,
dependendo da espécie. A auséncia de aerénquima na regido da nervura central foi registrada

apenas para um dos individuos de G. gardneriana (Jaguaré).
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Figura 11: Caracterizagdo morfoanatémica da regido central em folhas de espécies da tribo Griffinieae. a.
Worsleya rayneri, notar faces epidérmicas paralelas (setas) e auséncia de saliéncia na regido central. b. G.
nocturna, notar a auséncia de saliéncia na regido central com ambas as faces paralelas entre si. c. G. intermedia,
notar saliéncia arredondada da face abaxial (seta maior) e a presenca de sete feixes vasculares na regido (setas
menores). d. G. albolineata, notar saliéncia com contorno levemente agudo (seta maior) e a presencga de trés
feixes vasculares na regido (setas menores) e. G. hyacinthina (Parati), notar saliéncia tanto da face abaxial
quanto abaxial (setas maiores) e a presenca de trés feixes vasculares na regido (setas menores). f. Eithea
lagopaivae, notar a presenca de lacunas de aerénquima na regido central e a presenca de trés feixes vasculares
(setas). g. G. concinna, notar cinco feixes vasculares na regido central e saliéncias em ambas as faces da
epiderme. h. G. paubrasilica, notar a presenca de trés feixes vasculares e a formacao de lacunas de aeréngquima
na regido. Legendas: aer = aerénquima; fab = face abaxial da epiderme; fad = face adaxial da epiderme; fv =
feixe vascular. Escala: e,g: 1000 um; b-d,f: 500 pwm; h: 200 pm; f: 100 um.
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4.5 Morfoanatomia da margem

As margens na regido mediana das folhas apresentaram-se planas somente em G.
gardneriana (Fig. 12a) e Worsleya rayneri (Fig. 12g), arqueadas em direcéo a face abaxial na
maioria dos acessos, como observado para G. albolineata (Fig. 12b) ou ainda recurvadas,
como as folhas de G. espiritensis (Domingos Martins) (Fig. 12c). Cuticula delgada (menor
que 2 um de espessura) foi observada nas margens foliares para a maioria dos acessos, como
observado em G. espiritensis (Sdo Fidélis) (Fig. 12d). Cuticula espessa (acima de 2 um de
espessura) em algumas espécies como G. hyacinthina (Parati) (Fig. 12e) ou ainda, alem de
espessa, formando flanges cuticulares sob as células epidérmicas, como observado em outro
acesso de G.hyacinthina (Ubatuba, ver seta) (Fig. 12f) e W. rayneri (Fig. 12k). Quanto ao
contorno das células epidérmicas nas margens foliares, foram observadas células
quadrangulares na maior parte das espécies analisadas, como em G. paubrasilica (Fig. 129).
Contorno do tipo coronulado (em forma de coroa pequena, em seccdo transversal) foi
constatado para G. liboniana (Salto da Divisa) (Fig. 12h), G. meerowiana, G. rochae e para as
duas espécies de Eithea. Na extremidade da margem foliar, foram observadas células
papilosas em Cearanthes (Fig. 12i) e superficie levemente papilosa em G. ornata (Fig. 12j).
Para W. rayneri, o espessamento cuticular e as flanges cuticulares sobrepdem-se as células

com contorno papiloso (Fig. 12Kk).
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Figura 12: Caracterizagdo morfoanatdmica das margens foliares na regido mediana de espécies da tribo
Griffinieae. a-k: Sec¢des transversais. a. Griffinia gardneriana, notar margem plana. b. G. albolineata, notar
margem arqueada em dire¢do a face abaxial. c. G. espiritensis (Domingos Martins), notar margem recurvada. d.
G. espiritensis (Sao Fidélis), notar contorno quadrangular das células da epiderme e cuticula delgada (cabega de
seta). e. G. hyacinthina (Parati), notar cuticula espessa (cabeca de seta). f. G. hyacinthina (Ubatuba), notar a
presenca de flanges cuticulares (seta preta) e cuticula espessa (cabeca de seta). g. G. paubrasilica, notar contorno
quadrangular das células da eiderme. h. G. liboniana (Salto da Divisa), notar contorno coronulado nas células
epidérmicas (seta preta). i. Cearanthes fuscoviolacea, notar presenca de papilas na epiderme (seta vermelha) e
contorno coronulado em células epidérmicas. j. G. ornata, notar a superficie levemente papilosa na extremidade
da margem foliar. k. Worsleya rayneri, notar a presenca de cuticula espessa (cabeca de seta) e flanges cuticulares
(seta preta). Legendas: Epi = epiderme; fab = face abaxial da epiderme; fad = face adaxial da epiderme; fv =
feixe vascular. Escala: a-c 100 pm; h-i,k: 50 pm; d-f, j: 20 um.
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4.6 Morfoanatomia da regido apical

Nas seccles transversais da regido apical da lamina foliar foi possivel observar um
panorama geral similar ao restante das laminas foliares analisadas. A regido apical das folhas
de G. hyacinthina (Parati) apresentou, na regido da nervura central, saliéncia pronunciada na
face adaxial, diferentemente do observado na regido central, além de uma maior quantidade
de parénquima aquifero interfascicular com espessamento parietal péctico (Fig. 13a). Em
algumas espécies foi possivel observar um aumento na quantidade de aerénquima
comparando com as observacdes das laminas foliares na regido mediana, como em G.
meerowiana (Fig. 13b). Representantes de outros complexos morfolégicos ndo apresentaram
variacdo significativa na quantidade de aerénquima observada no &pice foliar, como G.
espiritensis (Fig. 13c) e G. nocturna (Fig. 13d). No apice das folhas de Eithea, foi possivel
observar a formacéo de grandes lacunas de aerénquima principalmente na regido da nervura
central (Fig. 13e).

Os feixes vasculares a medida que se distanciam da regido mediana da folha e se
aproximam do &pice convergem e se fundem, sofrendo anastomoses. Dessa forma, foi
possivel observar uma significativa reducdo no nimero de feixes do &pice foliar em relagédo
aos do pseudopeciolo para algumas espécies, dividindo-as em dois grupos: I. espécies que
tiveram uma redu¢do maior ou igual a 15% no namero de feixes e Il. espécies que tiveram
uma reducdo menor que 15% no namero de feixes vasculares. Um dos exemplos onde houve
grande reducdo do nimero de feixes vasculares entre a base ou pseudopeciolo e o apice foliar
é C. fuscoviolacea com reducdo de 55% no numero de feixes vasculares. Eithea lagopaivae,
G. espiritensis (Sdo Fidélis) e G. gardneriana foram espécies cujo numero de feixes

vasculares entre as duas regides da folha ndo tiveram alteragéo (0% de variagao).



Figura 13: Caracterizagdo morfoanatdmica da regido apical em folhas de espécies de Griffinieae. a.
Griffinia hyacinthina (Parati), notar parénquima aquifero com células apresentando espessamento péctico da
parede celular (seta vermelha) b. G. meerowiana, notar lacunas de aerénquima. c. G. espiritensis (Domingos
Martins), notar lacuna de aerénquima d. G. nocturna, notar lacunas de aerénquima. e. Eithea lagopaivae, notar
lacunas de aerénquima. Legendas: aer = aerénquima; fab = face abaxial da epiderme; fad = face adaxial da
epiderme. Escala: a-d: 1000 um; e: 100 pm.
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4.7 Testes histoquimicos

Na regido intermediaria das folhas analisadas foram observadas diferencas quanto a
espessura da cuticula nas células epidérmicas. A maioria dos acessos analisados apresentou
cuticula delgada (menor que 2 pum), como observado para G. alba (Fig. 14a), enguanto
espéecies como G. concinna e G. hyacinthina (Fig. 14b) apresentaram cuticula espessa (maior
que 2 um). A cuticula mais espessa observada entre as espécies de Griffinieae pertence a
Worsleya rayneri. Nesta espécie, o teste com Sudan IV revelou a cuticula, sua espessura e
delimitou mais precisamente a parede periclinal externa das células epidérmicas em diferentes
regides da folha, como na regido intermediaria (Fig. 14c) e proxima a margem (Fig. 14d).

A composigdo da cuticula e, particularmente, da parede celular mostrou auséncia de
lignificacdo observada pelos testes realizados com reagente de Maule (Fig. 14e) e
Floroglucinol (Fig. 14f). SecgGes transversais das folhas de W. rayneri revelaram a presenca
de cuticula sobre as células-guarda e subsidiarias no interior da cadmara subestomatica.

Testes com Vermelho de Ruténio evidenciaram a natureza péctica do espessamento
tanto da parede periclinal externa quanto da parede periclinal interna na epiderme e nas
camada de célula subepidérmicas em diferentes espécies, como em W. rayneri (Fig. 14h) e G.
hyacinthina (Fig. 14i). O mesmo teste mostrou acumulo de pectina na parede celular de
elementos dos feixes vasculares de G. hyacinthina nas regides opostas ao floema e ao xilema,
como também em células da bainha do feixe vascular (Fig. 14j). As células parenquimaticas e
dos elementos de tubo crivado do floema nos feixes vasculares de W. rayneri ndo
apresentaram coloragdo positiva para pectina a porcao que corresponderia ao floema nacarado
(Fig. 14Kk). A observacdo de seccdes longitudinais da regido intermediaria das folhas de G.
hyacinthina em luz polarizada revelou um pronunciado espessamento celulésico das células
do parénquima aquifero, localizado na regido interfascicular (Fig. 141) e a natureza péctica
desse espessamento de parede também foi confirmada pelo teste com Vermelho de Ruténio
(Fig. 14m).
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Figura 14: Testes histoquimicos realizados na regido intermediaria e na margem em folhas de espécies da
tribo Griffinieae. a-k: Seccdes transversais. I-m: Sec¢des longitudinais. a. Griffinia alba, notar cuticula delgada.
b. G. hyacinthina, notar cuticula espessa. c-h: Worsleya rayneri, notar espessamento da cuticula, limite entre
cuticula e parede periclinal externa (seta). c-d,g: Sudan IV, notar espessamento de cuticula e formagdo de
flanges cuticulares. e. Reagente de Méule, notar a formacdo de flanges cuticulares. f. Floroglucinol. h. Vermelho
de Ruténio. i-j: G. hyacinthina, notar espessamento péctico da parede celular de células dos feixes vasculares
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(cabeca de seta). k. W. rayneri, notar as células espessadas no floema (cabeca de seta). I-m. G. hyacinthina. I: luz
polarizada, notar o espessamento das células do parénquima aquifero. m. Vermelho de Ruténio, notar o
espessamento das células alongadas. Legendas: bfv = bainha do feixe vascular; cg = célula-guarda; cut =
cuticula; fab = face abaxial da epiderme; fad = face adaxial da epiderme; Flo = floema; Xi = xilema; Escalas: I
100 um f: 50 um; a-b,d-e,i-k,m: 20 um; c,g-h: 10 um.

4.8 Selecao de caracteres morfoanatdomicos

As analises das folhas de Griffinieae revelaram a existéncia de caracteristicas
morfoanatbmicas semelhantes e variaveis entre os taxons da tribo. Foram escolhidas
caracteristicas especificas de cada regido delimitada das folhas, sendo, pseudopeciolo (ou base
da folha), margem, lamina e nervura central na regido mediana do 6rgdo e apice foliar. O
panorama de variacdo observado para as espécies foi codificado na forma de 28 caracteristicas
e seus respectivos estados de carater, listados a seguir. A matriz gerada com as caracteristicas
e 0s respectivos estados de carater estd sumarizada na Tabela 4.

Quanto ao pseudopeciolo e/ou base da folha:

1. Contorno do pseudopeciolo em seccéo transversal:

0. Canaliculado

1 Alado

2. Depresso-obovado
3 Eliptico

2. Ornamentacéo da parede periclinal externa e cuticula (PPEC) nas células
epidérmicas em sec¢do transversal:
0. Ausente
1 Eroso
2. Denticulado
3

Coronulado

3. Espessamento parietal péctico das células epidérmicas em seccao transversal:
0. PPE (parede periclinal externa)
1. PPE + PPI (paredes periclinais externa e interna)

2. PPE + PPI + PA (paredes periclinais e anticlinais)



4. Camada(s) de células espessadas subepidérmicas em seccdo transversal:
0. Ausente

1. Presente

5. Namero de feixes vasculares no pseudopeciolo em seccdo transversal:

0. Até 20 feixes vasculares

1 De 21 a 30 feixes vasculares
2. De 31 a 40 feixes vasculares
3 Acima de 41 feixes vasculares

Quanto a lamina foliar na regido mediana:

6. Espessamento da cuticula em sec¢do transversal:
0. Delgada

1. Espessa

7. Espessamento parietal péctico das células epidérmicas em sec¢éo transversal:
0. PPE (parede periclinal externa)

1. PPE + PPI (paredes periclinais externa e interna)

8. Tipo de mesofilo em se¢éo transversal
0. Dorsiventral

1. Isolateral

9. Presenca de aerénquima no mesofilo:

0. Ausente

1. Presente em forma de lacunas sem espessamento péctico de parede
celular priméria

2. Presente em forma de lacunas com espessamento péctico de parede

celular primaria

10. Espessamento péctico de parede celular em células dos feixes vasculares:
0. Ausente

1. Presente
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11. Extensdo de bainha dos feixes vasculares:
0. Ausente
1. Presente

Quanto a nervura central foliar na regido mediana:

12. Contorno da nervura central em sec¢éo transversal:

0. Auséncia de saliéncia
1. Presenca de saliéncia na face abaxial
2. Presenca de saliéncia em ambas as faces

13. Numero de feixes vasculares na nervura central em sec¢do transversal:

0. Zero

1 Até 3 feixes vasculares

2. Até 5 feixes vasculares

3 Acima de 5 feixes vasculares

Quanto a margem foliar na regido mediana

14. Contorno da margem foliar em seccéo transversal:

0. Plano
1. Arqueado abaxialmente
2. Recurvado abaxialmente

15. Cuticula das células epidérmicas na margem foliar em seccéo transversal:

0. Delgada
1. Espessa
2. Espessa com flange cuticular

16. Contorno das células epidérmicas na extremidade da margem foliar em secao
transversal:
0. Quadrangular
1. Coronulado

2. Papiloso
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Quanto ao apice foliar na regido mediana

17. Numero de feixes vasculares no apice foliar em seccéo transversal em relagédo
ao numero de feixes vasculares no pseudopeciolo:
0. Proporcionalmente igual ou com pequena reducéo (até 15% menor)
1. Proporcionalmente diferente, com grande reducéo (acima de 15%

menor)

Quanto aos estématos:

18. Distribuicéo dos estbmatos na epiderme:

0. Anfiestomatica (estdbmatos da face adaxial distribuidos por todo limbo)
1. Anfiestomatica (estbmatos da face adaxial restritos a nervura central)
2. Hipoestomatica

19. Na face adaxial, contorno das células epidérmicas em vista frontal:
0. Alongadas no mesmo sentido do eixo estomatico

1. Curtas, ndo alongadas

20. Na face adaxial, aspecto das paredes anticlinais em vista frontal:
0. Retas

1. Sinuosas

21. Na face adaxial, contorno das células epidérmicas em relacdo a extremidade
do maior eixo:
0. Agudo
1. Truncado

22. Na face abaxial, contorno das células epidérmicas em vista frontal:
0. Alongadas no mesmo sentido do eixo estomatico

1. Curtas, ndo alongadas
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23. Na face abaxial, aspecto das paredes anticlinais em vista frontal:
0. Retas

1. Sinuosas

24. Na face abaxial, contorno das células epidérmicas em relacéo a extremidade
do maior eixo:
0. Agudo
1. Truncado

Quanto as caracteristicas dos ambientes de ocorréncia de cada espécie:

25. Altitude ou faixa de altitude em que a espécie ocorre:
0. 0 metros
1 0-50 metros
2 50-400 metros
3. 400-900 metros
4 Acima de 900 metros

26. Disponibilidade hidrica proxima ao local onde a espécie foi coletada:

0. Ha disponibilidade hidrica (neblina, corrego ou nascente)
1. Né&o ha disponibilidade hidrica

27. Caracteristica geral do ambiente de ocorréncia da espécie:

0. Seco (distribuicéo da pluviosidade durante 0 ano — estacéo seca longa:
acima de quatro meses)

1. Umido (distribuico da pluviosidade durante o ano — estacdo chuvosa

continua)

28. Fitofisionomia onde a espécie ocorre:
0. Floresta Ombréfila Densa (IBGE, 2012)
1 Floresta Estacional Semidecidual (IBGE, 2012)
2 Cerrado (IBGE, 2012)
3. Caatinga (IBGE, 2012)
4 Inselberg (Moraes, 2009)
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Tabela 4: Matriz das caracteristicas selecionadas e respectivos estados de carater referentes as folhas das espécies da tribo Griffinieae (Amaryllidaceae). Os

espacos em branco referem-se as caracteristicas ambientais dos individuos cultivados.
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4.9 Analise de Correspondéncia Multipla

4.9.1 Analise de Correspondéncia Multipla para a tribo Griffinieae incluindo

variaveis ambientais
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Figura 15: Andlise de Correspondéncia Multipla para a tribo Griffinieae incluindo variaveis ambientais.
a. ProjecBes das duas primeiras dimensdes (1) e (2). Notar o posicionamento de Worsleya. b. Projecdes das
dimensdes (1) e (3), notar as elipses separando os trés géneros da tribo Griffinieae: Griffinia (roxo), Cearanthes
(rosa) e Worsleya (azul). Os nomes em azul representam os acessos analisados e em vermelho as caracteristicas
morfoanatémicas utilizadas na matriz (Tabela 4).

hya_farinha  hya_13197
. .

A ACM para os 32 acessos analisados mostrou, num primeiro momento, que as
dimensbes 1 e 2 explicaram 24% e 13,4% das variaveis, respectivamente (Fig. 15a). A baixa

porcentagem de explicacdo das varidveis (37,4%) sugere que, neste caso, a maioria das
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caracteristicas morfoanatdmicas se sobrepde na maioria das espécies do género Griffinia.
Todavia, foi possivel observar que Worsleya foi o tdxon mais separado do conjunto de
especies. As dimensdes 1 e 3 mostraram menor porcentagem de explicacdo das variaveis,
sendo 24% e 9,9%, respectivamente. Nesta analise, houve maior separacdo entre 0s géneros
de Griffinieae, ja que tanto Worsleya quanto Cearanthes aparecem separados de Griffinia.
Além disso, ambos 0s acessos de G. hyacinthina, G. concinna, e dois acessos de G.
gardneriana (71846 e Café) aparecem mais relacionados entre si. Sobretudo, houve

sobreposicao entre as demais espécies do género (Fig. 15b).
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Figura 16:Analise de Correspondéncia Multipla para a tribo Griffinieae incluindo variaveis ambientais.
Eixos 1 e 2 com a distribuicdo das caracteristicas qualitativas. a. Distribuicdo das varidveis qualitativas (em
vermelho) que mais influenciaram a distribuicéo das espécies. b. Agrupamento categdrico das variaveis que mais
influenciaram a distribuicdo das espécies.

Ao observar as caracteristicas pela ACM foi possivel identificar quais variaveis
mostraram-se mais relacionadas umas com as outras e, dessa forma, contribuiram ou nao para
a formacdo de um grupo especifico ou separacdo de determinada espécie (Fig. 16a). As
caracteristicas que mais contribuiram para a separacdo de Worsleya foram: em relacdo a base
da folha: o contorno do conjunto PPEC no pseudopeciolo e a quantidade de feixes vasculares;
na lamina foliar: presenca de extensdo da bainha do feixe vascular e presenca de
espessamento péctico da PPl nas células epidérmicas. Caracteristicas como o contorno do
pseudopeciolo, a presenca de células espessadas no aerénquima, a presenca de saliéncia na
nervura central de ambas as faces das folhas na ldmina foliar e a presenca de floema nacarado

relacionam duas “Griffinia de grande porte”, G. hyacinthina e G. concinna. (Fig. 16a-b)
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4.9.2 Analise de Correspondéncia Mdltipla para a tribo Griffinieae com excluséo

das variaveis ambientais
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Figura 17:Anélise de Correspondéncia Multipla para a tribo Griffinieae com exclusdo das variaveis
ambientais. a. Projecdes por individuos com as duas primeiras dimensdes (1) e (2). Notar a separagdo do género
Worsleya, Cearanthes e os agrupamentos de espécies. b. Projecbes das dimensdes (1) e (3), notar o
posicionamento dos géneros Worsleya e Cearanthes. As elipses indicam os agrupamentos dos acessos. Em azul,
0s acessos analisados e em vermelho as caracteristicas morfoanatémicas utilizadas na matriz.

A ACM para a tribo Griffinieae com excluséo das varidveis ambientais (caracteres 25,
26, 27 e 28) revelou que as dimensdes 1 e 2 explicaram 21,1% e 12,1% da variagéo,
respectivamente (Fig 17a). Quanto as dimensdes 1 e 3, foi observado novamente 21,1% para o

eixo 1 e 9,8 % para o eixo 3 (Fig. 17b). Os géneros Worsleya e Cearanthes permaneceram
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como téxons singulares em comparagdo com o restante da tribo, ou seja, com as espécies de
Griffinia. Além da separagéo evidente dos dois géneros, a distribuigdo dos individuos mostrou
0 agrupamento de G. hyacinthina e G. concinna na por¢do acima do conglomerado de
espeécies das outras Griffinia. Em adigéo, foi possivel observar a separacdo de outro grupo de
espécies formado por G. itambensis, G. gardneriana, G. nocturna e o grupo-externo Eithea.
Dessa forma, tomamos a deciséo de retirar os dois tAxons para uma nova analise com o intuito
de explorar as varidveis anatdbmicas apenas no género Griffinia, novamente excluindo as

variaveis ambientais.

4.9.3 Analise de Correspondéncia Multipla das espécies do género Griffinia
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Figura 18: Analise de Correspondéncia Mdltipla para o género Griffinia. a. Projecdes por individuos com as
duas primeiras dimensdes (1) e (2). Notar a separacéo de dois grupos de espécies. b. Projecfes das varidveis
morfoanatdmicas com as dimensdes (1) e (2). Em vermelho, as caracteristicas morfoanatémicas utilizadas na

matriz.

A ACM para todos os acessos de Griffinia apresentou 17,6% de explicacdo no eixo 1 e
15,7% no eixo 2. As separacdes observadas nesta analise foram semelhantes as relatadas na
ACM para a tribo com exclusdo dos caracteres ambientais (Tabela 4, caracteristicas 25-28).
Foi possivel observar novamente a separacdo de dois grupos de espécies, um deles formado
pelos acessos de G. hyacinthina e G. concinna, e o outro grupo formado pelos acessos de G.
gardneriana com ligeira proximidade de G. itambensis e G. nocturna. Quanto ao
conglomerado de espécies no centro da analise, foi possivel observar que o grupo das

“Griffinia liboniana” forma um conjunto central enquanto as demais espécies € acessos
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distribuem-se na periferia. Contudo, a maior parte das espécies do género Griffinia permanece
sem maior definicdo (Fig. 18a).

Ao observarmos a distribuicdo das varidveis e a relevancia dessas caracteristicas
morfoanatdémicas no adensamento grafico das espécies (Fig. 18b), as variaveis epidérmicas da
folha foram significativas para a distribuicdo das espécies do subgénero Hyline, especialmente
as caracteristicas das celulas em vista frontal, como o contorno reto das paredes anticlinais e
as extremidades agudas. Quanto ao agrupamento de G. hyacinthina e G. concinna, uma
combinacdo de caracteristicas observadas em toda a folha contribuiram para a separacédo
dessas espécies, como 0 espessamento da cuticula na margem e Iamina foliar, presenca de
aerénquima com parede primaria espessada e floema nacarado na lamina foliar e a presenga
de camada de células espessadas subepidérmicas no pseudopeciolo. Tais caracteristicas
agrupam determinadas espécies e as separam, simultaneamente, de outras do mesmo género.
Dessa forma, foi possivel observar nesta analise que as caracteristicas ou varidveis

morfoanatémicas possibilitaram a formacao de complexos morfoldgicos de espécies.
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4.9.4 Andlise de Correspondéncia Multipla dos acessos de Griffinia liboniana
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Figura 19: Analise de Correspondéncia Multipla para os acessos de Griffinia liboniana. a. Projecdes por
individuos com as duas primeiras dimensdes (1) e (2). Notar os valores das dimensdes e a variacdo na separagao
entre os diferentes acessos da espécie. b. ProjecBes das varidveis morfoanatdmicas (em vermelho) com as
dimensGes (1) e (2).

A ACM para os acessos de G. liboniana mostrou que os dois primeiros eixos
explicaram a maior parte da variacdo neste grupo, sendo 29,8% para o eixo 1 e 23,2% para o
eixo 2, com um total de 53%. Dentre todas as analises realizadas, foi possivel observar que
existe ampla variagdo entre os representantes de G. liboniana. Quanto aos individuos
analisados (Fig. 19a), o acesso de G. liboniana de Itapebi (833) e G. liboniana de Lagoa
Encantada (1494) mostraram maior variacdo em relagdo as demais espécies e a menor

variacdo foi observada para G. liboniana 1492 e G. liboniana 1480. Quanto a distribuicdo das



86

varidveis e a sua contribuicdo para a separacdo das espécies, foi possivel observar uma
relativa contribuicdo de todas as varidveis ambientais. As variaveis morfoanatémicas que
mais contribuiram para a separacdo das espécies deste grupo foram: no pseudopeciolo, o
contorno e a quantidade de feixes vasculares; na margem, o contorno das células epidérmicas;
na nervura central: a quantidade de feixes vasculares e a distribuicdo de saliéncia na regido
(Fig. 19b).

4.9.5 Analise de Correspondéncia Multipla em espécies da tribo Griffinieae, exceto

Worsleya, Cearanthes e acessos de Griffinia hyacinthina
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Figura 20: Analise de Correspondéncia Multipla para a tribo Griffinieae com exclusdo de Griffinia
hyacinthina e dos géneros Worsleya e Cearanthes. a. Projecbes por individuos com as duas primeiras
dimensdes (1) e (2). Notar a separagdo entre alguns acessos. b. Projecfes das variaveis morfoanatdmicas (em
vermelho) com as dimens6es (1) e (2).

A realizacdo desta andlise teve o objetivo de compreender a distribuicdo das
caracteristicas selecionadas entre as espécies de Griffinia. AMC das espécies da tribo
Griffinieae, excluindo Worsleya, Cearanthes e G. hyacinthina revelou 20,7% de explicacdo
no eixo 1 e 11,7% para 0 eixo 2 para as variaveis morfoanatdbmicas (Fig. 20a-b). As
caracteristicas que mais corroboram para a separacao das espécies do subgénero Hyline, além
de G. itambensis e o grupo externo Eithea estdo, novamente, relacionadas as caracteristicas da
epiderme em vista frontal, como o contorno das paredes anticlinais e o tipo de terminagdo. Foi
possivel observar que existe relacdo entre as caracteristicas da nervura central e do
pseudopeciolo, particularmente quanto ao nimero de feixes vasculares. As variaveis que mais

contribuiram para a separacdo de G. intermedia (Mangaratiba) das demais espécies foram:
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nimero de feixes vasculares e contorno do pseudopeciolo e o contorno das células

epidérmicas em vista frontal (Fig. 20a-b).

4.9.6 Analise de Correspondéncia Multipla da tribo Griffinieae (apenas um

acesso de cada espécie, incluindo variaveis ambientais)
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Figura 21: Analise de Correspondéncia Mdltipla para a tribo Griffinieae com apenas um acesso de cada
espécie, incluindo varidveis ambientais. a. Projecdes por individuos com as duas primeiras dimensdes (1) e (2).
Notar a separacédo entre os trés géneros da tribo. b. Proje¢des das varidveis morfoanatdmicas com as dimensdes
(1) e (2). Em vermelho, as caracteristicas morfoanatdmicas utilizadas na matriz.

De forma arbitréaria, selecionamos apenas um acesso de cada espécie da tribo
Griffinieae deste estudo e realizamos a ACM. A analise teve uma explicacao total de 35,5%
sendo 22,5% referente ao eixo 1 e 13% referente ao eixo 2. A distribuicdo dos individuos
(Fig. 21a) permaneceu significativa para os géneros Worsleya, Cearanthes e Griffinia. Quanto
as espécies do género Griffinia, foi possivel observar a existéncia de uma padronizacdo
qguanto a distribuicdo das varidveis anatdmicas que preconiza evidente relacdo com a
morfologia externa foliar.

A distribuicdo e o agrupamento de determinadas variaveis foram observados (Fig.
21b) relacionando caracteristicas ambientais e morfoanatdmicas. Nesta andlise, a
disponibilidade hidrica e a caracteristica geral do ambiente de ocorréncia das espécies
apresentou relagdo com caracteristicas como o espessamento péctico da parede periclinal
externa na epiderme e contorno do pseudopeciolo. Além dessas, a distribuicdo estomatica na

epiderme e a presenca de lacunas de ar nas folhas mostraram-se diretamente relacionadas com



88

as mesmas varidveis ambientais supracitadas. O gradiente de altitude da distribuicdo das
espécies apresentou relacdo com o contorno das paredes anticlinais das células epidérmicas.

A varidvel ambiental que apresentou maior contribuicdo para a distribuicdo das
espeécies foi o tipo de fitofisionomia, sendo que caracteristicas como ornamentacdo da PPEC e

namero de feixes vasculares no pseudopeciolo aparentam estar diretamente relacionadas.

4.9.7 Andlise de Correspondéncia Multipla do género Griffinia (apenas um acesso

de cada espécie e exclusdo de Worsleya e Cearanthes)
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Figura 22: Analise de Correspondéncia Multipla para o género Griffinia com apenas um acesso de cada
espécie e exclusdo dos géneros Worsleya e Cearanthes. a. Projec¢fes por individuos com as duas primeiras
dimensdes (1) e (2). Notar a separacdo de trés espécies do restante do conglomerado. b. Projecdes das variaveis
morfoanatémicas com as dimensdes 1 e 2. Em vermelho, as caracteristicas morfoanatdmicas utilizadas na matriz.

Ao analisar a ACM de Griffinia considerando apenas um acesso de cada espécie, foi
possivel obter maior explicacdo nas dimensfes 1 e 2, respectivamente com 19,2% e 14,7%.
Apesar do valor total de explicacdo ndo expressivo, observamos a separacdo de 3 espécies
frente as demais: G. hyacinthina, G, concinna e G. gardneriana (Fig. 22a). O agrupamento de
especies de Griffinia permaneceu com sobreposicéo entre os tdxons. Quanto as variaveis (Fig.
22b), esta analise mostrou que o tipo de fitofisionomia esta diretamente relacionado com
caracteristicas epidérmicas como o contorno das paredes anticlinais e contorno das células
epidérmicas na extremidade do maior eixo, nimero de feixes na nervura central e contorno da
margem foliar, as mesmas contribuiram para melhor definicdo na separacdo de G.
gardneriana do grupo. Foi possivel relacionar a altitude de ocorréncia da espécie G. concinna
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com caracteristicas como a ornamentacdo da PPEC na epiderme e contorno do pseudopeciolo,
incluindo o tipo de mesofilo na lamina foliar. Para G. hyacinthina, a presenca de camada
subepidérmica com espessamento péctico no pseudopeciolo, o espessamento péctico das
paredes celulares no parénquima interfascicular e nos feixes vasculares e cuticula espessa na
lamina foliar, além de cuticula espessa com flanges foram caracteristicas relacionadas a
separagdo da espécie do restante do grupo. O contorno da nervura central foi um dos

caracteres utilizados na separagédo destas espécies.
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5. DISCUSSAO

5.1 Morfoanatomia foliar

As espécies da tribo Griffinieae compartilnam caracteristicas morfoanatdmicas
com variagles entre individuos da mesma espécie, como também caracteristicas mais
estaveis entre os diferentes tadxons sugerindo valor diagnostico com potencial
taxonémico para alguns caracteres. A heterogeneidade morfologica caracteriza as folhas
nos representantes da tribo Griffinieae e é evidente nas folhas do género mais
representativo do grupo, Griffinia, embora seja possivel estabelecer similaridades mais
constantes a ponto de sugerir complexos morfologicos de espécies para 0 género.

A utilizacdo de caracteres como o contorno das células epidérmicas, o padrédo
das paredes anticlinais, distribuicdo, densidade e tipo estomatico para delimitacdo
taxondémica em Amaryllidaceae, possui registros positivos na literatura em géneros,
como por exemplo, Allium (Lin & Tan, 2015; Choi & Oh, 2011; Yousaf et al. 2008),
Lycoris (Arroyo, 1981; Arroyo & Cutler, 1984; Deng & Zhou, 2005), Crinum, Nerine,
Rodophiala (Arroyo, 1981; Arroyo & Cutler, 1984), Hippeastrum, Habranthus,
(Arroyo, 1982; Arroyo & Cutler, 1984; Marques, 2015).

Quanto a vista frontal da epiderme na regido intermediaria das folhas analisadas,
a presenca de paredes anticlinais retas com terminacdo aguda foi mais recorrente para as
espécies do subgénero Hyline, como G. nocturna e G. gardneriana, e para as demais
espécies de Griffinieae que ocorrem igualmente em ambientes com menor
disponibilidade hidrica, tais como C. fuscoviolacea. Segundo Cuadra & Cambi (2014),
paredes periclinais retas sdo um carater xeromorfico, particularmente na face adaxial
das folhas e auxiliam na manutencdo da turgescéncia celular, propiciando resisténcia as
células neste tipo de ambiente (Dickison, 2000). Essa caracteristica também foi
observada para as espécies de Eithea, incluindo E. blumenavia presente em ambientes
de Floresta Ombrofila Densa (FOD), com maior disponibilidade hidrica. Alves-Araujo
(2012) relatou 0 mesmo padréo para as paredes anticlinais nas folhas de Habranthus e
Zephyranthes, entretanto o autor menciona extremidades truncadas para G.
gardneriana, o que diverge do encontrado para os trés diferentes acessos desta espécie
neste trabalho. Em outro estudo, Marques (2015) observou paredes anticlinais retas em
folhas de Hippeastrum, porém extremidades truncadas para Habranthus itaobinus,

divergindo do observado por Alves-Aradjo (2012). Arroyo (1981) relatou que G.
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itambensis é similar as espécies de Hippeastrum pela presenca de paredes anticlinais
retas em vista frontal da epiderme, conforme também observamos para a face adaxial da
epiderme. Todavia, observamos também paredes anticlinais com extremidades
truncadas na face abaxial da lamina foliar. Wang et al. (2009) encontraram varia¢do no
padrdo exibido pelas paredes anticlinais das células epidérmicas entre diferentes
espécies de Fritillaria (Liliaceae) e até mesmo entre as faces adaxial e abaxial da
mesma espécie, como observamos para 0s acessos de G. hyacinthina, G. itambensis e
G. liboniana. Ao analisar as seccOes paradérmicas das espécies de Griffinieae,
observamos uma possivel explicacdo para esta e outras divergéncias como entre 0s
trabalhos supracitados de Alves-Aradjo (2012) e Marques (2015). Independentemente
do padrdo em vista frontal observado para as células epidérmicas na regido
intermediaria da ldamina foliar, a epiderme na regido central para a maioria das espécies
analisadas apresentou contornos mais alongados e, eventualmente alterando o tipo de
terminacdo das paredes anticlinais. Awasthi et al. (1984) relataram variagdes na
epiderme de Haemanthus multiflorus e Eucharis grandiflora cujas células na regido da
nervura central apresentaram-se alongadas e com paredes onduladas, contrastando com
o restante da lamina foliar constituido por células com paredes sinuosas. A presenca de
feixes vasculares de maior calibre na regido central (regido mediana da folha)
provavelmente altera o padréo de contorno das paredes anticlinais em vista frontal
apresentado pelas células epidérmicas, durante o desenvolvimento da folha. Portanto,
este estudo sugere que, ao analisar a superficie epidérmica das espécies deste grupo com
propositos taxondmicos, a variacdo entre o padrdo das células em vista frontal
observado especialmente nas regides intermediaria e central da regido mediana da
lamina foliar exige maior atencdo. Consequentemente, para as analises de agrupamento
realizadas neste estudo, optou-se por considerar apenas 0S contornos parietais nas
regides intermediarias das laminas foliares e desconsiderar a regido da nervura central.
As paredes anticlinais sinuosas observadas em algumas espécies de Griffinia
também foram registradas em G. parviflora (Arroyo & Cutler, 1984) e G. espiritensis
(Alves-Araujo, 2005). Arroyo & Cutler (1984) comentaram que a presenca deste carater
pode ser viavel para a delimitacdo de espécies em um determinado grupo. Ainda,
segundo Arroyo & Cutler (1984) o aumento na quantidade de sinuosidades das paredes
anticlinais esta diretamente relacionado a ambientes mesofiticos, com menor
intensidade luminosa, aumento de umidade no microambiente e maior disponibilidade

hidrica do solo. Paredes anticlinais sinuosas foram observadas para quase 60% das
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especies analisadas, considerando a amplitude de ambientes onde ocorrem as espécies
de Griffinieae e que um menor nimero de espécies ocorrem em ambientes xéricos, estes
mais relacionados com paredes anticlinais retas. As laminas foliares na maioria dos
acessos analisados de G. liboniana mostraram paredes anticlinais sinuosas e
extremidades truncadas, exceto G. liboniana (Baixo Cariri) para a qual as seccdes
paradérmicas da face adaxial revelaram paredes anticlinais retas com extremidades
agudas, mostrando presenca de variacdo deste carater nesta espécie. A presenca de
paredes anticlinais retas com extremidades agudas na face adaxial € uma caracteristica
que autentica o tipo de ambiente em que este acesso de G. liboniana ocorre, regido com
periodos de seca demarcada em Floresta Estacional Semidecidual (FES).

Os estdbmatos observados nas espécies de Griffinieae sdo do tipo anomocitico,
como reportado para as Amaryllidaceae (Shah & Gopal, 1970, Arroyo 1981; 1984;
Awasthi et al., 1984; Meerow, 1987a, 1987b, Alves-Araujo, 2012; Perrone et al., 2015)
e outras monocotileddneas (Stebbins & Kush, 1961; Tomlinson, 1974; Pande 1980). De
acordo com Hutchinson (1959), o tipo de padrdo estomatico possibilitou relacionar
grupos dentro das monocotileddneas, como as antigas Liliales, Iridales e Amaryllidales.
Segundo Meerow (1987, 1989), a distribuicdo dos estdbmatos nas folhas das
Amaryllidaceae pode estar diretamente relacionada ao tipo de ambiente de ocorréncia.
Em Griffinieae, folhas anfiestomaticas s8o comuns nas espécies que ocorrem em
ambientes xéricos ou naquelas que estdo sujeitas a estresse hidrico, como as espécies do
subgénero Hyline (G. gardneriana, G. nocturna e G. alba) e em Griffinia s. stricto, G.
meerowiana e G. liboniana (Baixo Cariri). A distribuicdo anfiestomatica relatada neste
estudo para folhas de G. gardneriana corrobora com os resultados de Alves-Aradjo
(2007). A morfologia foliar das espécies do subgénero Hyline varia de ensiforme nas
espécies da Caatinga, G. gardneriana e G. nocturna, a pecioladas com lamina eliptica
em G. alba comum em FES, todavia a forma da folha e o tipo de ambiente ndo afetam a
distribuicdo estomaética, sugerindo estabilidade desta caracteristica para este grupo de
espécies.

Algumas espécies como G. espiritensis (13025), G intermedia (acessos de Séao
José do Barreiro e Itatiaia) e G. liboniana (1494) apresentaram folhas anfiestomaticas,
mas com o0s estdmatos da face adaxial, particularmente, restritos a regido da nervura
central. Esta variagdo no padrdo de distribuicio dos estdmatos em folhas
anfiestomaticas até entdo ndo foi relatada para Amaryllidaceae. Awasthi et al. (1984)

afirmaram ndo haver variacdo significativa na frequéncia estoméatica em uma mesma
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folha, mas que pode variar em diferentes espécies. Para Metcalfe & Chalk (1988), as
plantas que apresentam uma diminuicdo da frequéncia estomatica sdo geralmente
hidréfitas ou adaptadas a estocagem de &gua, podendo apresentar reforgo cuticular na
margem das células-guardas para auxiliar no controle da transpiracdo e respiracao,
especialmente em ambientes sujeitos a estresse hidrico, como ocorre para muitas
espécies da tribo em questdo.

Arroyo & Cutler (1984) observaram a presenca de cera na epiderme da maioria
das espécies de Amaryllidaceae analisadas e mencionaram pequenos granulos para o
género Griffinia, dados que contrastam com o0s resultados encontrados para a tribo
Griffinieae. Apenas nas folhas de G. parviflora e W. rayneri foi observada a presenca de
cera epicuticular, nas demais espécies da tribo a cobertura da epiderme restringe-se a
ornamentacdo da parede periclinal externa com a cuticula (PPEC). No caso de W.
rayneri, a espécie é isolada geograficamente e suas folhas sdo constantemente expostas
a condicBes estressantes como variacdo na disponibilidade hidrica, excesso de radiacdo
solar, elevadas temperaturas e ventos constantes, fatores caracteristicos dos inselbergs
(de Paula et al., 2018) e que justificam a presenca de cera na epiderme de suas folhas,
atuando especialmente na reflexdo de luz e do calor excessivos (Cutler et al., 1980;
Arroyo & Cutler 1984).

Para a tribo Griffinieae, foram estabelecidos sete padrdes de ornamentagéo da
PPEC em vista frontal com estrias variando no sentido (transversal e longitudinal),
espessamento (delgado e espesso) e contorno (presenca de moldura ou papilas), com
potencial diagndstico para delimitacdo de complexos morfoldgicos na tribo. Arroyo
(1981) mencionou que as folhas de Amaryllidaceae podem, de fato, apresentar
diferentes padrdes de ornamentacdo da PPEC e que a sua ocorréncia esta relacionada a
forma da folha, independentemente das relagdes taxondmicas. As espécies do subgénero
Hyline apresentaram poucas estrias delgadas transversais mostrando um aspecto liso
para a superficie foliar e apenas G. alba e G. gardneriana (acesso 13250) apresentaram
limites evidentes entre as células na face adaxial de suas ldminas. Em folhas ensiformes,
mais estreitas como as de Hyline, o padrdo de ornamentacdo mais comumente
encontrado exibe estrias finas nas células adjacentes ao estbmato (Arroyo, 1981).

Dos padrdes de ornamentagdo definidos, o complexo morfologico das “Griffinia
libonianas” que, além de G. liboniana, inclui G. rochae e G. meerowiana, apresentou
quatro deles: com somente estrias transversais, como em G. liboniana (1492),

transversais com limites definidos em G. rochae, transversais e longitudinais em G.
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meerowiana e tanto estrias transversais quanto longitudinais com limites definidos em
G. liboniana (1480). Apesar dos diferentes acessos de G. liboniana analisados, néo
houve uma variagdo de padrbes da PPEC quanto & espessura das estrias, 0 que sugere
possivel estabilidade para este carater na espécie. A espécie G. albolineata ndo esta
incluida no complexo morfoespecifico supracitado, mas apresentou padrdo de
ornamentacdo similar ao de G. rochae e de um cultivar de G. liboniana (1155). A
ocorréncia em ambientes semelhantes aproxima espécies de géneros diferentes em
Griffinieae quanto as caracteristicas da superficie foliar, como C. fuscoviolacea cuja
epiderme foliar na face adaxial mostrou estrias transversais e longitudinais delgadas,
comum aos acessos de G. liboniana comuns em ambientes mais secos, frequentemente
sob estresse hidrico, como G. liboniana (Baixo Cariri).

As variacfes nos padrdes de estrias observados em MEV para as espécies de
Griffinieae, segundo Arroyo (1981) podem estar relacionadas com uma resposta ao
aumento da é&rea foliar, como observamos nos padr6es emoldurados exibidos, por
exemplo, pelas superficie das folhas de G. hyacinthina. Meerow (1987) verificou em
espécies do género Phaedranassa Herbert que ocorre padrdo de estrias perpendiculares
e paralelas espessadas em P. brevifolia Meerow, espécie de ambiente xérico com pouca
disponibilidade hidrica e sob intensa radiacdo. Morfologicamente, as folhas de
Phaedranassa sdo similares as de Griffinia s. s., pecioladas, geralmente elipticas. O
mesmo padrdo de estrias observado para P. brevifolia foi registrado para G. concinna,
comum em mata seca de FES e G. intermedia presente tanto em FOD quanto em FES.
As demais espécies do género Griffinia exibem padrfes de ornamentagéo diferentes dos
citados como a presenca de cera na face adaxial de G. parviflora, apesar de ocorrer em
ambiente Umido de FOD. Estrias perpendiculares espessadas ocorrem na epiderme de
G. itambensis, espécie com ocorréncia registrada em regido acima de 900 m de altitude,
préxima a rochas a beira de cachoeira em FES. A densidade de estrias transversais
espessadas em ambas as faces da epiderme de G. itambensis é caracteristica para a
espécie adaptada a regibes de elevada altitude com intensa radiacdo solar corroborando
as observacdes de Meerow (1987) para P. tunguraguae Ravenna. Arroyo (1981)
verificou que existe variacdo da ornamentacdo de PPEC para outros géneros em
Amaryllidaceae, como Hippeastrum, no qual a maioria das espécies possui uma estria
axial espessada no centro da parede periclinal externa das células da epiderme de onde
partem estrias delgadas, menos pronunciadas, como observamos em E. blumenavia,

também da tribo Hippeastreae.
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A morfologia externa da folha nas espécies de Griffinieae tem relacdo direta
com o ambiente, refletindo tanto nas caracteristicas da superficie foliar quanto na
estrutura interna do 6rgao. As seccOes transversais e longitudinais das diferentes regides
da folha nas espécies de Griffinieae revelaram caracteristicas diagndsticas com
relevancia taxondmica para 0 grupo, pois as espécies possuem distribuicdo restrita a
determinados ambientes, 0 que sugere que a diversificagdo do grupo tenha sido
influenciada pela pressGes ambientais especificas para cada taxon atual.

O pseudopeciolo ou base foliar de quase metade dos acessos analisados mostrou
contorno do tipo canaliculado em secc¢do transversal, com evidente variacdo tanto entre
os complexos morfoldgicos quanto para acessos da mesma espécie. As folhas das
espécies do subgénero Hyline e de Worsleya sdo ensiformes, estreitas, e ocorrem em
regides secas expostas a intensa radiacdo solar, possuindo dessa forma menor area de
superficie proporcionalmente quando comparadas com as demais espécies de
Griffinieae, com folhas mais largas. Seguindo os preceitos de Raunkiaer (1934), existe
uma correlacdo entre o tamanho das folhas e o microclima ao redor dos individuos na
qual quanto mais seco o ambiente, menor a area foliar (Dolph & Dilcher, 1980).

A variacdo do contorno do pseudopeciolo para os demais complexos
morfoespecificos no género Griffinia parece estar, como em Hyline, diretamente
relacionada com a forma da folha e a area de exposi¢do do limbo foliar & luz, com
porcdo laminar bem desenvolvida. Espécies cujas folhas elipticas a lanceoladas se
estabelecem no ambiente de forma curvada apresentam pseudopeciolo canaliculado ou
alado, projetando a por¢do laminar do limbo; quanto maior o tamanho das folhas, mais
canaliculado o pseudopeciolo, em folhas menores, com menor area de exposi¢do do
limbo, foram observados pseudopeciolos predominantemente alados.

Em W. rayneri, além da cuticula significativamente espessa, ocorre
espessamento péctico tanto da PPE quanto PPI das células epidérmicas. Estrutura
semelhante a de W. rayneri para o espessamento péctico do complexo PPEC foi
observada em uma das amostras de P. maritimum no estudo de Perrone e colaboradores
(2015), como também para Sternbergia candida (Kogyigit & Tuna, 2016). Ambas as
espécies ocorrem em ambientes nos quais condigdes estressantes como intensa radia¢do
solar, elevado gradiente de temperatura e solo fortemente drenado interagem como
moduladores abioticos de adaptacdo para as folhas (Catoni & Gratani, 2013). Para C.
fuscoviolacea, além de espessamento no conjunto PPEI, foi observado também

espessamento péctico das paredes anticlinais nas células epidérmicas. Arroyo (1981)
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menciona que o conjunto de espessamento pectico parietal nas células da epiderme pode
atuar como suporte mecénico nas folhas.

A auséncia de tecido esclerenquimatico nas folhas das espécies de Griffinieae
corrobora com o que foi observado para as demais espécies americanas de
Amaryllidaceae que, segundo Arroyo & Cutler (1984), possuem colénquima exercendo
funcdo de sustentacdo, enquanto as espécies africanas possuem esclerénquima (Arroyo,
1981; Arroyo & Cutler, 1984; Alves-Aradjo, 2012, Marques, 2015). Além de
espessamento péctico nas paredes periclinais e anticlinais das células da epiderme,
foram observadas camadas subepidérmicas de colénquima nas sec¢des transversais do
pseudopeciolo de C. fuscoviolacea. Na tribo, as folhas de Cearanthes se destacam por
possuir morfologia externa singular; quando completamente expandidas, o
pseudopeciolo ereto sustenta as laminas foliares que permanecem praticamente
paralelas ao solo, justificando a presenca de colénquima no érgéo, fornecendo suporte
mecanico e resisténcia para o estabelecimento da lamina foliar. Nas células
colenquimaticas adjacentes a epiderme do pseudopeciolo de C. fuscoviolacea, foi
possivel observar a presenca de compostos fendlicos os quais, conforme Dickison
(2000) atuam prevenindo a destruicdo de cloroplastos por raios UV. Em pulvinos,
estruturas motoras, geralmente na base do peciolo nas folhas das eudicotiled6neas, a
presenca de compostos fenolicos estd associada a liberacdo de ions para a manutengéo
da turgescéncia celular e mobilidade foliar (Rodrigues & Machado, 2004) e a presenca
destes compostos aliada a tecidos mais flexiveis no mesofilo, pode ser andloga nas
folhas de Cearanthes. O colénquima é um tecido que proporciona, além de sustentacao,
maior elasticidade para as folhas. A presenca de pectina, com funcdo aglutinante e
hemicelulose, polissacarideo hidrossoltvel, na composicao da parede das células deste
tecido resultam no sua flexibilidade (Evert, 2006). Essa caracteristica das células do
colénquima justifica sua presenca em folhas sujeitas a intempéries mecénicas como
rajadas de vento constantes, condi¢BGes caracteristicas das planicies costeiras onde
ocorre G. gardneriana (71846) e nos inselbergs de elevada altitude, habitat natural de
W. rayneri. Ambas as espécies possuem colénquima na base de suas folhas, porém em
W. rayneri 0 colénquima se estende por todo o limbo em ambas as faces do mesofilo. O
pseudopeciolo de C. fuscoviolacea apresentou, junto com W. rayneri, 0 maior numero
de camadas subepidérmicas de colénquima e a sua presenca esta relacionada a

sustentacdo da lamina foliar, j& que de todos as espécies analisadas, esta € a Unica em
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que o pseudopeciolo permanece ereto elevando a lamina foliar praticamente paralela ao
solo.

Em um contexto ambiental diferente das espécies supracitadas, os acessos de G.
hyacinthina, coletados em FOD, apresentaram ao menos uma camada subepidérmica de
colénquima no pseudopeciolo. Dentre as espécies de Griffinieae, G. gardneriana, G.
hyacinthina e Worsleya possuem caducifolia menos demarcada, e a presenca de
colénquima pode estar relacionada também com a durabilidade das folhas nessas
espéecies. Segundo Pyyko (1966), a presenca de uma caracteristica pode exercer
diferentes funcdes em grupos ou espécies distintas, dessa forma, além do papel
estrutural do colénquima na sustentacdo e na manutencdo dessas espécies, 0 carater
hidrofilico da pectina na parede celular torna este tecido uma reserva hidrica alternativa
(Jarvis & Apperley, 1990; Evert, 2006).

Quanto ao numero de feixes vasculares, o pseudopeciolo mostrou uma variacao
expressiva entre os complexos morfologicos considerados. As “Griffinia de grande
porte”, como G. intermedia, G. ornata apresentaram entre trinta a quarenta feixes
vasculares, entretanto, espécies de outros complexos morfolégicos como G. nocturna,
G. liboniana, G. gardneriana e G. albolineata, mostraram similaridade para esta
caracteristica. Segundo Roth-Nebelsick et al. (2001), padrbes de venacao similares aos
das eudicotiledoneas, diferentemente do paralelinérveo tipico, podem ocorrer em
espécies de monocotiledéneas. Em Griffinieae, observamos venacdo estritamente
paralelinérvea no Complexo Hyline e em Worsleya, grupos de espécies com folhas
bastante ensiformes. Em outras espécies da tribo, este padrdo ocorre de forma menos
demarcada, apresentando certo nivel de reticulacdo na venacdo das folhas havendo,
possivelmente, relacdo com a ocorréncia destas espécies em ambientes distintos. A
variacdo no padrdo de venacado, segundo Cameron & Dickison (1998), é particularmente
comum em ambientes sombreados e, parte das espécies da tribo é endémica de
ambientes predominantemente mesofitos. Nestas espécies, observamos a ocorréncia de
anastomoses, ou seja, fusdes dos feixes vasculares das folhas de determinadas espécies,
observados também na morfologia externa das espécies de Griffinieae, como por
exemplo, nas folhas ensiformes que possuem a menor redugdo do numero de feixes
vasculares no apice foliar se comparadas com as de ambiente mesofito.

As laminas foliares de praticamente todos os acessos analisados apresentam
epiderme com cuticula delgada (menor que 2 um), exceto ambos 0s acessos de G.

hyacinthina e G. ornata, duas espécies de FOD, eventualmente rupicolas, com folhas
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com extensa area de superficie foliar e cuticula espessa (entre 2 e 4 um) se comparadas
com as demais Griffinia. Mesmo em ambientes Umidos como as FOD, o
desenvolvimento de cuticula espessa pode estar relacionado as condigdes de restri¢do
hidrica sobre rochas. A cuticula mais espessa dentre as Griffinieae foi observada em
Worsleya (acima de 4 um) que ocorrem em inselberg, além de espessamento péctico de
parede periclinal externa e interna.

A ornamentacdo da PPEC nas células epidérmicas observada para folhas das
espeécies da tribo Griffinieae apresenta caracteristicas previamente descritas na literatura
para outras Amaryllidaceae (Arroyo, 1981; Arroyo & Cutler, 1984; Alves-Araujo, 2012;
Kocyigit & Tuna, 2016). Segundo Arroyo & Cutler (1984), a PPE das células
epidérmicas possui funcdo estrutural e fisiologica essenciais e suas principais funcdes
estdo relacionadas com a protecdo dos tecidos contra excesso de transpiracéo e propiciar
suporte mecanico (Haberlandt, 1884). O espessamento péctico da PPE prové
armazenamento de agua e maior rigidez a folha, um importante fator de resisténcia a
seca (Ragonese, 1990 Cuadra & Cambi, 2014) e esté presente em praticamente todas as
espécies de Griffinieae, como também em Eithea, sugerindo ser um carater
plesiomorfico de Griffinieae e Hippeastreae. Outra funcao seria atuar como um isolante
térmico pelo calor especifico da agua contida na parede celular, especialmente em
plantas sujeitas a geadas (Bocher, 1979). Contudo, nas espécies do subgénero Hyline, G.
itambensis e no género Eithea, por exemplo, a reducdo da superficie foliar nas folhas
mais estreitas e ensiformes pode igualmente ser relacionada com a protecdo as
condigdes de clima mais &rido, sujeitas a estresse hidrico e, ndo obstante, as analises
qualitativas em MCA revelaram similaridade entre as caracteristicas morfoanatdmicas
para essas espécies. Estes dados sugerem o potencial adaptativo deste carater que em
plantas xeréfitas, como menciona Bocher (1979), ndo deve ser sempre relacionado a
protecdo contra reducdo da perda de agua.

Além de espessamento péctico das PPEI também observamos a presenca de cera
epicuticular na epiderme de W. rayneri que, ocorrendo em inselberg, enfrenta
constantemente condigdes de estresse. Segundo Cutler et al. (1980), a cera epicuticular
reflete luz e calor excessivos, caracteristicos de inselberg com exposicao a luz e outros
intemperies. Outra especie que habita regides de inselberg com menor altitude é G.
meerowiana, em pontos com meia sombra e sujeitos a deciduidade das folhas das
espécies arboOreas durante a estagdo seca. Analisando mais de 20 géneros de

Amaryllidaceae nas Ameéricas, Arroyo (1981) encontrou cera epicuticular na epiderme
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da maioria delas, mas menciona apenas pequenos granulos para Griffinia. As duas
espécies ndo apresentaram proximidade nas analises de ACM, sugerindo que estas
caracteristicas possuem maior relacdo com o tipo de fitosionomia que com a
proximidade taxonémica.

A estrutura do mesofilo na maior parte das folhas de Griffinieae € demarcada por
camadas de parénquima clorofiliano ou clorénquima homogéneo com células
braciformes; tanto o contorno das células em seccdo transversal e sua organizagdo
quanto a presenca ou auséncia de aerénquima subdividem o mesofilo em duas ou trés
regibes. A anatomia do mesofilo pode controlar o gradiente de luminosidade e a
presenca de parénquima palicadico com células alongadas facilita a penetracdo de luz
no interior da folha, onde a mesma sera difundida pelo parénquima esponjoso; tal
estrutura € comum no mesofilo de plantas que ocupam ambiente com maior indice de
radiacdo e menor angulo de divergéncia da luz (Cui et al, 1991; Vogelmann, 1993),
evitando danos foto-oxidativos & estrutura dos cloroplastos (Taiz & Zeiger, 2004).
Mashayekhi & Columbus (2014) relataram que nas folhas do género Allium o mesofilo
ndo é diferenciado em palicadico e esponjoso, corroborando com o observado para
Griffinieae; o0s autores mencionaram que as células do parénquima esponjoso
apresentam contorno circular a elipsoide ou lobado e aumentam de tamanho da porgéo
central & face abaxial da epiderme.

As analises das seccdes transversais das folhas de Griffinieae mostraram
contorno semelhante nas células parenquimaticas do mesofilo aos resultados de
Mashayekhi & Columbus (2014), porém as seccOes longitudinais possibilitaram
identificar que, na realidade, essa variacdo de contorno se da pelas diferentes direcoes
dos bracos e projec6es das células braciformes. Alves-Aradjo (2007) observou a mesma
composicdo do mesofilo nas espécies de Griffinia, Hippeastrum e Nothoscordum
analisadas. Ambos os trabalhos supracitados dentre outros estudos anatdmicos em
Amaryllidaceae (Meerow, 1987; Cortela & Casas, 2003; Sultan et al, 2010; Perrone et
al., 2015) ndo fazem mencdo as células braciformes. Todavia, Campos-Rocha et al.
(2017) relataram a presenca de células braciformes no mesofilo de ambas as espécies do
género Eithea. Quanto aos outros grupos de plantas, Haberlandt (1884) reportou, de
forma pioneira, a ocorréncia de células braciformes em pteridofitas, também reportada
por Ribeiro et al. (2007) para duas espécies rupicolas, coniferas e algumas
angiospermas. Chatelet et al. (2013) estudaram a evolugdo da anatomia fotossintética e

a diversidade de tipos celulares do parénquima palicadico em Viburnum (Adoxaceae),
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relatando a presenca de celulas braciformes. Estas células sdo ditas como um tipo
estritamente distinto de parénquima palicddico com células de formato irregular
(Chatelet et al., 2013) e a sua presenca no mesofilo esta diretamente relacionada com o
tipo de ambiente de ocorréncia das espécies (Sack & Grubb, 2002; Chatelet et al.,
2013). Em ambientes com maior estresse hidrico, as células braciformes parecem ser
mais suscetiveis a deformacdo que as células alongadas do parénquima palicadico
comumente conhecido (Fellows & Boyer, 1977; Colpitts & Coleman, 1997) e isso se
deve, segundo Chatelet e colaboradores (2013), provavelmente a proporcdo maior de
espacos intercelulares.

No mesofilo das folhas de Griffinieae frequentemente ocorrem espacos
intercelulares que, a medida que se distanciam do pseudopeciolo, podem ou ndo formar
lacunas de ar. Esses espagos tem origem, possivelmente, da lise de células na regido
interfascicular, corroborando as observacGes de Alves-Aradjo (2007) para Griffinia,
Habranthus, Hippeastrum, Hymenocallis e Nothoscordum. De acordo com Jung et al.
(2008), estes espacos atuam como mediadores de trocas gasosas internas, reduzindo a
resisténcia de difusdo do dioxido de carbono nas células do mesofilo (Parker & Ford,
1982), além de auxiliar na sustentacéo dos tecidos.

Aparentemente, a organizacdo das células na composicdo do mesofilo em
diferentes regibes nas espécies deste estudo esta diretamente relacionada ao ambiente de
ocorréncia de cada uma delas. Em nosso estudo, espécies de diferentes complexos
morfologicos em Griffinia e de géneros diferentes na tribo compartilham a mesma
estrutura de subdivisdo do mesofilo, como G. gardneriana e G. hyacinthina com trés
regides diferentes ou C. fuscoviolacea e G. liboniana com duas regides, sugerindo que
esta caracteristica pode ndo contribuir diretamente na delimitacdo de espécies, mas sim
sugerir relacdes ecoldgicas entre elas e 0 ambiente.

Dentre todas as espécies analisadas, W. rayneri endémica de inselberg com
elevada altitude, foi a Unica que apresentou parénquima do tipo palicadico no mesofilo
que, segundo Vogelmann et al. (1996) canaliza a radiacdo luminosa para o restante do
mesofilo. Além disso, outra caracteristica diagnostica para as folhas de Worsleya é a
presenca de extensdo da bainha do feixe vascular que, somada a presenca de aerénquima
interfascicular evidenciam a evolucdo das estratégias fotossintéticas desta espécie e sua
tolerancia ao tipo de ambiente onde ocorre. Aparentemente, a selecdo das caracteristicas
morfoanatdmicas nesta espécie esta diretamente relacionada as variaveis ambientais do

tipo de fitofisionomia de inselbergs. De Paula e colaboradores (2017) alertam que
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caracteres compartilhados entre espécies taxonomicamente relacionadas, apesar da
influéncia ambiental, podem estar também relacionados ao efeito filogenético onde ha
selecdo de caracteristicas especificas dentro de um mesmo grupo.

A presenca de grandes espacos de ar entre as células com a formacdo de lacunas
de aerénquima, a auséncia ou pequena quantidade de esclerénquima e sistema vascular
fracamente desenvolvido séo caracteristicas comuns nas folhas de espécies hidrofitas
(Hasman e Inang, 1957), apesar da presenca de aerénquima na maioria das espécies
analisadas, incluindo espécies xerofitas. A ocorréncia de lacunas de aeréngquima é um
carater que Griffinieae compartilha com a tribo Hippeastreae (Arroyo, 1981; Arroyo &
Cutler, 1984, Alves-Araujo, 2012; Mashayekhi & Columbus, 2014; Marques, 2015). O
desenvolvimento dos bulbos em Amaryllidaceae propiciou a adaptacdo deste grupo de
plantas as condicdes de estresse hidrico, e a ocorréncia de aerénquima nas folhas dessas
espécies pode ser homologa aos catafilos presentes nos 6rgaos de reserva. A ocorréncia
de parede celular espessada nas células do aerénquima devido & presenca de pectina
possibilita também a reserva de agua neste tecido, otimizando ndo somente as trocas
gasosas, mas a disponibilidade hidrica, caracteristicas que conferem resisténcia durante
o ciclo de vida destas plantas.

Alguns dos caracteres morfoldgicos utilizados por Alves-Aradjo (2012) nas
folhas de Habranthus e Zephyranthes foram a forma da folha, em ST, a posi¢do do
aerénquima foliar; o espessamento péctico da parede periclinal interna das células e a
forma do escapo, em ST, de Griffinia e Hymenocallis. Em Griffinieae, diferentes
caracteristicas apresentaram relacdo entre si como, por exemplo, o contorno do
pseudopeciolo, contorno da nervura central e 0 nimero de feixes vasculares dessas
regides da folha, possibilitando agrupar as espécies da tribo.

A presenca de idioblastos com rafides foi constante em praticamente todas as
espécies analisadas desde o pseudopeciolo ao apice foliar. SeccBes longitudinais
evidenciaram idioblastos bastante alongados, interconectados em série e com as células
braciformes no mesofilo. Alves-Aradjo (2012) observou igualmente idioblastos com
rafides e menciona que este pode constituir um carater exclusivo das espécies
neotropicais de Amaryllidaceae, com o que corrobora este estudo da tribo Griffinieae.
Cristais de oxalato de calcio estdo relacionados com a regulacdo de célcio no interior
das plantas e protecé@o contra herbivoria (Franceschi & Nakata, 2005; Khan & Siddiqi,
2014;). Ha cerca de 150 anos, Johow apud Prychid & Rudall (1999) reportou a

ocorréncia de idioblastos com drusas para Amaryllidaceae, registro cada vez mais raro
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desde entdo. Em nossas andlises, foram registrados idioblastos com réafides e drusas
distribuidos pelo mesofilo de G. hyacinthina e G. ornata, duas espécies ocorrentes em
FOD e, como mencionado anteriormente, eventualmente rupicolas.

Através deste estudo, foi possivel caracterizar a morfoanatomia e a
micromorfologia de folhas das espécies da tribo Griffinieae e com os resultados
observados, estabelecemos relacbes entre as caracteristicas morfoanatdmicas, o

ambiente de ocorréncia e a taxonomia do grupo.

5.2 Correlagcbes ambientais e de correspondéncia

A caracterizacdo morfoanatdmica realizada para as espécies de Griffinia
possibilitou identificar a existéncia de diferentes padrdes entre 0s complexos
morfologicos de espécies, correlacionando-os com o ambiente. Para as espécies do
Complexo “Hyline”, especialmente G. gardneriana e G. nocturna observamos a
presenca de caracteristicas como folhas anfiestomaticas, estrias de parede periclinal
externa com cuticula (PPEC) menos espessadas na epiderme foliar, paredes anticlinais
retas na epiderme, extremidades, contorno plano da margem foliar e o nimero de feixes
no éapice foliar proporcionalmente igual ao observado no pseudopeciolo. Tais
caracteristicas podem ser relacionadas diretamente com o ambiente xer6fito sob estresse
hidrico onde as espécies ocorrem e as folhas apresentam menor area de superficie foliar.
As disposicdes graficas das varidveis morfoanatdmicas e ambientais nas ACM
mostraram a associacdo das caracteristicas supracitadas com a fitofisionomia e a
disponibilidade hidrica. Quanto as demais espécies de Griffinia, foi possivel observar a
associacdo de caracteristicas como o contorno do pseudopeciolo, a presenca de camadas
de células espessadas subepidérmicas, cuticula espessa na lamina foliar e presenca de
aerénquima com paredes espessadas as espécies de G. hyacinthina e G. concinna,
ambas presentes em ambiente de FOD, com eventual ocorréncia sob rochas e que
apresentam folhas com maior durabilidade e persisténcia no grupo. Nas analises de
similaridade observadas pela ACM, as varidveis morfoanatbmicas mencionadas
apresentaram correlacdo com a altitude e separaram as espécies do grande grupo das
demais Griffinia.

Caracteristicas como o contorno das paredes anticlinais e tanto o namero de
feixes vasculares no pseudopeciolo quanto a ornamentagdo da PPEC na epiderme

apresentaram-se fortemente relacionadas com a fitofisionomia e altitude. Para W.
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rayneri, espécie de inselberg que enfrenta 0 maior gradiente de intempéries entre as
espécies da tribo, caracteristicas como extremidades agudas nas células epidérmicas,
presenca de camadas de células espessadas subepidérmicas, a presenca de extensdo da
bainha do feixe vascular, auséncia de saliéncia na nervura central apresentaram-se
associadas e exercendo papel diagnostico tanto para a espécie quanto para o tipo de
ambiente em que ocorre.

Nossos resultados mostraram que os 32 acessos das 18 espécies da tribo
Griffinieae analisados possuem caracteristicas morfoanatdmicas que diferem entre as
especies, mas também apresentam similaridades sugerindo alguns padrdes comuns a
determinados grupos ou complexos morfoespecificos. Utilizando caracteristicas
qualitativas, encontramos evidéncias de que espécies com morfologia externa foliar
semelhante podem ser diretamente relacionadas com determinadas condicdes
ambientais, por exemplo, as folhas ensiformes do subgénero Hyline presentes em
ambientes predominantemente xerofitos. Ademais, espécies mais estresse-tolerantes
apresentam caracteristicas bastante especificas, como a estrutura do mesofilo de W.
rayneri, presente em inselberg. O panorama das caracteristicas avaliadas e selecionadas
revelou diferentes estratégias anatémicas para o grupo estudado, incluindo caracteres
adquiridos em resposta as condi¢cbes ambientais como também caracteristicas
conservativas.

As Andlises de Correspondéncia Multipla testadas em Griffinieae basearam-se
nas caracteristicas morfoanatémicas selecionadas entre as espécies da tribo e mostraram
a separacao de alguns grupos distintos e, no caso dos géneros monotipicos, delimitou
espécies, sendo: a separacdo entre os trés géneros da tribo, Cearanthes, Griffinia e
Worsleya, o grupo formado pelas duas espécies representantes do subgénero Hyline, G.
gardneriana e G. nocturna, e ainda a separacdo de duas espécies do complexo
morfologico das “Griffinia de grande porte”: G. hyacinthina e G. concinna.

A baixa porcentagem de explicagdo das variaveis (Figs. 1 e 2) (dim 1-2 ou dim
1-3), 24% e 13,4% sugere que, neste caso, a MCA nado consegue explicar boa parte
dessas variacOes. Todavia, foi possivel observar que Worsleya foi o tdxon mais
separado do grande grupo (Griffinia) em relacdo aos demais. A anélise para toda a tribo
Griffinieae mostrou tanto Worsleya quanto Cearanthes aparecendo bastante separados
do grande grupo, corroborando com o esperado, ja que ambos sdo géneros diferentes

dentro da tribo.
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Dilcher (1974) afirmou que as plantas ndo respondem morfologicamente a
apenas uma Unica variavel ambiental, mas & combinacdo de todas as variaveis possiveis.
A ACM para 0 género Griffinia mostrou-se satisfatoria como uma das respostas mais
esperadas acerca da morfologia das folhas e das caracteristicas anatdmicas das espécies.
Um novo grupo, mais individualizado se formou, sendo composto pelas espécies do
subgénero Hyline, exceto G. nocturna, apesar de a mesma estar relativamente mais
proxima que as demais e o grupo-externo Eithea. A morfologia externa deste grupo é
bastante peculiar j& que as espécies possuem folhas em sua maioria ensiformes. Além
deles, manteve-se o grupo das G. hyacinthina e G. concinna, enquanto o restante de
Griffinia permanece sem maior definicéo.

As caracteristicas que aproximam mais as espécies do subgénero Hyline estdo
relacionadas com a epiderme, especialmente as caracteristicas das células em vista
frontal, como o contorno das paredes anticlinais (reto) e as extremidades agudas. Para as
G. hyacinthina e G. concinna, um conjunto de caracteristicas presentes na margem
foliar, regido intermediaria e no pseudopeciolo determinou a formacg&o deste complexo.
A presenca de células com parede primaria espessada no aerénquima de G. hyacinthina
e G. concinna é uma caracteristica que aproxima as duas espécies e, simultaneamente,

as separa das demais espécies de Griffinieae.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os caracteres morfoanatdmicos que apresentaram potencial diagndstico para a
tribo Griffinieae foram: em microscopia eletronica de varredura, os padrbes de estrias
(PPEC); em seccOes paradermicas: contorno das células epidérmicas em vista frontal
para ambas as faces da epiderme, aspecto das paredes anticlinais em vista frontal para
ambas as faces da epiderme, tipo de terminacdo das paredes anticlinais das células
epidérmicas em ambas as faces. Nas secc¢des transversais dos pseudopeciolos: contorno
do pseudopeciolo, espessamento péctico parietal das células epidérmicas; camadas de
células espessadas subepidérmicas (colénquima). Nas sec¢des transversais das laminas
foliares: espessamento da cuticula, espessamento péctico parietal das células
epidérmicas, tipo de aerénguima no mesofilo, espessamento péctico de parede celular
priméaria em células dos feixes vasculares, extensao de bainha dos feixes vasculares. Nas
secgBes transversais das margens foliares: cuticula das células epidérmicas na margem
foliar e contorno das células epidérmicas na extremidade da margem. No &pice foliar:
numero de feixes vasculares em relacdo ao pseudopeciolo.

Nosso estudo possibilitou verificar a variagdo morfoanatdbmica nas folhas em
individuos de uma mesma populacdo e as caracteristicas que apresentaram maior
variacdo nesse sentido foram: em relacdo aos padrdes de estrias da superficie
epidérmica e quanto ao aspecto das paredes anticlinais em vista frontal, especialmente
no padrdo de sinuosidade das células epidérmicas, foi possivel observar variacdo nos
individuos de G. liboniana. Em relacdo ao pseudopeciolo, o contorno do pseudopeciolo,
especialmente nas populacdes de G. liboniana, G. paubrasilica e G. espiritensis, com
variacdo entre contorno canaliculado, alado e depresso-obovado. Em relacdo a lamina
foliar: a presenca de espessamento péctico parietal nas células dos feixes vasculares,
com individuos de G. gardneriana que eventualmente apresentavam floema nacarado e
o0 numero de feixes vasculares na nervura central em G. paubrasilica. Apds a
observacao destas variacdes, preconizamos a necessidade de analisar um maior nimero
de individuos de cada espécie para comparar os resultados.

Das espécies cuja analise envolveu acessos de diferentes localidades, G.
hyacinthina apresentou homogeneidade quanto as caracteristicas morfoanatdmicas em
ambos 0s acessos. Quanto a G. intermedia, 0 acesso de Mangaratiba apresentou
variagOes significativas a0 compararmos com 0s outros dois acessos, evidentes nas

caracteristicas das células epidérmicas em vista frontal, como o contorno isodiamétrico
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das células epidérmicas e o numero de feixes vasculares na nervura central. Para os dois
acessos de G. espiritensis, observamos variagdo morfoanatdmica significativa quanto as
seguintes caracteristicas: contorno do pseudopeciolo, tipo de ornamentacdo da PPEC,
numero de feixes vasculares no pseudopeciolo e sua propor¢do com o apice foliar, tipo
de curvatura da margem foliar, todavia, as caracteristicas epidérmicas foram constantes
em ambos 0s acessos. A espécie que contou com a analise do maior nimero de acessos,
G. liboniana, apresentou a maior variagdo morfoanatdmica intraespecifica observada
principalmente nas caracteristicas epidérmicas como a distribuicdo dos estbmatos, o
contorno do pseudopeciolo em ST e o padrdo de ornamentacdo da PPEC na epiderme
do pseudopeciolo.

Neste capitulo de tese, selecionamos 24 caracteristicas morfoanatdbmicas de
folhas e combinamos com quatro caracteristicas ambientais para 30 acessos de
praticamente todas as espécies reconhecidas até 0 momento para a tribo Griffinieae e
duas espécies da tribo Hippeastreae. Além da caracterizacdo morfoanatbmica de cinco
regides diferentes das folhas, este estudo avaliou a micromorfologia da superficie foliar
através da Microscopia Eletrobnica de Varredura e de seccdes paradérmicas,
apresentando um panorama geral dessas caracteristicas tanto intra quanto
interespecificas na tribo.

A subdivisdo da folha em cinco regiGes diferentes, pseudopeciolo, margem,
lamina, nervura central, e apice foliares, possibilitou uma analise minuciosa acerca das
caracteristicas compartilhadas e exclusivas para cada individuo, espécie ou grupo.

Ao realizarmos as Andlises de Correspondéncia Multipla, transformamos os 32
acessos de Griffinieae em grupos (ou clusters) pelas similaridades das variaveis
morfoanatdmicas. Caracteres especificos em nivel de género, subgénero e
interespecificos foram sugeridos pelas secc¢des transversais, longitudinais e analises de
superficie foliares, nunca antes realizadas para o grupo. Dessa forma, foi possivel
concluir que a maior parte dos caracteres selecionados apresenta potencial diagnostico e
pode ser utilizada em investigacdes taxonémicas de espécies no género Griffinia e nas
espécies da tribo Griffinieae. Consequentemente, para compreender a taxonomia e as
relacOes filogenéticas entre as espécies da tribo, tais caracteristicas micromorfologicas e
anatdmicas precisam ser consideradas. Todavia, apesar da caracterizagdo
morfoanatdmica de individuos em diferentes populacdes das espécies de Griffinieae,
preconiza-se a necessidade de estudos morfoanatdmicos comparativos envolvendo um

maior ndmero de populagdes e individuos para averiguar os possiveis padrdes de
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plasticidade fenotipica no grupo em decorréncia dos diferentes ambientes em que as
espécies da tribo ocorrem.

Sobretudo, o presente estudo contribuiu com avangos no conhecimento da
morfoanatomia de espécies ameacadas de extincdo da familia Amaryllidaceae e,

portanto, das Monocotiled6neas.
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Considerac0tes taxondmicas para as Hypoxidaceae
do Brasil a luz da morfoanatomia foliar

e micromorfologia

Taxonomic considerations on the Brazilian Hypoxidaceae from
the perspective of leaf anatomy and micromorphology
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RESUMO

Hypoxidaceae possui um historico taxondmico bastante conturbado e, apesar de ser uma
familia bem estabelecida e caracterizada, divergéncias em nivel de género e espécie
ainda persistem e tornam necessaria a busca por caracteres diagnosticos que auxiliem na
delimitacdo dos taxons. As trés espécies reconhecidas para o territdrio brasileiro:
Hypoxis atlantica, H. decumbens e Curculigo scorzonerifolia tiveram a morfoanatomia
e micromorfologia de suas folhas comparadas. Além disso, a micromorfologia do
revestimento de sementes do género Hypoxis foi comparada entre si e com H. wrightii,
espécie descrita para a América do Norte e Central e H. angustifolia, espécie africana.
Folhas completamente expandidas foram examinadas com microscopia de luz e
microscopia eletrénica de varredura. Caracteristicas morfoanatdmicas e de
micromorfologia foram evidenciadas, como: folhas anfiestomaticas, estdmatos
paraciticos, epiderme com células buliformes, presenca de idioblastos com rafides,
feixes vasculares colaterais e a presenca de esclerénquima associado aos feixes
vasculares. As espécies brasileiras apresentaram caracteristicas com potencial
diagnostico, como o tipo de contorno da folha em seccgdo transversal, a presenca ou
auséncia de saliéncia na face adaxial das folhas, a distribuicdo tanto dos feixes
vasculares quanto do esclerénquima, o nimero de células na base dos tricomas tectores
e tamanho, forma e superficie das sementes. As analises morfoanatbmicas comparativas
entre os diferentes acessos sugeriram a ocorréncia de hibridizacdo entre as espécies e 0
namero de caracteristicas qualitativas e quantitativas compartilhadas apontou que H.

atlantica e H. wrightii parecem ser a mesma espécie.

Palavras-chave: anatomia; Asparagales; Curculigo; folhas; Hypoxis; morfologia;

taxonomia.
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ABSTRACT

Hypoxidaceae has a controversial taxonomic history and, despite being a
phylogenetically well established and characterized family, divergences at genus and
species level persist and suggest the necessity of distinguished diagnostic characters to
help in taxa delimitation. The three species recognized in the Brazilian area: Hypoxis
atlantica, H. decumbens and Curculigo scorzonerifolia had their leaf anatomy and
leaves micromorphology compared. In addition, the micromorphology of Hypoxis seeds
was compared with each other and with the North and Central American H. wrightii and
African H. angustifolia. Completely expanded leaves were examined under light
microscopy (LM) and scanning electron microscopy (SEM). Morphoanatomical and
micromorphological traits were reported, such as amphistomatic leaves, paracytic
stomata, bulliform cells present on one or both surfaces, crystals present as raphides,
collateral vascular bundles and the presence of sclerenchyma girders associated with the
vascular bundles. The Brazilian species presented anatomical characters of taxonomic
value such as the leaf contour type in cross section, the presence of absence of
protrusion on the adaxial side of the lamina, the distribution of both vascular bundles
and sclerenchyma and the number of cells in the base bifurcate ascending hairs. The
morphoanatomical comparison between the different accesses suggested the occurrence
of hybridization among the species and the number of shared qualitative and
quantitative characters pointed out that H. atlantica and H. wrightii seem to be the same

species.

Key-words: anatomy; Asparagales; Curculigo; Hypoxis; leaves; morphology;

taxonomy.
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1. INTRODUCAO

O histdrico taxondmico de Hypoxidaceae R. Brown, incluida na ordem
Asparagales, maior entre as monocotileddneas, ¢ demarcado por diversos rearranjos
taxonémicos, apresentando-se um taxon bem estabelecido, amplamente discutido e
caracterizado (Brackett, 1923, Nordal, 1998, Wiland-Szymanska, 2001, 2006, 2009,
Rudall et al., 1998, Judd 2000, Singh 2009, Kocyan et al., 2011). A familia é
cosmopolita, ocorrendo nas regides tropicais e subtropicais, predominantemente no
hemisfério Sul (Nordal, 1998, Kocyan et al., 2011). Para 0 continente americano, sao
registrados dois géneros, Curculigo Gaertn. e Hypoxis L. (Dutilh, 2009), ambos
ocorrentes no Brasil (Dutilh, 2017). Apesar de uma circunscricdo bem aceita para
Hypoxidaceae, divergéncias em niveis infrafamiliares ainda persistem (Sanchez-Ken,
2010, Kocyan et al., 2011), sendo necessaria a investigacdo de novos caracteres
diagndsticos para auxiliar na delimitacdo dos tdxons (Rudall et al., 1998; Sing, 2009,
Sanchez-Ken, 2010; Funez et al., 2017).

O posicionamento de Hypoxidaceae teve inicio como subfamilia ou tribo de
Amaryllidaceae (Brown, 1810), sendo os géneros Hypoxis e Curculigo incluidos em
Amaryllideae, por conta do ovario infero. Entretanto, segundo Brackett (1923), quatro
anos mais tarde, o proprio criador do taxon considerou separar estes géneros de
Amaryllidaceae, propondo o nome Hypoxideae, base do primeiro nome da familia
(Brown, 1814). Baker (1878) realizou a primeira sinopse para o taxon, detalhando
diferengas entre Hypoxidaceae e Amaryllidaceae. Nos anos seguintes, diferentes autores
consideraram vaélida a delimitacdo de Hypoxideae como tribo da familia
Amaryllidaceae, proposta por Bentham & Mueller (1873) (Bentham & Hooker, 1883;
Baillon, 1895; Baker, 1896, 1898, Nel, 1914, Phillips, 1926 e Hilliard & Burtt, 1978).
Apo6s ser incluido como tribo, o grupo foi classificado como subfamilia em
Amaryllidaceae, Hypoxidoideae, por Pax (1889). Em uma abordagem mais ampla para
as Monocotiledbneas, proposta por Hutchinson (1934), 14 ordens foram estabelecidas,
tais como Liliales, Amaryllidales, Orchidales e Haemodorales, na qual ele incluiu a
familia Hypoxidaceae e, pela primeira vez, foi apresentada a proposta de que a familia
Orchidaceae teria derivado de Hypoxidaceae, sendo o género Curculigo um possivel elo
evolutivo entre elas.

As Hypoxidaceae sdo plantas de habito herbaceo, perenes, com rizoma cormoso

ou tuberoso; suas folhas apresentam-se radicais, tristicas ou em roseta, sésseis ou
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formando pseudopeciolo; com indumento denso a subglabrescente. Inflorescéncias
terminais racemosas a umbeliformes, com indumento, 1-vérias flores trimeras e
actinomorfas, 6 tépalas amarelas a laranja, alvas, raramente vermelhas; ovario infero,
tricarpelar, trilocular ou raramente unilocular com numerosos Ovulos anatropos e
placentacdo axilar; nectarios ausentes. Frutos do tipo céapsula, com indumento, e as
sementes globosas a elipsoides recobertas por uma camada externa de fitomelanina
frequentemente enegrecida, raramente acinzentada ou acastanhada (Pena et al., 2008;
Dutilh et al., 2017).

Diversos remanejamentos taxonémicos, considerando caracteres de morfologia
foliar, floral e anatomia de sementes, foram realizados em Hypoxidaceae (Geerinck,
1968; Huber, 1969; Takhtajan 1969; Dahlgren 1975; 1983; Cronquist, 1981; Thorne,
1983; Heywood, 1993), até que Chase e colaboradores (2006) incluiram a familia no
clado “asteloide” com Asteliaceae, Blandfordiaceae e Lanariaceae. Segundo Rudall et
al. (1998), o grupo asteloide seria a ramificagdo mais basal da ordem Asparagales.
Outras oito familias, sendo Boryaceae, Doryanthaceae, Iridaceae, Ixioliriaceae,
Orchidaceae, Tecophilaecaceae, Xanthorrhoeaceae e Xeronemataceae, constituem as
“asparagoides basais” da ordem Asparagales.

Em 1998, Rudall e colaboradores confirmaram o monofiletismo do grupo
através de analises cladisticas com sequéncias de rbcL do DNA plastidial associadas a
caracteres morfologicos e anatdbmicos, o que foi posteriormente corroborado por
Kocyan et al. (2011). Esses autores reportaram caracteres micromorfoldgicos como a
presenca de células buliformes associadas as nervuras nas folhas, auséncia de nectarios,
microsporogénese sucessiva, 6vulos tenuinucelados e sementes mais ou menos globosas
com rafe proeminente, como sinapomorfias para a familia. A presenca de canais
mucilaginosos e tricomas ramificados sdo caracteres compartilhados com Asteliaceae.
Os mesmos tipos de analises realizadas para as Lilianae (Chase et al.,1995a) e
Orchidaceae (Cameron et al., 1999) corroboraram a associagdo proposta por Huber
(1969) entre Hypoxidaceae e Asteliaceae.

Em 2003, Ravenna criou 0 género Heliacme Ravenna, baseando-se em uma
possivel variacdo de Curculigo scorzonerifolia. O autor equivocou-se ao descrever 0s
frutos de Heliacme scorzonerifolia Lam. (=H. scorzonerifolia (Lam.) Ravenna) como
secos, ndo correspondendo com a realidade (Kocyan, 2011). Os estudos filogenéticos
mais recentes para a familia, ao combinar dados morfoldgicos, biogeograficos e de

DNA plastidial (Kocyan et al., 2011), propuseram Hypoxidaceae constituida por nove
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géneros — Curculigo, Empodium Salisb., Hypoxidia F. Friedmann, Hypoxis, Molineria
Colla, Pauridia Harvey., Rhodohypoxis Nel, Saniella Hilliard & B.L.Burtt e Spiloxene
Salish. — e cerca de duzentas espécies (Kocyan et al., 2011; Liu et al., 2012; Govaerts,
2017; Dutilh et al., 2017). Um ano apo6s a publicacdo da filogenia supracitada, Liu e
colaboradores (2012) descreveram o novo género Sinocurculigo Z. J. Liu, L. J. Chen &
Ke Wei Liu, para a China. Para Kocyan & Wiland-Szymanska (2016), o clado
filogenético Curculigo apresenta problemas para a caracterizacdo morfoldgica do grupo
e distincdo de grupos préximos. Os autores propuseram entdo o género Friedmannia,
posteriormente renomeado como Neofriedmannia (Kocyan & Wiland-Szymanska,
2017).

Shiba & van der Bank (2017) apresentaram a reconstrucdo filogenética de um
grande numero de espécies de Hypoxidaceae de diferentes géneros, que identificou
quatro grandes clados bem sustentados na familia. Nesta analise H. decumbens se
localiza mais préximo de espécies americanas e H. angustifolia parece ser polifilética
sendo que uma de suas variedades parece ter uma proximidade filogenética com H.
decumbens. Shiba & van der Bank (2017) também mostraram a afinidade filogenética
de C. scorzonerifolia com as outras espécies de Curculigo.

Cerca de 50 anos antes do estabelecimento de Hypoxidaceae como familia
(Brown, 1814), Linnaeus descreveu 0 género mais representativo de todo o téxon,
Hypoxis (Linnaeus, 1759), que é compreendido por aproximadamente 90 espécies,
quase 50% de toda a familia, distribuidas pela Australia, Asia, Africa e Américas
(Nordal, 1998, Wiland-Szymanska, 2001, 2006, 2009, Rudall et al., 1998, Judd 2000,
Zona et al., 2009). A maioria massiva de espécies do género Hypoxis ocorre no
continente africano. Baker (1896) elaborou uma chave de identificacdo para todas as
espécies conhecidas do género na Africa do Sul, na qual reconheceu 41 espécies das
quais, atualmente, nove pertencem a Spiloxene e duas a Rhodohypoxis. Apo6s
aproximadamente cem anos, Singh (2006) publicou uma lista com 69 espécies e 21
taxons infraespecificos para o género Hypoxis de toda Africa.

Zimudzi (1993) desenvolveu sua tese de doutorado com a familia Hypoxidaceae
na regido Centro-Sul africana, especialmente com Hypoxis e Curculigo, enfatizando as
variacdes morfologicas nestes géneros. Wiland (1997a e 1997b) realizou estudos com o
género Hypoxis na Africa Central e, além de descricbes de novas espécies, a autora
verificou que eletromicrografias de varredura da superficie das sementes forneciam

informagdes taxondmicas para o grupo. Diferentes trabalhos utilizaram caracteres
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macromorfoldgicos de folhas, inflorescéncias e sementes na delimitagédo especifica dos
Hypoxis africanos (Zimudzi, 1996; Nordal & Zimudzi, 2001; Wiland, 1997a, 1997b;
Wiland-Szymanska, 2001 e W.iland-Szymanska & Adamski, 2002), os quais
contribuiram principalmente com dados para a revisdo do grupo sendo, portanto,
baseados em conceitos morfoldgicos de espécie, de acordo com Singh (2009).

As espécies de Hypoxis podem ser encontradas nos mais distintos habitats,
variando de areas encharcadas com alagamentos temporérios até areas de solo rochoso
com pouca disponibilidade hidrica (Nordal, 1998). Ervas de pequeno a medio porte com
raizes fasciculadas contrateis, caule do tipo rizoma tuberoso globoso ou cormo, folhas
sésseis, lineares a graminoides, canaliculadas a carinadas, glabrescentes ou com
indumento mais denso, flores amarelas trimeras, 3 sépalas e 3 pétalas livres entre si ou
unidas brevemente na base; o escapo floral é desenvolvido e o ovario sem rostro
(Dutilh, 2017). Segundo Judd (2000), existe uma variacdo significativa na
ornamentacdo da testa das sementes em Hypoxidaceae, especialmente para o género
Hypoxis.

Para a América do Norte, inicialmente, Brackett (1923) considerou quinze
espécies de Hypoxis e foi a primeira pesquisadora a enfatizar a importancia da
morfologia das sementes, especialmente a ornamentacdo da testa, para a identificacdo
das espécies, seguida por Wiland (1997a e 1997b) e Judd (2000) para as espécies
africanas. Britt (1967) reduziu o numero das espécies americanas para apenas uma
espécie polimorfica, H. hirsuta (L.) Coville, com quatro variedades, levando em
consideracdo comparacfes morfolégicas de folhas, flores, frutos, sementes, pdlen e,
ainda, dados de hibridizaco, citogenética e distribuicdo geogréfica.

Em 1992, Herndon considerou cinco espécies em seu tratamento de Hypoxis
para a Flérida (=H. juncea Sm., H. leptocarpa (Engelmann& Gray) Small, H. rigida
Chapman, H. sessilis L. e H. wrightii (Baker) Brackett) comparando principalmente
densidade de tricomas, forma e comprimento da folha em seccdo transversal,
comprimento da flor e ornamentacdo das sementes. No levantamento e estudo mais
recente realizado para o género, Judd (2000) reconheceu sete espécies de Hypoxis para a
América do Norte (=H. curtissii Rose, H. juncea, H. hirsuta, H. mexicana Schultes &
Schultes f., H. rigida, H. sessilis e H. wrightii) tendo como suporte os caracteres
diagnosticos supracitados, anatomia e sequéncias de rbcL. Em 2002, Herndon
considerou sete espécies para a Flora da América do Norte. Esta variagdo e baixa

definicdo no nimero de espécies reconhecidas refletem as continuas incertezas quanto a
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caracterizacdo e delimitacdo das espécies, uma problematica geralmente atribuida a
ocorréncia de hibridages e/ou apomixia em grande parte das representantes do grupo
(Sklenar, 2005).

Os estudos com Hypoxis para a América do Sul sdo bastante escassos (Seubert,
1847; Brackett 1923; Dutilh, 2005, 2017; Pena 2008) e, num primeiro momento, foram
reconhecidas apenas trés espécies para o continente (Brackett, 1923): H. decumbens
Linnaeus (1759), H. breviscapa Kunth e H. humilis Kunth (Humboldt et al., 1816).
Segundo Funez et al. (2016), H. breviscapa foi, posteriormente, sinonimizada em H.
decumbens, entretanto os autores ndo mencionam a autoria da sinonimizagdo. A
proposito, o material tipo de H. breviscapa, utilizado para descri¢cdo por Kunth (1815),
na realidade séo exsicatas de C. scorzonerifolia (Bonpland & Humboldt 1073 em P! e
BI).

Para a flora brasileira, desde a criacdo do género, apenas H. decumbens era
considerada como representante do tdxon no pais (Seubert, 1847; Dutilh, 2005). Os
individuos de H. decumbens sdo caracterizados por folhas planas, membranéceas,
geralmente patentes a declinadas ou com é&pice acuminado decumbente, pilosas a
glabrescentes, tricomas pedunculados, nervura central conspicua convexa abaxialmente,
geralmente duas nervuras laterais maiores e convexas adaxialmente resultando em folha
de forma plicada em corte transversal; inflorescéncia com par de bracteas espatais,
pedicelo menor que bractea, 1-6 flores com tépalas amarelas e antese diurna; sementes
pretas, lustrosas, com ornamentacdo arredondada (Dutilh et al., 2017). A espécie é
considerada, dentre as Hypoxidaceae, a de maior distribuicdo geogréfica no continente
americano, encontrada com frequéncia em é&reas mais abertas, mas relativamente
sombreadas, Umidas, proximas a matas, ou antropizadas. Comparando com 0s Hypoxis
do continente africano, centro de diversidade e origem do género, essa espécie possui
uma amplitude de distribuicdo equivalente a H. angustifolia Lam.

Apos cerca de duzentos e cinguenta anos da descricdo de H. decumbens por
Linnaeus, H. atlantica Funez, Hassemer & J.P.R. Ferreira foi descrita para areas
alagadicas de restinga no Brasil, ocorrendo desde o litoral de Santa Catarina até o norte
da Bahia (Funez et al., 2016; Dutilh, 2017). Esta espécie é caracterizada por tdnica
fibrosa, folhas eretas, estreitas, canaliculadas a carinadas e carnosas, com pouco
indumento; inflorescéncia com 1-2 flores, Unica bractea espatal, pedicelo igual ou maior
que 0 ovario e sementes acastanhadas e muricadas, com ornamentagdo piramidal (Dutilh

et al., 2017). Na descricdo da espécie, Funez et al. (2016) apresentaram uma



122

comparacdo de caracteres morfolégicos entre H. atlantica, H. decumbens e H. humilis,
além de uma chave de identificacdo para as trés espécies. H. humilis é uma espécie da
regido andina da América do Sul, com tunica fibrosa, folhas com largura intermediéria
entre H. atlantica e H. decumbens, indumento amarelado e sementes muricadas com
ornamentacao piramidal (Funez et al., 2016).

Na Flora do Espirito Santo para a familia Hypoxidaceae, Dutilh e colaboradores
(2017) mencionaram a semelhanca entre H. atlantica e H. wrightii (Baker) Brackett.
Esta espécie foi descrita a partir de materiais de Cuba e apresenta 0 mesmo tipo de
folhas, inflorescéncias e sementes que aquela (Herndon, 1988, 1992), tendo distribuicéo
em ambientes semelhantes aos de H. atlantica, em planicies costeiras do Atlantico na
América do Norte e Central.

Kocyan et al. (2011) sugeriram proximidade filogenética entre H. decumbens e
H. angustifolia no clado Hypoxis. A relacdo filogenética entre as duas espécies é
evidenciada pela morfologia externa, especialmente das folhas e pela distribuicdo
geogréfica de ambas. A variacdo morfoldgica de H. angustifolia foi abordada por
Wiland-Szymanska & Adamski (2002).

As flores, tanto de H. atlantica quanto de H. decumbens, podem ser andmalas,
ou seja, podem apresentar variagdo no nimero dos verticilos, segundo Ludwig (1889) e
Dutilh et al. (2017), com ndmero distinto de sépalas, pétalas e/ou estames nos
individuos, atributos igualmente observados para a africana H. angustifolia (Wiland-
Szymanska, 2002).

Para 0 género Curculigo Gaertn., a lista do World Checklist of Selected Plant
Families apresenta 26 espécies validas para o género, com a grande maioria distribuida
pela Africa e Asia e apenas uma espécie para o continente americano (WCSP, 2019). Os
representantes do género sdo reconhecidos por folhas pseudopecioladas, flores
aparentemente de tubo longo, formado por prolongamento do ovario, que é subterraneo,
frutos carnosos indeiscentes e sementes com estrofiolo ou cartncula carnosa (Zimudzi,
1994).

De acordo com Shiba & van der Bank (2017), a unido de Molineria com
Curculigo tornaria o clado monofilético. A espécie Curculigo scorzonerifolia representa
0 género para as Américas e sua distribuicdo abrange as por¢oes tropical e subtropical,
sendo relatada para 0 México, toda America Central e América do Sul, exceto Chile,
Argentina, Paraguai e Uruguai (Baker, 1880; Brackett, 1923, WCSP, 2019). As folhas

sdo eretas, plicadas e a inflorescéncia com Unico escapo unifloral, muito reduzida e base
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da flor envolvida por bractea espatal incluida entre as bainhas das folhas. A flor
apresenta um prolongamento do ovario, ou rostro, semelhante a um tubo floral, com
indumento e verticilos do perianto inseridos no &pice e expostos. Quando da
frutificacdo, como o ovario permanece inserido entre a bainha das folhas, os frutos
carnosos nao sdo visiveis e a planta parece estéril. Brackett (1923) mencionou que
muitos dos registros de C. scorzonerifolia foram comumente identificados como
Hypoxis scorzonerifolia Lam., primeiro nome da espécie, e como H. decumbens. A
autora relatou que as folhas de C. scorzonerifolia sdo mais estreitas e graminiformes
que as dos demais Curculigo, e semelhantes as folhas dos géneros basais da subfamilia
Apostasioideae, Apostasia e Newedia, em Orchidaceae (Brackett, 1923), o que segundo
Kocyan et al. (2011) e Liu et al. (2012), pode ser mais uma evidéncia da proximidade
filogenética entre as duas familias.

O nivel de variacdo morfologica observada para as folhas em Curculigo é
semelhante & encontrada no género Hypoxis e pode estar associada a ampla distribuicéo
dos taxons. Singh (2009) observou que a espécie africana com maior distribuicdo é H.
angustifolia, morfologicamente similar a H. decumbens. Nas areas de sobreposicédo de
distribuicdo das duas espécies do género Hypoxis podem ser encontrados individuos
com caracteristicas morfoldgicas intermediérias entre elas, considerados possiveis
hibridos (com. pess. Campos-Rocha & Dutilh). Individuos das trés espécies da familia
Hypoxidaceae que ocorrem no Brasil, incluindo dois acessos diferentes de H.
decumbens podem ser observados na Figura 1.

Os estudos anatémicos na familia Hypoxidaceae iniciaram no final do século
XIX com Schnarf (1892) e Schulze (1893). Ambos proveram descri¢des anatbmicas
comparativas de raizes, rizomas, folhas e pedinculos em espécies dos géneros Hypoxis,
Curculigo e Pauridia; o género Spiloxene foi abordado apenas por Scharf (1892).
Schulze (1893) mencionou que o0 género Pauridia ndo poderia ser separado
anatomicamente de Hypoxis.

Para Nel (1914) a anatomia foliar do género Spiloxene forneceu informacdes de
baixo valor diagndstico para a delimitacdo das espécies, entretanto ele obteve o
resultado oposto utilizando a anatomia das folhas do género Hypoxis, que forneceram
dados taxonomicamente relevantes em nivel infragenérico. Caracteres como 0 namero,
distribuicdo e tamanho dos feixes vasculares foram de reconhecida importancia. O autor
apresentou, ainda, esquemas ilustrando a organizagéo interna das folhas e propds que as

secOes de Hypoxis poderiam ser divididas a partir dessas observacoes.
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Em 1939, Selma Cohen realizou uma investigacdo em 25 espécies de Hypoxis,
varias das quais sdo atualmente distribuidas em géneros diferentes. A autora discute o
trabalho de Nel (1914) e utiliza diversas caracteristicas morfoldgicas para separar 0s
grupos, de folhas a inflorescéncias, descartando a utilidade da morfologia do cormo por
este ser muito variavel. As caracteristicas enfatizadas como de utilidade taxondmica séo
as anteras e estiletes, sua relacdo de tamanho e forma das partes (Cohen, 1939). Em
1983, Heideman publicou um estudo com enfoque taxondmico para onze espécies e sete
variedades do género Hypoxis, analisando varios aspectos vegetativos e florais, sem
mencionar as sementes, através da morfoanatomia e microscopia eletrbnica de
varredura.

Em 1998, Rudall et al. publicaram um estudo bastante completo sobre anatomia
foliar para Hypoxidaceae, fornecendo descricdes anatbmicas das folhas de todos os
géneros, exceto Saniella. Oito espécies de Hypoxis fizeram parte do estudo, incluindo a
espécie africana H. angustifolia, a sul-americana H. decumbens e seis espécies do
género Curculigo, ndo incluindo C. scorzonerifolia.

Ao estudar as espécies africanas do género Hypoxis, em sua tese de doutorado
Singh (2009) contribuiu com informacGes acerca da morfologia, anatomia dos 6rgaos
vegetativos, fitoquimica e ecologia, além de correlacionar estes dados com a filogenia
das espécies. Em adicdo, a autora elaborou um historico detalhado dos estudos
anatdmicos mais importantes realizados em Hypoxidaceae, designando quais espécies
foram estudadas e quais orgdos das plantas foram utilizados. De acordo com o
levantamento, 6rgdos como raizes, rizomas e pedunculos tiveram sua estrutura
anatébmica evidenciada e comparada, mas as folhas foram os 6rgdos mais utilizados na
maioria dos trabalhos publicados (Schnarf, 1892; Schulze, 1893; Nel 1914; Arber,
1925; Thompson, 1976; Heideman, 1983, Rudall et al., 1998).

Um numero significativo de trabalhos publicados evidencia que, nas
investigacBes acerca do grupo, as analises de caracteres de morfologia externa e interna
possuem elevado potencial diagnostico para a delimitacdo de espécies (Heideman,
1983; Singh, 2009, Wiland-Szymanska, 2001, 2009). O histérico taxondmico
movimentado e as semelhancas e diferencas morfologicas vegetativas entre algumas
especies americanas do género Hypoxis (H. atlantica, H. decumbens, H. humilis e H.
wrightii), a espécie africana H. angustifolia e toda a familia Hypoxidaceae no Brasil
indicam que estudos anatémicos podem trazer informacBes relevantes para a

caracterizacgdo e delimitagéo das mesmas.
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Figura 1: Individuos das trés espécies de Hypoxidaceae do Brasil. a. Hypoxis atlantica (Guarapari,

ES). b. H. decumbens (Campinas, SP). c. H. decumbens x atlantica (ACR1637, Ilha do Cardoso, SP). d.
H. decumbens (ACR1630, Ilha do Cardoso, SP). e. Curculigo scorzonerifolia (Jaiba, MG).
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2. OBJETIVOS

9)

h)

)

O presente trabalho teve como principais objetivos:

Investigar e caracterizar a morfoanatomia foliar da familia Hypoxidaceae no
Brasil e a superficie das sementes das espécies brasileiras do género Hypoxis;
Identificar os caracteres morfoanatdbmicos com valor diagndstico para 0s
representantes brasileiros dos géneros Hypoxis e Curculigo;

Comparar a morfologia e estrutura anatdmica de folhas e de sementes das
espécies supracitadas com a literatura sobre alguns géneros e espécies de
Hypoxidaceae ndo nativas do Brasil;

Aprofundar o conhecimento sobre a identidade morfoldgica entre as espécies
brasileiras e espécies exoticas semelhantes, como Hypoxis angustifolia, H.

atlantica, H. decumbens e H. wrightii.
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3. MATERIAL E METODOS

O material de estudo foi obtido em campo ou retirado de material complementar
herborizado coletado em diferentes localidades, amostrando folhas das trés espécies que
representam a familia Hypoxidaceae no Brasil, Hypoxis decumbens, H. atlantica e
Curculigo scorzonerifolia. Embora ndo tenham registros para o pais, o material de duas
espécies do género Hypoxis morfologicamente semelhantes as do material de estudo
também foi coletado: H. wrightii (FTG74413, NY73169) e H. angustifolia
(M0O6038748), espécie morfologica e filogeneticamente mais proxima a H. decumbens
(Kocyan et al. 2011). A lista completa do material de estudo e seus respectivos
vouchers estéa apresentada na tabela 1.

Para o estudo anatdbmico, foram coletadas folhas frescas ou de espécimes
herborizados, completamente expandidas, de individuos adultos de todas as espécies. A
seguir, as folhas frescas foram fixadas em FAA (formaldeido, &cido acético glacial e
etanol 50%) (Johansen, 1940) por um periodo minimo de 24 horas, submetidas a vacuo
para auxiliar na penetracdo do fixador. Posteriormente, o material foi desidratado com
alcool etilico 50% e armazenado em alcool etilico 70%. As amostras de folhas
herborizadas foram submetidas ao procedimento de reversdo de herborizacdo segundo
Smith & Smith (1942) sendo, inicialmente, reidratadas em agua destilada aquecida (80
°C) até submersdo. As amostras foram inseridas em solucdo de hidroxido de potéssio
2% em temperatura ambiente por 2 h, para distensdo dos tecidos e, em seguida, lavadas
em agua destilada (2-3 vezes por 30 min). Foi realizada a desidratacdo deste material
em série etilica crescente (10%, 30%, 50%) e armazenado em alcool 70%. A porcao
mediana das folhas foi selecionada e incluida em resina plastica hidroxi-etil-metacrilato
(Historesin Leica®, Heraeus-Kulzer, Hanau, Germany), seguindo as normas do
fabricante. Seccdes transversais e longitudinais foram realizadas com espessura de 5-7
pUm em micrétomo rotativo manual com navalha descartavel de aco, as laminas coradas
com azul de toluidina 0,05% (em tampdo citrato, pH 4,5) (Sakai, 1973) por 10 min e,
posteriormente, montadas em resina sintética Entellan® (Merck®, Darmstadt,
Germany). Secg¢des longitudinais paradérmicas de ambas as faces das folhas foram
obtidas com lamina de barbear virgem e coradas com azul de toluidina e com a
combinacdo de azul de astra com safranina. A documentacdo das imagens foi realizada
por captura em camera digital (modelo DP71) acoplada ao fotomicroscopio Olympus
BX51.
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A anélise por Microscopia Eletronica de Varredura foi realizada na regido
mediana de folhas expandidas das trés espéecies de Hypoxidaceae brasileiras e, em
virtude da importancia taxonémica relatada para a superficie das sementes de espécies
africanas do género Hypoxis (Singh, 2009), foram igualmente selecionadas sementes de
H. atlantica e H. decumbens. As amostras foram fixadas em FAA 50% por 24 h,
desidratadas em gradiente de série etilica e secas pelo ponto critico de CO2 em
equipamento Balzers (modelo CPD 030). O material foi montado em suportes metélicos
e recoberto com ouro coloidal, por 170 segundos, em equipamento Bal-Tec (modelo
SCD 050). As imagens foram obtidas em microscopio eletrénico de varredura LEO
modelo VP 435 a 20 kV, no Laboratério de Microscopia Eletrdnica, Instituto de
Biologia/UNICAMP.

Tabela 1. Lista de espécies e respectivos vouchers utilizados no estudo.

Espécies Localidade Voucher Herbario

Hypoxis atlantica Funez, Hassemer ~ Brasil, Espirito Santo, Guarapari ~ A. Campos-Rocha 1632 UEC
& J.P.R. Ferreira

Hypoxis decumbens L. Brasil, S&o Paulo, Ilha do Cardoso A. Campos-Rocha 1630 UEC
Hypoxis decumbens L. Brasil, Sdo Paulo, Ilha do Cardoso A. Campos-Rocha 1637 UEC
Hypoxis decumbens L. Brasil, S&o Paulo, Campinas A. Campos-Rocha 1854 UEC
Curculigo scorzonerifolia Brasil, Minas Gerais, Jaiba M. Peixoto 9003 UEC
(Lam.) Baker

Curculigo scorzonerifolia Brasil, Para P. Cavalcante 2408 NY

(Lam.) Baker*

Curculigo scorzonerifolia (Lam.)  Jamaica G.R. Procter 3183 FTG38740
Baker*

Hypoxis angustifolia Lam.* Madagascar R. Razakamalala 1556 = M06038748
Hypoxis wrightii (Baker) Brackett*  Estados Unidos Bradley 58 FTG74413
Hypoxis wrightii (Baker) Brackett*  Cuba C. Wright 3745 NY73169

A presenca de (*) indica o uso de material herborizado.
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4. RESULTADOS

4.1 Morfoanatomia foliar de Hypoxis atlantica Funez, Hassemer & J.P.R.

Ferreira

Em vista geral da seccdo transversal, as folhas de H. atlantica sdo estreitas e
possuem forma de “V”, constituidas por epiderme uniestratificada em ambas as faces,
mesofilo parenquimatico e presenca de esclerénquima restrito as margens e aos feixes
vasculares de maior calibre (Fig. 2a) na nervura central e um entre a nervura central e a
margem. As folhas mostraram ser anfiestomaticas, com cuticula inconspicua e células
epidérmicas arredondadas em secc¢do transversal, maiores na face adaxial (Fig. 2b, c e
e). As maiores células epidérmicas ocorrem na face adaxial oposta ao feixe vascular da
nervura central (Fig. 2e). O mesofilo é homogéneo, composto por cerca de seis a sete
camadas de células de parénquima clorofiliano esponjoso (Fig. 2b), eventualmente com
uma camada de células parenquimaticas clorofilianas palicadicas adjacente a face
abaxial (Fig. 2c). Idioblastos com rafides ocorrem no mesofilo e, geralmente,
apresentam substancia mucilaginosa no interior da célula (Fig. 2d). A nervura central é
composta por um feixe vascular colateral Unico, geralmente com diversas camadas de
esclerénquima opostas ao floema (Fig. 2a, e) podendo, igualmente, ocorrer opostas ao
xilema. Camadas de células esclerenquimaticas foram observadas em ambas as margens

foliares (Fig. 2a,f).
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Figura 2: Anatomia foliar de Hypoxis atlantica. a-b, e-f: Secc¢les transversais. c-d: SeccOes
longitudinais. a. Vista geral da folha, notar a organizagdo dos tecidos e a presencga de esclerénquima nas
margens foliares nas nervuras laterais e, no feixe vascular principal, oposto ao floema e em menor
quantidade ao xilema. b. Lamina foliar, notar a composicéo do mesofilo e os feixes vasculares de menor
calibre e uma das nervuras laterais, com extensdo da bainha esclerenquimatica oposta tanto ao xilema
quanto ao floema. c. Lamina foliar, notar a camada de parénquima pali¢adico adjacente a face abaxial. d.
Idioblasto com réafide, notar a presenga de substancia mucilaginosa ao redor do cristal de oxalato de
calcio. e. Nervura central, notar a presenca de células epidérmicas maiores, na face adaxial, opostas ao
feixe vascular principal. f. Margem foliar, notar a presenga de esclerénquima na porcéo terminal do
mesofilo, a variacdo de tamanho entre os feixes vasculares e a base de um tricoma ndo glandular.
Legenda: epi = epiderme; fab = face abaxial; fad = face adaxial; fv = feixe vascular; id = idioblasto; mes
= mesofilo; pal = parénquima pali¢adico; scl= esclerénquima; sto = estbmato; trc = tricoma. Escala: a:
100 pm. b-c, e-f: 50 pm. d: 20 pm.
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4.2 Morfoanatomia foliar de Hypoxis decumbens L.

Em seccdo transversal, as folhas de H. decumbens apresentam-se planas e
plicadas ou levemente plicadas (Fig. 3a) em vista geral, em decorréncia da presenca de
duas nervuras laterais em cada lado da nervura central e proeminentes na face adaxial.
As folhas sdo anfiestomaticas (Fig. 3d) com cuticula inconspicua e células epidérmicas
com contorno arredondado foram evidenciadas em seccdo transversal por toda a
epiderme. A presenca de tricomas ndo glandulares distribuidos pela epiderme foi
observada para todos os individuos analisados. Os tricomas possuem base multicelular
constituida por duas células (Fig. 3b), sdo bifurcados e a coloracdo com azul de Astra e
safranina evidenciou o espessamento e a presenca de lignina (Fig. 3c). O mesofilo é
homogéneo, estreito, composto por clorénquima com cerca de trés camadas de células
parenquimaticas do tipo esponjoso (Fig. 3d). Idioblastos com réafides foram observados
tanto em seccgédo transversal (Fig. 3d) quanto longitudinal e os cristais de oxalato de
calcio geralmente acompanhados de mucilagem no interior da célula (Fig. 3e). Os feixes
vasculares sdo distribuidos de forma equidistante de ambas as faces. O tamanho dos
feixes vasculares apresenta trés variacdes: grandes, sendo representados pelo feixe
vascular da nervura central (Fig. 3g) e pelas nervuras laterais salientes, com fibras
esclerenquimaticas opostas tanto ao floema quanto ao xilema (Fig. 3h); médios, feixes
vasculares intermediarios com presenca de fibras esclerenquimaticas opostas apenas ao
floema (Fig. 3i) e pequenos, feixes vasculares de menor calibre entre os demais feixes,
caracterizados pela auséncia de fibras do esclerénquima (Fig. 3i). Nervura central
conspicua e convexa abaxialmente, caracterizada por um feixe vascular colateral com
fibras de esclerénquima opostas ao floema; presenca de células buliformes na face
adaxial da epiderme, oposta ao feixe vascular (Fig. 3f). Na regido das nervuras laterais,
as células da epiderme apresentam-se menores que as adjacentes e, as saliéncias em
ambas as faces formam o plicado das laminas foliares, devido a presenca de
esclerénquima oposto tanto ao xilema quanto ao floema (Fig. 3g). O esclerénquima esta

ausente nas margens foliares (Fig. 3h).
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Figura 3: Anatomia foliar de Hypoxis decumbens. a-b, d, g-i: Secc¢des transversais. ¢, e-f: Sec¢des longitudinais. a. Vista geral da folha,
notar a morfologia plicada. b. Detalhe evidenciando epiderme uniestratificada e tricoma, notar a base multicelular. c. Tricoma tector
bifurcado e lignificado. d. L&mina foliar, notar epiderme uniestratificada, clorénquima, feixe vascular colateral e idioblastos com réfide. e.
Lamina foliar, notar o contorno das células epidérmicas, nimero de camadas do mesofilo e idioblasto com rafide. f. Seccdo paradérmica
evidenciando idioblasto com réafide, notar a presenca de substancia mucilaginosa ao redor do cristal de oxalato de calcio. g. Nervura central,
notar as células buliformes e o feixe vascular grande com fibras opostas ao floema. h. Nervura lateral, notar o feixe vascular grande, a
variacdo no tamanho das células epidérmicas opostas ao feixe vascular e a presenga de fibras opostas tanto ao xilema quanto ao floema. i.
Margem foliar, notar a auséncia de esclerénquima na porcao terminal do mesofilo e os feixes vasculares, intermediario com esclerénquima
oposto ao floema e menor, sem esclerénquima. Legenda: epi = epiderme; fab = face abaxial; fad = face adaxial; fv = feixe vascular; id =
idioblasto; mes = mesofilo; muc: mucilagem; scl= esclerénquima; sto = estdbmato; trc = tricoma. Escala: a: 200 yum. g: 50 pm. b-f, h-i: 20
pm.
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4.3 VariacGes morfoanatémicas das folhas de Hypoxis decumbens (acessos
1630 e 1637)

A anélise morfoanatdbmica comparativa de diferentes acessos de H. decumbens
foi realizada e mostrou as variacbes que podem ocorrer tanto na morfologia externa
quanto interna da espécie. As seccles transversais das folhas de H. decumbens (acesso
1630) revelaram folhas dorsiventralmente planas com saliéncia abaxial na nervura
central e quatro saliéncias adaxiais, duas maiores, centrais, e duas menores, proximas a
margem (Fig. 4a). As folhas do acesso 1637, encontrado em meio a uma populagéo de
H. atlantica, e que foi considerado possivel hibrido entre H. atlantica e H. decumbens,
mostraram base em forma de “V” e uma grande quantidade de tricomas na regido (Fig.
4b). As seccdes transversais das folhas em vista geral revelaram contorno levemente
plicado, com uma nervura lateral adaxialmente saliente em cada lado da lamina (Fig.
4c). As laminas foliares do acesso 1630 revelaram a presenca de células buliformes por
praticamente toda a extensdo da face adaxial da epiderme (Figs. 4d-e), com células
menores nas regides opostas aos feixes vasculares (Fig. 4d); mesofilo homogéneo com
parénquima clorofiliano e feixes vasculares do tipo colateral; fibras esclerenquimaticas
opostas ao floema ocorrem nos feixes vasculares de maior calibre (Fig. 4d). Além da
diferenga no tamanho das células epidérmicas entre a face adaxial e abaxial, foi possivel
observar mesofilo composto por cerca de 4-7 camadas de células de parénquima
clorofiliano com contorno eliptico a arredondado e a presenca de idioblastos com
réfides (Fig. 4e). As margens foliares do acesso 1630 ndo apresentaram esclerénquima
no mesofilo. O acesso 1637 apresentou laminas foliares com epiderme uniestratificada e
células de contorno mais homogeéneo (Fig. 49); idioblastos com rafides distribuidos pelo
mesofilo foram observados tanto em seccédo transversal (Fig. 4g) quanto longitudinal
(Fig. 4h), evidenciando a presenca de substancia mucilaginosa ao redor do cristal de
oxalato de célcio. As margens foliares do acesso 1630 mostraram presenca de
esclerénquima na porcao terminal do mesofilo (Fig. 4i). Quanto as nervuras central e
lateral, os acessos mostraram mais semelhancas entre si que diferencas. A nervura
central do acesso 1630 apresentou feixe vascular central com fibras esclerenquimaticas
opostas ao floema e grandes células buliformes na face adaxial da epiderme (Fig. 4j),
enquanto que no acesso 1637 (Fig. 4k) as células buliformes sdo menores, com tamanho
mais homogéneo e o feixe vascular central semelhante ao acesso 1630. As nervuras

laterais de ambos os acessos apresentaram fibras de esclerénquima tanto opostas ao
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xilema quanto ao floema (Fig. 4l-m) e as células buliformes, como observado na

nervura central, sdo maiores no acesso 1630 (Fig. 41) que no acesso 1637 (Fig. 4m).

Figura 4: VariagGes morfoanatdmicas em dois acessos de Hypoxis decumbens, ACR1630 e ACR 1637. a, d-f, j, I:
Acesso 1630, Ilha do Cardoso, Séo Paulo. b-c, g-i, k, m: Acesso hibrido 1637, Ilha do Cardoso, Sdo Paulo. a-g, i-m:
seccOes transversais. h: seccdo longitudinal paradérmica. a: Vista geral da folha, notar a morfologia plicada, com
nervuras laterais adaxialmente salientes. b. Base da folha, notar a morfologia em forma de “V”. c. Vista geral da
folha, notar a morfologia levemente plicada e as nervuras laterais com saliéncia adaxial. d. Lamina foliar, notar a
presenca de células buliformes na face adaxial, os feixes vasculares e 0 mesofilo parenquimatico estreito. e. Detalhe
da lamina foliar, notar as células buliformes na face adaxial, mesofilo com espacos intercelulares e presenca de
idioblasto com réfide. f. Margem foliar, notar a auséncia de esclerénquima na porcao terminal do mesofilo e o feixe
vascular com fibras opostas ao floema. g. Detalhe da lamina foliar, notar epiderme uniestratificada, mesofilo
parenquimatico e feixes vasculares. h. Detalhe do mesofilo, evidenciando idioblasto com rafide, notar substancia
mucilaginosa. i. Margem foliar, notar a presenca de esclerénquima na porgéo terminal do mesofilo. j. Nervura central,
notar a presenca de grandes células buliformes na face adaxial e o feixe vascular com fibras esclerenquimaticas junto
ao floema. k. Nervura central, notar a presenca de células buliformes na face adaxial e o feixe vascular com fibras de
esclerénquima opostas ao floema. I. Nervura lateral do acesso ACR1630. m. nervura lateral do acesso 1637. Legenda:
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epi = epiderme; fab = face abaxial; fad = face adaxial; fv = feixe vascular; id = idioblasto; mes = mesofilo; scl=
esclerénquima; sto = estdmato; trc = tricoma. Escala: a: 1000 um. b-c: 200 um. d, j: 100 um. k-m: 50 pum e-i: 20 pm.

4.4 Morfoanatomia foliar de Curculigo scorzonerifolia (Lam.) Baker

As folhas dos diferentes acessos de C. scorzonerifolia mostraram variagdo tanto
na morfologia externa quanto interna entre 0s acessos, principalmente na comparacao
entre os acessos de Minas Gerais e Para (Fig. 5a-b). Ja o material obtido do acesso da
Jamaica mostrou-se semelhante a um dos acessos brasileiros (Jaiba/MG). As folhas dos
acessos de Jaiba apresentaram-se amplamente largas em relacdo as folhas do acesso do
Pard, menores (Fig. 5a-b). Em meédia, o nimero de feixes vasculares observados nas
seccOes transversais das folhas analisadas variou entre ca. 45 feixes vasculares no
acesso de Jaiba e ca. 15 feixes vasculares no acesso do Pard. Em ambos os acessos, foi
observada nervura central proeminente na face abaxial e saliéncias adaxiais nas
nervuras laterais de maior calibre, conferindo o aspecto plicado para as folhas
dorsiventralmente planas (Fig. 5a-b). Em pontos especificos da epiderme, agrupamentos
de células buliformes foram observados nas folhas do acesso de Jaiba, alternados em
ziguezague com as nervuras de maior calibre, refletindo na morfologia externa plicada
da folha (Fig. 5a). As folhas do acesso do Pard apresentam células epidérmicas
distribuidas de forma mais homogénea que o observado no acesso de Jaiba, com células
maiores na face adaxial e menores na face abaxial. A presenca de células buliformes,
neste acesso, estende-se por praticamente toda a face adaxial da epiderme foliar (Fig.
5b). Epiderme uniestratificada com contorno celular variavel, mas geralmente eliptico e
arredondado, foi observada para ambos os acessos (Fig. 5¢), exceto a face adaxial do
acesso do Pard com células buliformes. Tricomas ndo-glandulares com base
multicelular foram observados em todos o0s acessos da espécie; diferentes planos das
seccOes transversais mostraram ca de seis células circundando uma célula central, na
base do tricoma (Fig. 5d-e). O mesofilo é composto por ca. 7-10 camadas de células de
parénquima esponjoso com poucos espacos intercelulares, feixes vasculares colaterais
com fibras de esclerénquima opostas tanto ao xilema quanto ao floema (Fig. 5f); feixes
vasculares de menor calibre e sem fibras podem ocorrer alternados aos maiores. A
nervura central de ambos os acessos é abaxialmente saliente, possui um feixe vascular
colateral, geralmente, com menor quantidade de fibras esclerenquimaticas na regido
oposta ao xilema (Fig. 5g). A face adaxial da epiderme, nesta regido, apresenta células

buliformes maiores que nas demais regides da epiderme. Diferentemente da nervura
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central, as nervuras laterais apresentam saliéncia na face adaxial; a quantidade de fibras
esclerenquimaticas é similar, tanto na regido oposta ao xilema quanto ao floema (Fig.
5h). As margens foliares possuem contorno arredondado, podendo apresentar fibras de
esclerénquima na porcao terminal do mesofilo, como no acesso de Jaiba (Fig. 5i), ou
ndo, como no acesso do Para (Fig. 5j). Foi possivel observar que, no acesso de Jaiba, as

margens sdo adaxialmente ascendentes, enquanto que no acesso do Para, as margens

foliares apresentam-se planas.

Figura 5: Anatomia foliar de Curculigo scorzonerifolia. a-j: Sec¢fes transversais. a, c-i: Acesso de Jaiba, estado de Minas Gerais. b, j:
Acesso do estado do Para. a. Vista geral da folha, notar a morfologia plicada. b. Vista geral da folha, notar a morfologia plicada, o nimero de
feixes vasculares, a distribuicdo das nervuras laterais com saliéncia adaxial e a distribuicdo das células buliformes na face adaxial da
epiderme. c. Lamina foliar, notar o contorno das células epidérmicas, as células buliformes e a presenca de idioblasto com rafide no mesofilo.
d. Detalhe da epiderme na face abaxial, evidenciando o tricoma ndo-glandular, notar as seis células constituintes da base do tricoma e a
espessura do mesmo. e. Detalhe da epiderme na face abaxial, evidenciando a base do tricoma tector com uma célula central. f. Lamina foliar,
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notar o feixe vascular colateral com fibras opostas ao xilema e ao floema e o parénquima clorofiliano. g. Nervura central, notar as células
buliformes e o feixe vascular principal com poucas fibras opostas ao xilema e muitas fibras opostas ao floema. h. Nervura lateral, notar o
feixe vascular e a saliéncia adaxial da lamina foliar. i. Margem foliar adaxialmente ascendente, notar a presenca de esclerénquima na por¢édo
terminal do mesofilo e os feixes vasculares de diferentes tamanho. j. Margem foliar plana, notar a auséncia de esclerénquima na por¢édo
terminal do mesofilo. Legenda: epi = epiderme; fab = face abaxial; fad = face adaxial; fv = feixe vascular; id = idioblasto; mes = mesofilo;
scl= esclerénquima; sto = estdmato; trc = tricoma. Escala: a: 1000 um. b: 500 um. g-h: 50 pm. b-¢, i-j: 20 pum.

4.5 Superficie foliar de Hypoxis atlantica, H. decumbens e Curculigo

scorzonerifolia

As seccOes paradérmicas mostraram folhas anfiestomaticas e estdmatos
paraciticos para as trés espécies analisadas, incluindo todos os diferentes acessos (Fig
6a-f). As células epidérmicas de H. atlantica, dentre as espécies do género, mostraram
contorno menos homogéneo em vista frontal, apresentando células quadrangulares, com
extremidades angulares a arredondadas; as células comuns da epiderme, geralmente
alongadas transversalmente em relacdo ao eixo estomatico (Fig. 6a). Os acessos de H.
decumbens mostraram contorno mais homogéneo das células epidérmicas em vista
frontal; as células comuns da epiderme apresentaram-se alongadas paralelamente em
relacdo ao eixo estomatico (Fig. 6b-c). As seccGes paradérmicas do individuo
considerado hibrido entre H. atlantica e H. decumbens, 1637, mostraram-se
semelhantes ao observado para H. decumbens (Campinas, SP). Para C. scorzonerifolia,
foi observada uma pequena variagao entre o contorno das células da face adaxial (Fig.
6d), longitudinalmente alongadas e da face abaxial (Fig. 6e), menos alongadas. As
micrografias eletrdnicas de varredura mostraram superficie livre de ornamentacdes
epicuticulares e cera para todas as espécies, como observado na superficie de C.
scorzonerifolia (Fig. 6f). A presenca de tricomas ndo-glandulares foi comum para todas
as espécies de Hypoxis e Curculigo analisadas e, geralmente, a base é multicelular,
como observado em H. atlantica (Fig. 6g) e as células apicais bastante alongadas.
Tricomas bifurcados, como observado em H. decumbens (Fig. 6h), foram comuns em
ambos os géneros analisados. Conforme revelado pelas secgdes transversais, as bases
dos tricomas s&o multicelulares, formadas por no minimo quatro células, como em H.
decumbens (Campinas, Fig. 6i) e H. decumbens (1637, Fig. 6j). Tanto os tricomas
unisseriados quanto os bifurcados podem apresentar tor¢do ascendente, como observado

em C. scorzonerifolia (Fig. 6j).
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Figura 6: Superficie foliar das espécies de Hypoxidaceae do Brasil. a-e. Sec¢Bes paradérmicas. f-k.
Micrografias Eletrénicas de Varredura. a. Hypoxis atlantica, face abaxial. b. H. decumbens (Campinas, SP),
face abaxial. c. H. decumbens (ACR1637, Ilha do Cardoso, SP), face adaxial. d. Curculigo scorzonerifolia
(Jaiba, MG), face adaxial. e. C. scorzonerifolia, face abaxial. f. C. scorzonerifolia, face abaxial, notar os
estdbmatos paraciticos e a auséncia de cera nas células epidérmicas. g. H. atlantica, tricoma tector. h. H.
decumbens, tricomas bifurcados. i. H. decumbens, células da base de tricoma rompidas. j. H. decumbens
(ACR1637, llha do Cardoso, SP), células da base de tricoma rompidas e tricoma bifurcado. k. C.
scorzonerifolia, tipos de tricomas, unisseriado e bifurcado. Escala: h: 100 pm. a-f, j-k: 20 um. g, i: 10 pm.
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4.6 Sementes de Hypoxis decumbens e H. atlantica

A cobertura das sementes de H. decumbens e H. atlantica é bastante distinta
entre as duas espécies. Foi possivel observar a presenca de uma pelicula revestindo as
sementes de H. atlantica, no interior do fruto (Fig. 7a). Nesta espécie as sementes sdo
ligeiramente maiores que em H. decumbens, apresentando contorno eliptico, coloracao
acastanhada e superficie muricada (Fig. 7b). Em vista frontal, foram observadas células
poligonais com 6-7 lados recobertas por aparente pelicula ornamentada (Fig. 7c). Em
detalhe, as micrografias eletrénicas revelaram superficie com cuticula evidente, cristas
cuticulares com aspecto membranaceo maiores com padrdes variando entre “X” e “Y” e
estrias menores promovendo um aspecto rugoso para toda a superficie das sementes de
H. atlantica (Fig. 7d). As sementes de H. decumbens sdo menores que as de H.
atlantica, apresentando-se lustrosas e com padrdo de ornamentacdo distinto do
observado para a cobertura das sementes de H. atlantica (Fig. 7e). Contorno
subgloboso, coloracdo enegrecida e ornamentacdes obtusas mais ou menos densamente
agrupadas (Fig. 7f). Em Microscopia Eletronica de Varredura, a superficie das sementes
de H. decumbens revelou um padrdo poligonal das células com 4-7 lados delimitando
as projecdes obtusas (Fig. 7g). Em detalhe, as células da cobertura da semente
apresentaram granulos possivelmente de cera epicuticular, exceto nos limites entre as
células; as projecdes obtusas, eventualmente, apresentam contorno papiloso em vista

frontal.
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Figura 7: Sementes das espécies brasileiras do género Hypoxis. a-d: Hypoxis atlantica. e-h: H. decumbens. a-b, e-f: Imagens obtidas em Estereomicroscépio. c-d, g-h: Microscopia Eletronica
de Varredura. a. Sementes no interior do fruto. b. Vista geral da semente, note a coloracdo acastanhada e a presenca de pelicula na superficie muricada. c. Vista geral da semente, note o
agrupamento adensado das ornamentacdes. d. Detalhe da superficie da semente, note as estrias maiores (seta branca) e as menores; observe também o contorno poligonal das células. e. Sementes
no interior do fruto. f. Vista geral da semente, note o espagcamento entre as ornamentacfes da cobertura da semente. g. Vista geral da semente, notar os limites poligonais entre as células e as
proje¢des obtusas. h. Detalhe da superficie da semente evidenciando os limites poligonais entre as células e a presenga de granulos epicuticulares na superficie de cada célula. Legenda: fun =
funiculo; mic = micropila. Escala: a, e: 500 um; b, ¢, f: 200 um; g: 100 um; d, h: 20 pm.
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4.7 Morfoanatomia foliar comparativa entre especies do género Hypoxis

relacionadas morfologica e filogeneticamente

As seccOes transversais das folhas de H. atlantica e dos dois diferentes acessos
de H. wrightii (FTG74413, NY73169) possibilitaram a indicacdo de caracteristicas
semelhantes entre as duas espécies. Tanto a espécie brasileira quanto os acessos da
norte-americana possuem folhas canaliculadas que, em seccdo transversal, mostram
contorno em forma de V (Fig. 8 a-c). A presenca de células buliformes na face adaxial
da epiderme, na regido oposta a nervura central foi igualmente observada. O mesofilo
apresentou cerca de seis camadas de células de parénquima clorofiliano e idioblastos
com rafides também foram observados em todos os acessos. A presenca de
esclerénquima nas margens foliares mostrou ser um carater comum a todas as
introducdes como também a presenca deste tecido nas nervuras laterais, oposta tanto ao
xilema quanto ao floema e, na nervura central, oposta ao floema (Fig. 8a-c).

Quanto as espécies H. angustifolia e H. decumbens, foi possivel observar
morfologia plicada para as folhas de ambas as espécies, caracteristica distinguivel na
morfologia externa e interna. Tal caracteristica ocorre em virtude das nervuras laterais
adaxialmente salientes, também compartilhadas pelas duas espécies (Fig. 8d-e). A
presenca de células epidérmicas maiores na face adaxial que na face abaxial e as celulas
buliformes, principalmente, na porcdo adaxialmente oposta a nervura central e nas
adjacéncias das nervuras laterais foram caracteristicas observadas tanto na espécie
brasileira quanto na africana. O numero de feixes vasculares é distinto entre H.
angustifolia (ca. 25) e H. decumbens (ca. 15). Todavia, a organizagdo das nervuras
laterais e a distribuicdo de tecido esclerenquimatico sdo evidentemente caracteristicas
comuns a ambas as espécies. Feixes de esclerénquima opostos tanto ao xilema quanto
ao floema foram observados nas nervuras laterais proeminentes na face adaxial, e
também no dltimo maior feixe vascular adjacente a margem. As duas espécies
apresentaram esclerénquima bem desenvolvido na nervura central, oposto ao floema. A
auséncia de fibras esclerenquimaticas nas margens foliares também foi uma

caracteristica comum a H. angustifolia e H. decumbens (Fig. 8 d-e).
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Hypoxis atlantica Hypoxis wrightii Hypoxis wrightii
Florida, EUA Cuba

Hypoxis angustifolia
Madagascar

Figura 8: Secg¢des transversais de folhas de espécies do género Hypoxis relacionadas morfolégica e/ou
filogeneticamente. a. Hypoxis atlantica (Guarapari, ES). b. H. wrightii (FTG74413). c. H. wrightii (NY73169). d.
H. decumbens (Campinas, SP). e. H. angustifolia (MO6038748). Escala: b-e: 200 um. a: 100 um.
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5. DISCUSSAO

Os resultados mostraram algumas caracteristicas anatbmicas comuns a todas as
espeécies analisadas, como: folhas anfiestomaticas, estbmatos paraciticos, epiderme com
células buliformes, idioblastos com réafides, feixes vasculares colaterais e a presenca de
esclerénquima associado aos feixes vasculares, sendo do mesmo modo encontradas nas
demais Hypoxidaceae, de uma forma geral (Rudall et al., 1998, Singh, 2009). Todavia,
certas caracteristicas mostram potencial diagndstico para 0s géneros Hypoxis e
Curculigo no Brasil, como: o tipo de contorno da folha em seccdo transversal, a
presenca ou auséncia de saliéncia adaxial nas folhas, a distribuicdo tanto dos feixes
vasculares quanto do esclerénquima e o numero de células na base dos tricomas
tectores.

Para o género Hypoxis, o contorno da folha em secc¢éo transversal apresentou-se
de dois tipos, plicado em H. decumbens, como também foi observado por Nel (1914)
para as espécies africanas das secBes Angustifoliae e Argenteae e H. argentea por
Heideman (1983) e canaliculado, em forma de V, em H. atlantica, com nervuras laterais
ndo proeminentes, semelhante ao descrito para H. recurvata por Nel (1914) e similar a
H. filiformis (Heideman, 1983).

A presencga de tricomas tectores unisseriados e bifurcados foi comum a todas as
espécies analisadas, especialmente em H. decumbens e C. scorzonerifolia. Para Rudall
et al. (1998), a ocorréncia de tricomas ramificados em Hypoxidaceae € uma rara
excecdo dentro das Asparagales e pode ser considerada uma das sinapomorfias para o
clado astelioide, no qual a familia esta inserida. Neste estudo, as duas espécies de
Hypoxis analisadas mostraram a base dos tricomas com até quatro células enquanto C.
scorzonerifolia apresentou seis ou mais células. Singh (2009) observou tricomas com 1-
6 células na base em Hypoxis, porém a autora ndo inclui essa caracteristica com possivel
valor diagnéstico para o grupo africano. As analises das seccGes paradérmicas, apesar
de apresentarem ligeira variagdo no contorno das células epidérmicas, ndo forneceram
informagdes assertivas para a distingcdo entre as espécies, corroborando as observacoes
de Rudall et al. (1998) e Singh (2009).

Outra caracteristica que apresentou variacéo interespecifica em Hypoxis trata-se
da espessura do mesofilo, que aparenta estar associada a textura foliar, ja que 0 nimero
de camadas de células em H. decumbens, com folhas membranaceas, € menor que em

H. atlantica, com folhas carnosas. Nossos resultados concordam com as observagdes de
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Singh (2009) para os Hypoxis africanos e a autora sugere ainda que a espessura do
mesofilo pode ser utilizada como carater diagnostico para tais espécies. A utilizagdo
desta caracteristica foi efetiva para separar as duas espécies de Hypoxis, contudo, a
espessura do mesofilo ndo apresenta relevancia taxonémica entre H. decumbens e C.
scorzonerifolia, duas espécies com folhas morfologicamente semelhantes,
membranéaceas, e mesofilo pouco espesso.

A variagdo observada na bainha dos feixes vasculares e na distribuicdo de
esclerénquima pelas folhas contribuiu na distingdo entre Hypoxis e Curculigo, como
também para as duas espécies de Hypoxis analisadas. Em C. scorzonerifolia, a
proporcdo de esclerénquima na bainha dos feixes vasculares é maior que em H.
decumbens, caracteristica evidente na comparacdo do tamanho das proeminéncias das
nervuras laterais, até mesmo a olho nu. Na regido intermediaria entre a nervura central e
as nervuras laterais, a presenca de feixes vasculares com fibras de esclerénquima
opostas ao floema foi observada apenas nos acessos do género Curculigo corroborando
as observacOes de Rudall et al. (1998) para espécies pertencentes tanto ao género
Curculigo guanto para Hypoxis, neste ultimo género as nervuras intermediarias ndo sdo
esclerificadas.

Os acessos examinados de C. scorzonerifolia apresentaram variacdo quanto ao
namero de feixes vasculares, ao esclerénquima distribuido nos feixes vasculares e as
margens das folhas. Esta variacdo do nimero de feixes vasculares € comum nos
individuos coletados em diferentes regides do Brasil e da América, como pode ser
observado nas exsicatas examinadas de varios herbarios e parece ser uma variacdo da
espécie ou do desenvolvimento da planta. O acesso de C. scorzonerifolia de Jaiba
apresentou estrutura anatdmica semelhante ao observado por Rudall et al. (1998) para
C. orchioides, com variacdo assinalada para as margens foliares, ascendentes
adaxialmente na espécie brasileira. Na hipdtese filogenética de Shiba e van der Bank
(2017), as duas espécies aparecem filogeneticamente préximas.

A auséncia de esclerénquima nas margens das folhas de H. decumbens
apresenta-se como uma caracteristica distintiva para a espécie em relagdo a H. atlantica
que possui diversas camadas de fibras esclerenquimaticas em ambas as margens
foliares, caracteristica ndo observada para as Hypoxis no Velho Mundo (Singh, 2009). A
analise comparativa das margens foliares nestas espécies mostrou que ndo apenas H.
atlantica apresenta este tipo de tecido nas margens das folhas, como essa caracteristica é

igualmente observada nas folhas da espécie norte-americana H. wrightii. Apesar de
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nossos resultados sugerirem semelhanca entre Hypoxis wrightii e H. atlantica, as
espécies ndao foram amostradas na reconstrucdo filogenética de Shiba & van der Bank
(2017) e, portanto, ndo temos informacGes sobre sua possivel proximidade com a
abordagem utilizada por estes autores.

Segundo Kocyan et al. (2011) e Shiba & van der Bank (2017) na filogenia de
Hypoxidaceae parece haver uma maior proximidade de H. decumbens com H.
angustifolia. Examinando a literatura e material de herbario, observamos que as duas
espécies apresentam uma aparente semelhanca nas folhas e flores. No entanto, em H.
angustifolia os pedicelos sdo mais longos, com 0,5 a 3,5 cm de comprimento e os frutos
ovalados tem 0,3 a 1,4 cm de comprimento, igual ao tamanho do perigbnio persistente.
Em H. decumbens ha sempre flores com pedicelos curtos, subsésseis, na inflorescéncia
(pedicelos variam de 0,05-1 cm na floragdo) e os frutos sdo alongados, com mais do que
0 dobro do comprimento do perigbnio remanescente. As sementes mostram uma testa
diferente entre as espécies, com uma maior variacdo morfoldgica encontrada nas
diferentes variedades de H. angustifolia, porém nunca semelhante a H. decumbens
(Wiland, 2002; Dutilh et al. 2018). As sementes de H. angustifolia var. luzuloides
possuem bastante semelhanca com H. atlantica (Wiland, 2002).

A morfoanatomia foliar comparativa entre H. decumbens e a africana H.
angustifolia apresentou grande similaridade corroborando os estudos filogenéticos mais
recentes (Kocyan et al., 2011). VariacGes no numero de feixes vasculares intermediarios
entre a nervura central e as nervuras laterais e também entre as nervuras laterais e a
margem foliar foram as Unicas caracteristicas consideradas distintas entre as duas
espécies, seguindo o mesmo nivel de variacdo encontrado para outras espécies da
familia (Nel, 1914, Heideman, 1983, Singh, 2009). De acordo com Hilliart & Burtt
(1979), H. decumbens foi introduzida na Africa do Sul e a espécie pode ser confundida
com H. angustifolia nos seus aspectos vegetativos, mas se diferencia pelos ovarios
longos e finos quase indeiscentes, tépalas persistentes com /3 a ¥ do comprimento das
capsulas. Em H. angustifolia as capsulas sdo largamente ovadas, deiscentes e as tépalas
persistentes sdo iguais ou mais longas que a capsula (Hilliart & Burtt, 1979).

J& para H. atlantica, na publicacdo original da espécie, os autores compararam-
na com H. humilis Kunth ressaltando as principais diferencas tanto nas caracteristicas
do ambiente de ocorréncia quanto morfologicas, como: o tamanho das folhas e a
coloracdo dos tricomas nas flores e frutos. Os autores porém, ndo mencionaram H.

wrightii, espécie descrita para Cuba e encontrada em varias ilhas do Mar do Caribe,
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além da costa da Carolina do Norte até a Florida e seguindo pelo Golfo do México até
Texas, e que apresenta muita semelhanga com H. atlantica em todos os aspectos
vegetativos e reprodutivos. O compartilhamento de caracteristicas observadas na
morfoanatomia foliar entre H. atlantica e a norte-americana H. wrightii, tais como: o
contorno das folhas em seccdo transversal, a auséncia de proeminéncia em ambas as
faces da folha, a distribuicdo dos feixes vasculares e, especialmente, do esclerénquima,
aliados a distribuicdo de ambas as espécies em ambientes costeiros sugerem uma
similaridade entre as duas espécies que, segundo Dutilh et al. (2017) abrange, além da
morfologia foliar, 0 mesmo tipo de inflorescéncia e sementes (Herndon, 1988, 1992).
As analises de microscopia eletronica de varredura revelaram superficie muricada e
coberta por cuticula ornamentada para H. atlantica corroborando os dados apresentados
por Zona et al. (2009) para dois diferentes acessos de H. wrightti. Assim sendo, o
presente trabalho sugere que, mediante os resultados apresentados, H. atlantica e H.
wrightii poderiam ser a mesma espécie.

A morfologia das sementes tem sido utilizada em diversos estudos comparativos
entre as Hypoxidaceae, com destaque para os géneros Hypoxis e Curculigo (Wiland-
Szymanska & Adamski, 2002; Snijman, 2014). Nossas analises mostraram que as
sementes das duas espécies brasileiras do género Hypoxis sdo muito diferentes entre si
morfologicamente, até mesmo sob estereomicroscopio (Funez et al., 2016). As
micrografias eletrdnicas detalharam a morfologia da testa das sementes, abrindo
caminho para estudos da biologia de reproducdo de ambas as espécies. A variacdo dos
aspectos morfolégicos pode estar relacionada a processos e dispersores distintos,
considerando também as diferencas entre os ambientes em que as duas espécies ocorrem
(Dutilh et al., 2017).

O conjunto de informacdes e variacbes morfologicas observados sugere certo
grau de hibridacdo entre as espécies representantes de Hypoxidaceae no Brasil,
especialmente para 0 género Hypoxis. A caracterizacdo morfoanatémica das folhas e a
micromorfologia das espécies estudadas mostraram papel importante no fornecimento
de informagdes que auxiliam na delimitagdo taxonémica dos representantes da familia,
baseada em diversos trabalhos precedentes (Nel, 1914; Thompson 1976; Heideman,
1983; Nordal et al., 1985; Wiland-Szymanska & Adamski, 2002; Singh, 2009; Zona et
al., 2009; Snijman, 2014). Portanto, as analises futuras de material tanto, coletado
quanto herborizado, na auséncia de caracteres reprodutivos, passaram a ter ferramentas

gue tornam mais acessiveis e exequiveis a sua identificagdo e delimitagdo taxondmicas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi realizado o registro, até entdo inédito, da caracterizacdo
morfoanatdémica foliar das espécies de Hypoxidaceae no Brasil: C. scorzonerifolia, H.
atlantica e H. decumbens, incluindo informacdes acerca da micromorfologia foliar das
trés especies e das sementes do género Hypoxis, fornecendo caracteres para fins de
delimitacdo taxondmica no grupo. Em adicéo, este trabalho proveu o conhecimento da
morfoanatomia foliar de H. wrightii, espécie descrita para a América do Norte e,
mediante os resultados e informacGes da literatura, sugere a sinonimizacao entre esta
espécie e H. atlantica. Além disso, o estudo possibilitou a analise comparativa entre H.
decumbens e a espécie africana H. angustifolia, préximas filogeneticamente segundo os
estudos moleculares mais recentes.

O carater descritivo e comparativo do presente trabalho apresentou
caracteristicas que aparentam sobreposicdo entre as espécies. As variagOes
morfoanatémicas interespecificas evidenciadas nas folhas de diferentes acessos de H.
decumbens, observacgdes sobre a morfologia externa e informacdes de coleta em campo
sugerem possivel ocorréncia de hibridacdo para a espécie, havendo a necessidade de
estudos populacionais futuros.

As trés espécies sdo as Unicas reconhecidas para a familia Hypoxidaceae no pais
e permanecem subamostradas nos herbarios indicando certo tipo de negligéncia quanto
aos estudos para o0 grupo. Espera-se que, a partir dos dados de variabilidade
morfoanatdmica aqui apresentados, novos estudos sejam realizados, envolvendo um
maior nimero de populacBes e individuos. Que este trabalho possa, dessa forma,
ampliar o conhecimento taxondmico e nas mais diversas areas da biologia para a

familia.
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Capitulo 3

ImplicacOes taxon6micas da anatomia foliar e
micromorfologia nas espécies brasileiras de
Hagenbachia Nees & Mart. (Asparagaceae):

Um enigmatico género da América Latina

Taxonomic implications of micromorphology and leaf anatomy in
Brazilian species of Hagenbachia Nees & Mart.
(ASPARAGACEAE):

An enigmatic genus from Latin America
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RESUMO

Hagenbachia € um género latino-americano descrito no inicio do século XIX com
histérico taxonémico bastante conturbado, tendo sido incluido em pelo menos outras
quatro familias diferentes e que, atualmente, esta inserido em Asparagaceae. No Brasil,
além da espécie tipo reconhecemos duas outras espécies com distribuicdo
aparentemente sobreposta e que prosseguem com problemas nomenclaturais e de
identificacdo. A fim de fornecer informacGes diagnosticas entre as espécies foram
analisadas a morfologia geral, a morfoanatomia foliar e a micromorfologia de estruturas
florais e de sementes utilizando microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura. As caracteristicas foliares que mostraram valor taxondmico restringem-se as
margens foliares e a presenca de fibras esclerenquimaticas nos polos dos feixes
vasculares. A micromorfologia apresentou diferencas estruturais interespecificas na
forma, insercdo e superficie dos filetes, como também na forma e superficie das

sementes.

Palavras-chave: Asparagales, Chlorophytum, gedfitas, micromorfologia floral, folhas;

sementes.
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ABSTRACT

Hagenbachia is a Latin American genus described in the early nineteenth century with a
rather troubled taxonomic history. The genus has been included in at least four other
different families and it is currently set in Asparagaceae. In Brazil, besides the type
species there are two other apparently overlapping species in their distribution that
continue with nomenclatural and characterization problems. In order to provide
diagnostic information about the species, general morphology, leaf morphoanatomy and
micromorphology of flower and seed were analyzed using light microscopy and
scanning electron microscopy. The leaf characteristics that showed taxonomic value are
restricted to the leaf margins and the presence of sclerenchymatic fibers in the poles of
the vascular bundles. Micromorphology showed interspecific structural differences in
the shape, insertion and surface of the filaments, as well as the in the shape and surface

of the seeds.

Key-words: Asparagales, Chlorophytum, flower micromorphology, geophytes, leaves;

seeds.
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1. INTRODUCAO

O género Hagenbachia Nees & Martius foi incluido, nos Gltimos quarenta anos,
em pelo menos cinco familias diferentes (Cronquist 1988; Cruden et al. 1991), e desde
2009 pertence a Asparagaceae Juss. (APG Ill, 2009). Desde a criacdo do género,
taxonomistas divergiram principalmente quanto as caracteristicas morfologicas do
grupo, gerando, dessa forma, impasses na correta identificacdo das espécies. As
variacdes presentes no sistema subterraneo, nas flores e nas sementes de Hagenbachia e
de outros géneros a ele relacionados, tanto do Novo quanto do Velho Mundo, foram
determinantes para o desenvolvimento deste historico taxonémico conturbado (Marais
& Reilly, 1978; Cruden, 1987, 1991, 1999; 2009; Nordal & Tulin, 1993; Bjora et al.,
2017). O conhecimento sobre as morfologias foliar e floral ainda ndo possui elementos
suficientemente explorados que auxiliem na identificacdo destas espécies em campo ou
em herbarios, tornando-se necesséaria a investigacdo de novos caracteres em niveis
macro e micromorfoldgicos, auxiliando na correta delimitagcdo dos grupos.

O género Hagenbachia foi descrito em 1823 por Nees & Martius (Wied-
Neuwied, 1823) na familia Haemodoraceae Rob. Brown, com a espécie Hagenbachia
brasiliensis Nees & Mart. equivocadamente com trés estames. Em 1827, Sprengel
combinou H. brasiliensis para Haemodorum. Quase um século e meio depois, em suas
consideracBes taxondmicas sobre Haemodoraceae e Hypoxidaceae, Geerinck (1968)
mencionou que Endlicher (1836) reafirmava Hagenbachia em Haemodoraceae.
Hutchinson (1973) ndo corrigiu 0 nimero de estames, mas notou a presenca de dois
6vulos por l6culo, relatando o género para a mesma familia.

A época (1823), Nees & Martius descreveram e ilustraram as anteras como
subsésseis nas tépalas internas, equivoco este seguido por autores subsequentes
(Lawrence 1951; Hutchinson, 1959). Diversas caracteristicas conflitantes entre os
representantes de Haemodoraceae e as espécies de Hagenbachia podem ser listadas: as
espéecies desta familia possuem flores pubescentes, tépalas fundidas frequentemente
formando um tubo, perianto geralmente persistente e 6vulos ortétropos (Hutchinson,
1959; Dahlgren et al. 1985). Ja as flores dos individuos de Hagenbachia sdo glabras,
tépalas livres entre si, geralmente ndo persistentes e ovulos anatropos. As folhas em
Hagenbachia e nos géneros relacionados, sdo bifaciais, o que difere do padrdo
observado para a familia Haemodoraceae, com folhas unifaciais (Dahlgren et al., 1985;
Geerinck, 1968).
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Durante aproximadamente 150 anos, Hagenbachia permaneceu em
Haemodoraceae até que Ravenna (1977) propfe a sua combina¢do em Chlorophytum
Ker Gawler. Na revisdo realizada por Cruden (1987), caracteristicas como
inflorescéncias e tépalas glabras, flores em fasciculos e com pedicelos divididos em
segmentos relacionaram Hagenbachia com géneros como Anthericum e Chlorophytum,
nativos do continente africano, e 0 americano Echeandia, suportando a sua transferéncia
para Liliaceae s.I. ou Anthericaceae s.s. Este mesmo autor mencionou ter observado
grandes embrides alongados nas sementes de Hagenbachia, sem fornecer imagens
(Cruden et al., 1991). A morfologia foliar, pequenas flores com tépalas brancas e a
presenca de duas sementes por léculo foram caracteristicas adicionais utilizadas para
associarem o lectotipo de H. brasiliensis a ilustracdo-tipo de Nees & Martius (Cruden,
1987). Esse conjunto de caracteres morfologicos intrigou Cruden et al. (1991) por estes
dois autores terem optado pela insercdo do género em Haemodoraceae. Ademais,
Cruden (1987) ndo menciona os trés estames e os filetes subsésseis fixados nas pétalas
que constam na descri¢do. Simpson (1990), com a combinacdo de dados morfoldgicos
de polen e quimica reafirmou Hagenbachia em Liliaceae. Segundo Cruden (1987), a
formacdo de regides tuberosas nas raizes de todas as espécies de Echeandia e em
praticamente todas as espécies de Chlorophytum e Anthericum é uma caracteristica que
possibilita distingui-los de Hagenbachia. Os géneros africanos ndo possuem anteras
dorsifixas, como ocorre nos americanos e Hagenbachia diferencia-se de Echeandia pela
presenca de rizoma, auséncia de raizes tuberosas e menor niumero de évulos (2-6) por
carpelos (Cruden 1987).

Posteriormente, em 2003, Hagenbachia foi transferido para Agavaceae (APGII,
2003) e, em 2009, a proposta do Angiosperm Phylogeny Group incluiu as familias
Anthericaceae, Agavaceae e Herreriaceae em Asparagaceae, elevando para 25 o nimero
de géneros considerados para a familia na América do Sul, sendo este o remanejamento
taxondmico mais recente para Hagenbachia (APGIII, 2009). Outro género herbaceo de
Asparagaceae morfologicamente muito semelhante a Hagenbachia é Clara Kunth, com
distribuicdo relatada para o estado do Rio Grande do Sul, no Brasil, até a Argentina,
Paraguai e Uruguai (Lopes & Andreata, 2003). Atualmente, Clara esta incluido em
Asparagaceae, inicialmente descrito em Smilacaceae quando o autor levanta sua
semelhanca com Ophiopogon, Herreria e Asparagaceae (Kunth 1850). Posteriormente,

Clara foi incluido em Herreriaceae (Lopes 2003).
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As plantas do género Hagenbachia séo herbaceas perenes, em geral com rizoma
muito curto e raizes fasciculadas, com folhas lineares, estreitamente elipticas a
oblongas, apice acuminado e base quase horizontal, ascendentes, eretas, escapo glabro,
inflorescéncia pouco a muito ramificadas, entrenés com até oito flores pequenas
agrupadas, brancas a creme esverdeado, anteras amarelas, geralmente, dorsifixas, filetes
lineares a estreitamente fusiformes, raramente clavados, papilosos ou ndo; 2-6 6vulos
por léculo, pequenos frutos capsulares trilobados, geralmente mais largos que
compridos, sementes irregularmente achatadas, com dobras e curvas, testa coliculada e
preta, e endosperma contendo lipideos (Cruden, 1987; Dutilh & Campos-Rocha, 2019).

Género endémico das regides tropicais e subtropicais da América do Sul e
Central, Hagenbachia é composto por seis espécies (Cruden et al., 1991), sendo elas: H.
brasiliensis Nees & Martius, H. panamensis (Standley) Cruden, H. angusta Ravenna, H.
columbiana Cruden, H. hassleriana (Baker) Cruden e H. ecuadoriensis Cruden
(Cruden, 2011). Destas, duas ocorrem na flora brasileira, H. brasiliensis e H. angusta,
conforme a Flora do Brasil (Dutilh & Campos-Rocha, 2019). Segundo Cruden (1987),
H. brasiliensis tem sua distribuicdo geografica registrada para matas de galeria da
Caatinga, regides de Mata Atlantica e areas antropizadas do Nordeste brasileiro (BA,
MA e GO). A espécie Hagenbachia angusta, descrita por Ravenna em 1985, possui
ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo desde o Planalto Central Brasileiro as
adjacéncias com Bolivia e Paraguai. Posteriormente, Cruden (1987) incorporou duas
espécies com ocorréncia sobreposta a supracitada, H. boliviensis (Poelln.) Ravenna e H.
matogrossensis (Poelln.) Ravenna, ambas sinonimizadas em H. angusta, espécie que
permanece sem caracterizacdo bem definida. O autor utilizou algumas caracteristicas de
morfologia externa foliar, tamanho de tépalas, anteras e presenca ou auséncia de papilas
nos filetes para separar as espécies entre si e ndo apresentou informacdes acerca da
morfologia das sementes (Cruden, 1987).

Existem trabalhos comparando tanto a morfologia vegetativa quanto reprodutiva
entre os diferentes géneros africanos da familia Asparagaceae (Obermeyer, 1962;
Marais & Reilly, 1978; Nordal & Tulin, 1993; Klimko et al., 2018). Meerts & Bjora
(2012) publicaram uma sinopse com as espécies da Africa Central do género
Chlorophytum na qual, dentre outros dados, exploram o valor diagnéstico da morfologia
das sementes, especialmente da testa, atraves da microscopia eletronica. Na América
Central, Solano et al. (2013) compararam a anatomia de caules, folhas eixo da

inflorescéncia em Polianthes L. investigando um possivel valor das caracteristicas na
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sistematica do género. Ao investigarem as implica¢Ges taxondmicas da micromorfologia
e anatomia foliar no género Dracaena Vand. ex L., Klimko et al. (2018) relacionaram
as caracteristicas estruturais com o habito e o ambiente de ocorréncia das espécies.

Quantos aos grupos de maior afinidade com Hagenbachia, Marais & Reilly
(1978) observaram que as anteras conadas das flores do género Echeandia, o separam
de Anthericum e as caracteristicas das sementes deste género o separam de
Chlorophytum. Bjora et al. (2017) apresentaram uma abordagem filogenética entre
Chlorophytum e Anthericum, para tanto os autores apresentaram além de andlises
moleculares e dados de morfometria, imagens de microscopia eletrdnica de superficie
das sementes destes grupos, Uteis para a distincdo entre as espécies. Bercu (2007)
descreveu caracteristicas anatdmicas de drgéos vegetativos em Chlorophytum comosum,
espécie nativa do Velho Mundo relacionando seus resultados com o habito da espécie.
Mandal & Nandi (2012) relataram a efetividade do uso de caracteristicas
morfoanatémicas na correta identificacdo de espécies indianas do género Chlorophytum
com fins medicinais como, por exemplo, a margem das folhas em seccéo transversal, a
quantidade de feixes vasculares como também o nimero de elementos do xilema, a
presenca ou auséncia de cristais de oxalato de calcio no mesofilo e camadas de células
epidérmicas.

Além de Orgdos vegetativos, 6rgdos reprodutivos como flores e sementes
apresentaram papel importante na delimitacdo de espécies de géneros morfologicamente
semelhantes a Hagenbachia. Por exemplo, para Anthericum, Chlorophytum (Marais &
Reilly, 1978; Nordal & Tulin, 1993, Meerts & Bjora, 2012; Bjora et al., 2017), Clara e
Herreria (Lopes, 2003), tanto a forma quanto a cobertura das sementes sao
caracteristicas com elevado potencial diagndstico.

Para as espécies brasileiras de Hagenbachia (Fig. 1), além das questBes
taxondmicas e nomenclaturais, sdo escassas investigacfes mais detalhadas acerca da
morfoanatomia do grupo, tendo sido reportado apenas o estudo de Cornehl (2009) com
a analise de algumas caracteristicas morfoanatdmicas da espécie tipo, H. brasiliensis.
As semelhancas morfoldgicas tanto das folhas quanto das flores entre as espécies, a
distribuicdo geografica sobreposta destas e a escassez de informacbes em relacdo a
identidade especifica das Hagenbachia brasileiras evidenciam a necessidade de explorar

novos caracteres que auxiliem na caracterizagéo do grupo.
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Figura 1: As trés espécies brasileiras do género Hagenbachia. a. Hagenbachia brasiliensis,
individuo adulto em cultivo. b. Hagenbachia sp. 1, habito do individuo adulto em Jaiba, Minas
Gerais. Note 0 ambiente de ocorréncia em pleno sol. ¢. Hagenbachia sp. 2, habito de individuo adulto
em Verdelandia, Minas Gerais. Note 0 ambiente de ocorréncia em meia sombra. d. H. brasiliensis,
inflorescéncia e folhas. e. Hagenbachia sp. 1, flor em antese. f. Hagenbachia sp. 2 (acesso de
Verdelandia, Minas Gerais), inflorescéncia com botdes e flores em antese. g. Hagenbachia sp. 2
(acesso de Januaria, Minas Gerais), inflorescéncia com flores em antese e frutos jovens.



162
2. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como principais objetivos:

a) Descrever e documentar a morfoanatomia das folhas das espécies brasileiras do
género Hagenbachia;

b) Descrever e documentar a micromorfologia de estruturas reprodutivas como
botbes florais, flores em antese e sementes das espécies brasileiras do género
Hagenbachia;

c) ldentificar possiveis caracteres diagnosticos, tanto foliares quanto reprodutivos,

com valor na taxonomia do género Hagenbachia.
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3. MATERIAL E METODOS

Devido aos problemas taxondmicos e nomenclaturais encontrados para vérias
espécies de Hagenbachia descritas (Fig. 1), o presente trabalho utilizara a denominacgéo
sp. 1 (acesso Jaiba) e sp. 2 (acessos Januaria e Verdelandia) para duas das espécies

analisadas. A lista com os vouchers utilizados no estudo esté apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Lista de espécies e respectivos vouchers utilizados no estudo.

Espécies Localidade Voucher Herbario

Hagenbachia brasiliensis  Brasil, 1lhéus, Bahia  Campos-Rocha s/n UEC

Hagenbachia sp. 1 Brasil, Jaiba, ACR 1037 UEC
Minas Gerais

Hagenbachia sp. 2 Brasil, Januéria, ACR 848 UEC
Minas Gerais

Hagenbachia sp. 2 Brasil, Verdelandia, ACR 1070 UEC
Minas Gerais

Amostras de folhas maduras de individuos adultos, botdes florais, flores em
antese e sementes das trés espécies de Hagenbachia consideradas pelo estudo foram
coletadas e fixadas em Karnovsky (Karnovsky, 1965, modificada pelo uso de tampé&o
fosfato pH 7,2) por um periodo minimo de 24 horas. A retirada de ar contido nos
tecidos foi possivel pela passagem das amostras em bomba de vacuo e, a seguir, 0
material foi desidratado em série etilica crescente de concentragdo, alcool 10%, 30 % e
50 %, e armazenado em alcool 70%. As amostras foliares foram infiltradas em resina
plastica hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin® Heraeus-Kulzer, Hanau, Germany)
segundo as instrucGes do fabricante, seccionadas transversal e longitudinalmente em
microtomo rotativo (Leica®) com espessura de 5-7 um. As laminas foram coradas com
azul de toluidina 0,05% (em tampéo citrato pH 4,5) Sakai, 1973) e montadas em resina
sintética Entellan® (Merck®, Darmstadt, Germany).

Para a Microscopia Eletrdnica de Varredura, foram selecionadas bot@es e flores
em antese, e sementes a partir das amostras armazenadas em alcool 70%. Dos botdes
florais foram retirados os verticilos estéreis para observacdo das estruturas reprodutivas.
Todo o material selecionado foi desidratado em gradiente de série etilica, por 1 hora em
cada alcool, e seco por ponto critico de CO2 em equipamento Balzers (modelo CPD
030). O material vegetal foi montado em suportes metalicos e recoberto com ouro

coloidal por 170 segundos no equipamento Bal-Tec (modelo SCD 050). As
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micrografias foram registradas a partir de microscopio eletronico de varredura LEO
modelo VP 435 a 20 kV, no Laboratério de Microscopia Eletrdnica, Instituto de

Biologia/Unicamp.

4. RESULTADOS

4.1 Anatomia foliar

Quanto ao contorno das folhas de Hagenbachia em secc¢do transversal foram
observadas folhas planas e mais largas em H. brasiliensis e H. sp. 2 (Verdelandia e
Januéria) e folhas mais canaliculadas e mais estreitas em H. sp. 1. As seccOes
transversais das folhas dos trés taxons analisados mostraram folhas anfiestomaticas
(Fig. 2a) e uma estrutura anatbmica semelhante, com variacBes estruturais em
determinadas caracteristicas. As folhas apresentam epiderme uniestratificada em ambas
as faces, com células retangulares seguidas por mesofilo homogéneo, clorenquimatico e
feixes colaterais elipticos (Fig. 2a). Em seccdo longitudinal paradérmica, foi possivel
observar estbmatos do tipo paracitico (Fig. 2b) que, geralmente, encontram-se
posicionados abaixo do nivel das demais células epidérmicas (Fig. 2a,c), comum a todas
as espécies analisadas. As células epidérmicas das folhas de Hagenbachia apresentam
espessamento péctico da parede periclinal externa (Fig. 2a,c).

O mesofilo apresentou variacdo no ndmero de camadas de células do
parénquima clorofiliano: 6-10 camadas em H. sp. 1, 7-9 camadas em H. brasiliensis e 4-
7 camadas de células em H. sp. 2 (Verdelandia) e, além disso, a nervura central e as
margens foliares apresentaram estrutura variavel entre as espécies. Idioblastos com
rafides foram comuns aos mesofilos das espécies analisadas apresentando-se em séries
de duas células ou mais, podendo ocorrer por todo o mesofilo (Fig. 2a, d-e).

Os feixes vasculares em H. brasiliensis apresentaram fibras esclerenquimaticas
opostas ao xilema e ao floema sendo que, na nervura central, foram observadas ca. 15
fibras esclerenquimaticas em ambos os polos (Fig. 2f), enquanto que H. sp. 1(Fig. 2g) e
H. sp. 2 (Januéaria) apresentaram 2-4 fibras e H. sp. 2 (Verdelandia) ndo apresentou
fibras nos feixes vasculares (Fig. 2h).

Em H. brasiliensis, o0 nimero de camadas de células do mesofilo diminui
gradativamente a medida que se aproxima da extremidade da margem, formando um

contorno continuo (Fig. 2i). Em H. sp. 1, a margem foliar apresentou-se plana em



165

relacdo ao restante da lamina, ocorrendo uma terminacdo abrupta na qual o nimero de
camadas de células do parénquima clorofiliano diminui consideravelmente em relagdo
ao restante do mesofilo e as duas faces da epiderme se tocam em um prolongamento
(Fig. 2j). Como observado em H. brasiliensis, ambos os acessos de H. sp. 2
apresentaram margens mais continuas em relagdo a diminuicdo do nimero de camadas
de células no mesofilo em direcdo a extremidade foliar (Fig. 2k); a margem é arqueada

em direcdo a face abaxial.
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Figura 2: Caracterizacdo morfoanatdmica foliar e comparacdo entre as espécies de
Hagenbachia. a, ¢, f-k: Seccdes transversais. b, d-e: Seccdes longitudinais. a. Aspecto geral da
lamina foliar, H. brasiliensis, notar epiderme uniestratificada, mesofilo clorenquimatico e feixe
vascular colateral. b. Estdmatos paraciticos (seta preta), H. sp. 1. c. Estdmatos localizados abaixo do
nivel das demais células epidérmicas (setas pretas), H. brasiliensis. d. Idioblastos com rafides em
microscopia de luz com lente polarizada (seta branca), H. sp. 2, em detalhe. e. Idioblastos com rafides
distribuidos pelo mesofilo (seta preta). f. Nervura central, H. brasiliensis, notar a quantidade de fibras
de esclerénquima em ambos os polos do feixe vascular. g. Nervura central, H. sp. 1, notar a presenca
de pequena quantidade de fibras de esclerénquima em ambos os polos do feixe vascular. h. Nervura
central, H. sp. 2, notar a auséncia de fibras. i. Margem foliar, H. brasiliensis, notar a folha arqueada
em direcdo a face abaxial e a diminuigdo gradativa no nimero de camadas de células do mesofilo até a
extremidade da margem. j. Margem foliar, H. sp. 1, notar a diminui¢do abrupta no nimero de camadas
de células do mesofilo e a extremidade da margem foliar formada apenas pelo encontro das duas faces
da epiderme, contorno plano da margem. k. Margem foliar, H. sp. 2, notar a diminuicdo gradativa no
nimero de camadas de células do mesofilo até a extremidade da margem, levemente arqueada em
direcdo a face abaxial. Legenda: epi = epiderme, fab = face abaxial, fad = face adaxial, fv = feixe
vascular, id = idioblasto, més = mesofilo, raf = rafide. Escala: d: 100 um; a,i-k: 50 pm; b-c, e-h: 20
pm.

4.2 Micromorfologia de estruturas reprodutivas

Em estereomicroscopio, a analise de amostras herborizadas possibilitou registrar
que as margens foliares em H. brasiliensis apresentam-se glabras, em vista frontal, sem
apiculos (projecdes), observacdes confirmadas em maior aumento (Fig. 3a). Quanto as
demais espécies, H. sp. 1 apresentou margens discretamente escabrosas, com pequenos
apiculos esparsos (Fig. 3b) e H. sp. 2 (Verdelandia) margem escabrosa com apiculos
mais proeminentes (Fig. 3c).

As nervuras das folhas, em material herborizado, apresentaram-se mais
evidentes que em material fresco, tornando possivel a sua contagem que revelou uma
variacdo entre 15 — 23 unidades para H. sp. 1 e ca. de 28 feixes vasculares para H.
brasiliensis e H. sp 2. (Verdelandia).

A analise das flores em antese mostrou diferencas nos verticilos reprodutivos e,
no androceu das espécies analisadas. Os filetes quanto a sua forma em H. brasiliensis
apresentaram-se espatulados, achatados dorsiventralmente com alargamento lateral
eliptico um pouco acima da regido mediana (Fig. 3d, setas pretas curtas), enquanto que
em H. sp. 1 e H. sp. 2 os filetes sdo filiformes e cilindricos (Fig. 3e-f). A insercéo dos
filetes nas anteras apresentou diferenca entre os acessos, sendo dorsifixa em H.
brasiliensis e H. sp. 1 (Fig. 3d-e) e centrifixa em H. sp. 2 (Fig. 3f), na qual os filetes se
inserem por um poro no centro da base de cada antera (cabegas de seta pretas). Quanto a
forma das anteras, H. brasiliensis apresentou anteras sagitadas (Fig. 3d), H. sp. 1
apresentou anteras lineares que, quando maduras, dispéem-se em forma de ferradura e,

para H. sp. 2, foram observadas anteras oblongas. As sementes das trés espécies variam
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entre acastanhadas a enegrecidas e lustrosas (Fig. 3g-i) e, quanto a forma, H.
brasilienses é achatada dorsiventralmente e, em vista lateral apresenta contorno
reniforme a irregular; geralmente, uma das faces laterais, mais conica, possui dobras
arredondadas demarcadas com sulcos irregulares na testa (Fig. 3g, a esquerda) e a face
oposta com uma leve depressdo, mais concava (Fig. 3g, a direita). Em H. sp. 1, as
sementes sdo globosas a quase deltoides, aparentemente lisas, sem ornamentacgdes tanto
nas faces latero-dorsal (Fig. 3h, a esquerda) quanto na face ventral (Fig. 3h, a direita).
Em H. sp. 2, as sementes sdo arredondadas a triangulares, ou até mesmo piramidais,
com as faces dorsal e ventral bem diferentes entre si, ocorrendo uma depressdo bem
marcada e profunda na face dorsal (Fig. 3i, a esquerda) diferentemente da face ventral,
sem ornamentacdes (Fig. 3i, a direita).
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Figura 3: Micromorfologia em estereomicroscépio de estruturas vegetativas e reprodutivas de
material herborizado das espécies brasileiras de Hagenbachia. a-c: Folhas; d-f: Flores; g-h:
Sementes. a. Margem foliar de H. brasiliensis, notar margem glabra. b. Margem foliar de
Hagenbachia sp. 1 (Jaiba), notar margem levemente escabra com poucos apiculos esparsos. c.
Margem foliar de Hagenbachia sp. 2 (Verdelandia), notar margem escabra com apiculos bem
definidos. d. Flor de H. brasiliensis, notar os filetes espatulados (seta preta) e antera sagitada. e.
Estames de Hagenbachia sp. 1, notar filetes filiformes e antera madura em forma de ferradura. f.
Estames de Hagenbachia sp. 2, notar filetes filiformes, inser¢do centrifixa do filete e antera oblonga.
g. Sementes de H. brasiliensis, notar contorno reniforme; a esquerda: face lateral com dobramentos
da testa; a direita, face lateral com depressdo central. h. Sementes de Hagenbachia sp. 1, notar
contorno globoso quase deltoide e superficie com aspecto liso; a esquerda, face latero-dorsal e, a
direita, face ventral. i. Sementes de Hagenbachia sp. 2, notar contorno triangular a levemente
arredondado; a esquerda, face dorsal com depressdo central demarcada e profunda; a direita, face
ventral. Legenda: ant = antera, fil = filete, stl = estilete. Escala: a-c: 1 mm; d-i: 500 pm.
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Com relacdo a forma do filete, a microscopia eletrénica de varredura revelou
que, em vista frontal, o bot&o floral de H. brasiliensis apresenta um filete espatulado,
com terminacdo arredondada em angulo maior que 90°, eliptico na por¢do mediana e
oblongo no apice (Fig. 4a), H. sp. 1 (Fig. 4b) e H. sp. 2 (Verdelandia) (Fig. 4c) possuem
filetes lineares com base obtusa. A base das anteras nos botbes florais de H.
brasiliensis é levemente auriculada e as anteras sagitadas, enquanto H. sp. 1 mostrou
base auriculada e antera linear (Fig. 4b) e H. sp. 2 mostrou anteras oblongas a lineares,
além de insercdo dos filetes centrifixa nas anteras, com o filete aparentemente se
inserindo na antera por um poro localizado no centro da base da estrutura (Fig. 4c). Em
H. brasiliensis a insercdo dos filetes nas anteras é dorsifixa (Fig. 4a), como em H. sp. 1
(Fig. 4b) com contorno sagitado das anteras. Tais caracteristicas sdo ainda mais
evidentes nas flores em antese como observado em estereomicroscopio para as trés
especies (Fig. 3d-f). A superficie dos filetes, em visdo geral, é papilosa (Fig. 4d) nas
espécies analisadas, especialmente H. sp. 1 e H. sp. 2 com papilas individualizadas
(Fig. 4e). A superficie papilosa pode variar conforme a fuséo entre as células e o
tamanho das papilas ja que, em H. brasiliensis, as papilas tém as paredes anticlinais
praticamente fusionadas, tornando a superficie levemente coliculada (Fig. 4f). A
superficie das papilas apresentou, em todas as espécies, ornamentacdo epicuticular
com estrias transversais e longitudinais (Fig. 4e-f). Os grédos de pdlen das trés espécies
apresentaram superficie reticulada, como H. sp. 2 (Verdelandia) (Fig. 4g) e sdo
monossulcados, como H. brasiliensis (Fig. 4h). Quanto ao estigma, todas as espécies
apresentaram superficie papilosa secretora (Fig. 4i) e a superficie do estilete, em vista
geral, apresenta células alongadas longitudinalmente, aparentemente sem
ornamentacdes (Fig. 4j), mas que, em detalhe, apresentam estrias epicuticulares

longitudinais (Fig. 4k).
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Figura 4: Caracterizagdo micromorfoldgica de verticilos reprodutivos das espécies brasileiras de
Hagenbachia. a-b: Botdes florais; c-k: Flores em antese. a. H. brasiliensis, notar o filete espatulado (seta
preta), contorno da base da antera, insercdo do filete (cabeca de seta) e forma sagitada da antera. b.
Hagenbachia sp. 1, notar o filete filiforme (seta preta), contorno da base da antera, inser¢do do filete
(cabeca de seta) e forma linear da antera. c. Hagenbachia sp. 2, notar a forma dos filetes, inser¢éo
centrifixa do filete na antera (cabeca de seta) e forma oblonga a levemente linear da antera. d. Filete de
Hagenbachia sp. 2 (Verdelandia), notar as papilas. e. Detalhe da superficie do filete de Hagenbachia sp. 2
(Verdelandia), notar estrias epicuticulares (seta). f. Detalhe da superficie do filete de H. brasiliensis, notar
a superficie coliculada, com células mais justapostas. g. Grdo de pdlen de Hagenbachia sp. 2
(Verdelandia), notar superficie reticulada da exina. h. Grdo de pélen monocolpado de H. brasiliensis,
notar abertura (seta). i. Estigma de Hagenbachia sp. 2 (Verdelandia), notar as papilas secretoras. j.
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Estilete e filetes de Hagenbachia sp. 1, notar superficie com aspecto liso no estilete e papiloso nos filetes.
k. Detalhe da superficie do filete de Hagenbachia sp. 1, notar estrias epicuticulares. Legenda: ant =
antera, fil = filete, pap = papila, ovr = ovério, stl = estilete, stg = estigma. Legenda: a-c: 200 pum; d: 50
pm; j: 20 pm; e-h,k: 5 pm.

Sementes — A microscopia eletronica de varredura revelou que a cobertura das
sementes apresenta caracteristicas distintas nas espécies de Hagenbachia, além das
variacOes observadas quanto a forma (Fig. 3g-i). Em H. brasiliensis, as sementes sao
levemente achatadas dorsiventralmente, apresentando contorno reniforme ou irregular,
em vista lateral, com grandes dobras arredondadas em uma das faces laterais e uma leve
depressdo na face oposta (Fig. 5a); Em maior aumento, células poligonais com 4-7 lados
delimitadas por sulcos intercelulares, pouco profundos e protuberancias no centro da
parede periclinal externa de cada célula da cobertura da semente (Fig. 5b). Em detalhe,
a protuberancia apresenta aspecto mamiloide e foi possivel observar a altura dos sulcos
intercelulares (Fig. 5c).

Em H. sp. 1, as sementes s&o globosas a quase deltoides, eventualmente com
leve depressao continua (Fig. 5d). A superficie € composta por células poligonais com
4-7 lados, sem ornamentacdes, conferindo aspecto liso para as sementes (Fig. 5e). Em
detalhe, as células sdo justapostas e ndo apresentam sulcos intercelulares (Fig. 5f).

Em H. sp. 2, a face dorsal das sementes, em vista frontal, é arredondada a
levemente triangular e apresenta uma depressédo profunda bem demarcada (Fig. 5g). A
superficie da area externa a depressao apresenta células poligonais com 4-7 lados e
sulcos relativamente profundos delimitando as células (Fig. 5h). A superficie interna da
depressdo central exibe células maiores que as da superficie externa, observavel em
vista geral (Fig. 5g) e, em detalhe, apresentam elevagdo pouco saliente da parede
periclinal externa acompanhando o contorno angular das células, formando uma
moldura com pequenos granulos arredondados na por¢do central de cada célula (Fig.
5i). A face ventral das sementes exibe contorno triangular, arredondado em dois dos
veértices, e outro mais angular que os demais (Fig. 5j). As células da superficie na face
ventral sdo igualmente poligonais com 4-7 lados e podem ter sulcos intercelulares
profundos em determinada areas (Fig. 5k). Em detalhe, as células poligonais possuem
parede periclinal externa com saliéncia achatada que se estende por quase toda a
superficie da célula acompanhado o contorno poligonal e formando uma pequena
moldura (Fig. 5I).
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Hagenbachia. sp. 1

Hagenbachia sp. 2

Figura 5: Caracterizacdo micromorfologica comparativa de sementes das espécies brasileiras de
Hagenbachia. a-c: H. brasiliensis; d-f: Hagenbachia sp. 1; g-I: Hagenbachia sp. 2. a. Vista geral de
face lateral da semente, notar as dobras arredondadas na testa e aspecto aspero da superficie. b.
Superficie com células poligonais (4-7 lados), limites celulares bem definidos e projecdes no centro da
parede periclinal externa de cada célula. c. Detalhe da superficie da semente evidenciando os sulcos
intercelulares e as proje¢es mamiloides no centro da parede periclinal externa (cabeca de seta). d.
Vista geral da face ventral da semente e face lateral, notar o aspecto liso da superficie. e. Superficie
com células poligonais (4-7 lados) justapostas. f. Detalhe da superficie da semente evidenciando
células poligonais justapostas. g. Vista geral da face dorsal da semente, notar depressdo central
demarcada. h. Superficie da regido externa a depressdo, na face dorsal, com células poligonais (4-7
lados) apresentando sulcos intercelulares. i. Superficie do interior da depressdo com limites celulares
bem definidos e presenca de saliéncia achatada na parede periclinal externa (cabeca de seta) formando
uma moldura que acompanha o contorno poligonal de cada célula. j. Face ventral da semente, com
contorno levemente triangular a piramidal. k. Superficie da face ventral da semente com células
poligonais (4-7 lados) apresentando sulcos intercelulares em determinada areas. |. Detalhe da
superficie da semente na face ventral evidenciando parede periclinal externa com saliéncia achatada
ampla e sulcos intercelulares profundos. Escala: a,d,g,j: 200 pm; b,e,h,k: 50 pm; c,f,i,l: 10 um.
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As caracteristicas que possibilitaram a distingdo entre as espécies de

Hagenbachia analisadas neste estudo referem-se, quanto as folhas, a margem foliar e ao

numero de fibras de esclerénquima nos feixes vasculares, especialmente na nervura

central; quanto ao androceu, a forma, insercao e superficie do filete e a forma da antera;

quanto as sementes, a forma e a superficie tanto em vista geral quanto em detalhe. A

lista das principais caracteristicas e seus estados entre as espécies estd sumarizada na

Tabela 2, a seguir.

Tabela 2: Principais caracteristicas diagndsticas entre as diferentes espécies brasileiras de Hagenbachia.

Hagenbachia

Hagenbachia

Hagenbachia

Caracteristicas / Hagenbachia sp. 1 sp. 2 sp. 2
Espécies brasiliensis Jaiba Januéria  Verdelandia
) .
< Margem foliar Glabra E,S cabra, E? cabra,
T aspera aspera
5' Fibras nos feixes Muitas Poucas Poucas Ausente
T vasculares (ca. 15 células) | (ca. 3 células) | (ca. 3 células)
S Forma do filete Espatulado Filiforme Filiforme Filiforme
l(J)J Insercdo do filete Dorsifixa Dorsifixa Centrifixa Centrifixa
o) . . . Papilas Papilas Papilas
g | Superficie dofilete | Coliculada definidas definidas definidas
Z . .
< Forma da antera Sagitadas Linear Oki:gggra a Oblonga
Levemente
achatada
dorsiventralmen Arredondada a | Arredondada a
Globosa quase . .
Forma te, contorno . triangular ou triangular ou
. deltoide 97 Lo
reniforme ou piramidal piramidal
n |rr_egular, em
L vista lateral
= = p
Z Presenca de Depressao Depressao
"'EJ dobras Eventualmente | demarcadana | demarcada na
u Superficie, em arredondadas | leve depressédo face dorsal, face dorsal,
vista geral nas faces continua em com células com células
laterais e alguma face maiores no maiores no
aspecto aspero interior interior
o - Lisa sem Lisa com Lisa com
Superficie, em Protuberancias
o sulcos sulcos sulcos
detalhe mamiloides . . .
intercelulares | intercelulares | intercelulares
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5. DISCUSSAO

A morfologia das espécies de Hagenbachia revista e descrita por Cruden (1987)
em sua chave de identificacdo, frente aos materiais dos herbarios examinados, mostrou-
se incapaz de prover uma identificagcdo confiavel, o que dificultou a descricdo do género
e das espécies para a Flora do Brasil 2020. A investigacdo mais detalhada foi iniciada
devido a essa dificuldade que também foi sentida quando do exame das descri¢cdes
originais das especies.

A morfoanatomia foliar proveu caracteristicas comuns aos acessos de
Hagenbachia analisados, como: epiderme uniestratificada com espessamento péctico da
parede periclinal externa, estdomatos abaixo da linha da epiderme, mesofilo
clorenquimatico, presenca de idioblastos com rafides e feixes vasculares colaterais. As
diferencas morfoanatbmicas observadas nas folhas entre as espécies analisadas
restringem-se ao contorno da folha em seccéo transversal, a0 nimero de camadas de
célula do mesofilo, a variagdo no numero de fibras nos feixes vasculares e ao contorno
das margens foliares em seccdo transversal. Caracteristicas micromorfoldgicas
observadas para os botdes florais, flores e sementes de Hagenbachia, especialmente a
superficie e forma dos filetes, insercéo dos filetes nas anteras, forma das anteras, forma,
superficie e presenca de depressdo nas sementes mostraram-se (teis na caracterizacao
comparativa entre as espécies.

A presenca de idioblastos com rafides e feixes colaterais com fibras
esclerenquimaticas em ambos os polos no mesofilo das espécies analisadas, observadas
também para Hypoxidaceae, como visto no capitulo 2, sdo caracteristicas
compartilhadas com diferentes grupos nas monocotileddneas (Metcalfe & Chalk, 1950;
Al-Rais et al., 1971; Prychid & Rudall, 1999) e sua ocorréncia e distribuicdo podem ser
utilizadas como importante caracteristica taxondémica (Prichid & Rudall, 1999). A
variacdo no numero de fibras dos feixes vasculares das espécies analisadas sugeriu
maior proximidade entre H. sp. 1 e H. sp. 2 e mostrou diferencas com H. brasiliensis, ja
que esta ultima apresentou maior namero de fibras que as demais espécies. N0ss0s
resultados corroboram as observac6es de Cornehl (2009) que, mesmo ndo mencionando
o0 voucher utilizado em seu estudo, reportou folhas com fibras esclerenquimaticas para
uma espécie de Hagenbachia, confirmado por nds, pelas imagens das seccles das

sementes, tratar-se de H. brasiliensis. Gongalves (2004) relatou igualmente a presenca
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de fibras nos polos dos feixes vasculares para folhas de Herreria salsaparilha Mart.,
atualmente inserida também em Asparagaceae.

As variagdes micromorfoldgicas observadas para a superficie das sementes entre
H. brasiliensis, H. sp. 1 e H. sp. 2 possibilitaram diferenciar as trés espécies entre si,
mostrando caracteristicas compartilhadas com outras espécies da familia, especialmente
as do Velho Mundo. A espécie H. sp. 1 possui sementes morfologicamente semelhantes
as de Anthericum galpini reportadas por Obermeyer (1962) enquanto que as de H.
brasiliensis sdo similares as de Chlorophytum comosum, C. filipendulum e C.
petrophilum (Poulsen & Nordal, 2005) apresentando contorno reniforme em vista lateral
e dobras por toda cobertura, além de serem do mesmo modo dorsiventralmente
achatadas. Estas similaridades morfologicas entre as sementes de Hagenbachia,
especialmente H. brasiliensis, e as de Chlorophytum, género com historico também
relacionado a Anthericum (Obermeyer, 1962), correspondem com ligeiras variaces as
caracterizacOes realizadas por Poulsen & Nordal (2005) e Meerts & Bjora (2012). As
ornamentacdes da superficie das sementes e variacdo interespecifica encontrada em
Hagenbachia neste trabalho também foram similares aos registros para Herreria
(Lopes, 2003) em microscopia eletronica.

Caracteristicas compartilnadas em diferentes fases de desenvolvimento das
estruturas reprodutivas, como nos botdes florais e em flores em antese das espécies
analisadas (Fig 3d-f, 4a-c) forneceram informacdes substanciais para a distin¢do entre as
espéecies brasileiras de Hagenbachia. A superficie do filete formada por papilas
individualizadas € uma caracteristica compartilhada entre H. sp. 1 e H. sp. 2,
diferentemente de H. brasiliensis com superficie levemente coliculada, corroborando as
imagens apresentadas para a mesma espécie, por Cornehl (2009). Esta variacdo na
superficie do filete, assim como a forma da antera e outras caracteristicas florais, entre
as espécies também foi claramente mostrada em espécies de Chlorophytum da iIndia,
por Lekak et al. (2012).

O tipo de insercdo centrifixa entre os filetes e as anteras observadas para H. sp. 2
(Verdelandia) (Fig. 3f e 4c) podem ser considerados caracteres diagnosticos para esta
espécie. Tais caracteristicas assemelham-se as observacdes de Rudall (2001) em seu
trabalho sobre caracterizagdo de anteras pseudobasifixas para Chlorophytum aff.
nyassae (Rendle) S. Kativu e Echeandia, com anteras morfologicamente iguais as de H.

sp. 2, com um poro central na base onde se insere o filete. A parede reticulada dos gréos
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de polen monossulcados observados para Hagenbachia séo similares aos relatados para
outras Asparagaceae, como em Clara (Lopes et al., 2013).

A relacdo entre os géneros Echeandia, Hagenbachia, Anthericum e
Chlorophytum, segundo Cruden (2009) deve ser melhor investigada do ponto de vista
morfologico e filogenético, principalmente as espécies americanas. Anteriormente o
mesmo autor (Cruden, 1987) relacionou algumas caracteristicas que poderiam separar
Hagenbachia e Echeandia de Anthericum e Chlorophytum, como anteras dorsifixas s6
nas espécies do Novo Mundo, até 6 dvulos por loculo em Hagenbachia, oposto a
anteras ndo dorsifixas e mais de seis Ovulos por I6culo nos outros géneros. Anteras
centrifixas e dorsifixas sd0 mostradas em espécies de Chlorophytum da india por Lekak
et al. (2012). Antera cenrifixa foi mostrada em Echeandia echeandioides por Rudall
(2001). Outras caracteristicas morfologicas igualmente instaveis e pouco esclarecedoras
foram apontadas por Cruden (1987).

A proximidade morfoldgica existente entre Hagenbachia e outros géneros de
Asparagaceae, ficam evidentes em trabalhos que mostram registros da morfologia
externa de plantas, flores e sementes (p. ex. Nordal & Thulin 1993) ou incluindo
varredura de sementes (Meerts & Bjora, 2012). Lopes & Andreata (2003) analisando
filogenetica e morfologicamente Chlorophytum, Clara e Herreria apresentaram uma
espécie de Hagenbachia a qual foi considerada como Clara e no cladograma
posicionou-se mais proxima de C. ophiopogonoides, espécie tipo de Clara.

Pires et al. (2001) mostraram a proximidade filogenética de Echeandia
leucocrinum e Anthericum, o que pode ser relacionado com as observacfes de Kim et
al. (2010) ao reportarem a proximidade filogenética entre Herreria, Echeandia,
Chlorophytum e Anthericum.

Estudos recentes de posicionamento filogenético entre os géneros Anthericum e
Chlorophytum ndo suportaram a monofiletismo entre os taxons, Kativu & Bjora (2016)
realizaram a analise filogenética com cerca de 37 acessos de 35 espécies e Bjora et al.
(2017) com 69 acessos de 43 espécies de Chlorophytum e Anthericum e propuseram o
rearranjo de algumas espécies entre estes dois géneros, apresentando também imagens
de varredura de sementes.

As variacOes observadas nas caracteristicas morfoanatbmicas das folhas em
Hagenbachia sdo bastante continuas entre as trés espécies analisadas, ndo propiciando
auxilio na identificacdo especifica destas. J& as estruturas reprodutivas, principalmente

de androceu e sementes, mostraram uma variagdo ainda ndo descrita entre as espécies
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que pode auxiliar nas identificacdes. As caracteristicas morfoanatdmicas e
micromorfolégicas evidenciadas neste estudo comparadas com 0s materiais
herborizados, as chaves e descrigdes existentes para 0 género, como a revisao de Cruden
(1987), sugerem a necessidade da ampliacdo da amostra dos materiais analisados, bem
como da ampliacdo da distribuicdo geografica amostrada e de uma revisao taxonémica

para o género Hagenbachia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresentou além da caracterizacdo morfoanatdmica das folhas, uma
descricdo micromorfoldgica de diferentes estruturas florais e de sementes para espécies
brasileiras do género Hagenbachia. As diferentes abordagens com estereomicroscopio e
microscopia eletrbnica de varredura revelaram caracteristicas com grande potencial
diagndstico entre as trés espécies consideradas no estudo e, em adi¢do, demonstraram o
nivel de relevancia de cada técnica utilizada para o estudo deste género.

A morfoanatomia foliar apresentada neste trabalho conferiu um ndmero menor
de caracteristicas (2) que a micromorfologia de estruturas florais e das sementes (7),
diferentemente do observado no capitulo 2 da presente tese para as folhas das
Hypoxidaceae brasileiras. Todavia, as caracteristicas observadas para as margens
foliares e a presenca de esclerénquima nos feixes vasculares constituem caracteres
constantes quanto a sua importadncia taxondmica dentre as monocotiled6neas,
especialmente nas Asparagales. Estudos subsequentes envolvendo uma amostragem
significativa de individuos e, se possivel, com diferentes populacdes, poderdo integrar
os resultados aqui obtidos com o propdsito de estabelecer possiveis relacbes ecoldgicas
entre a distribuicdo das espécies e as caracteristicas descritas.

Quanto as caracteristicas micromorfoldgicas do androceu e das sementes nas
espécies analisadas, observamos um padrdo exibido entre os acessos de H. sp. 2
(Verdelandia e Januéria), sugerindo tratar-se da mesma espécie, estabelecendo um
padrdo de distribuicdo geografica para a mesma. As outras duas espécies, H. brasiliensis
e H. sp. 1, apresentaram caracteristicas importantes distintivas entre si e com H. sp. 2,
especialmente em relacdo a forma, superficie e insercdo dos filetes, além da forma e
superficie das sementes. Considero importante ressaltar que observacGes quanto a
morfologia dos frutos das Hagenbachia mostraram ser, da mesma forma, informativas
em nivel interespecifico para o género.

As informacdes apresentadas neste trabalho podem ser utilizadas como
ferramentas que auxiliardo na resolucdo das diferentes questbes taxondmicas e
nomenclaturais ainda ndo resolvidas para Hagenbachia. Os resultados obtidos neste
estudo serdo de grande auxilio no melhor conhecimento do género, possibilitando uma

melhor identificacdo e caracterizagdo das espécies na Flora do Brasil 2020 (in prep.).
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CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

A presente tese investigou caracteristicas morfoanatdbmicas de folhas em
especies de trés familias de Asparagales: Amaryllidaceae, Hypoxidaceae e
Asparagaceae, provendo novas informacdes para a tribo Griffinieae, endémica do Brasil
e 0s géneros Hypoxis, Curculigo e Hagenbachia, grupos importantes e ainda
inexplorados das Monocotiledoneas da flora brasileira.

Os resultados apresentados no Capitulo 1 constituiram um estudo de anatomia
classica para um grupo nunca antes investigado com estes parametros. Os trés géneros
de Griffinieae, Cearanthes, Griffinia e Worsleya, tiveram a estrutura morfoanatbmica
das folhas caracterizada e comparada entre as espécies, contribuindo com novas
caracteristicas micromorfologicas e morfoanatbmicas para a delimitacdo das mesmas,
especialmente em Griffinia. A subdivisdo das folhas em diferentes regides possibilitou
uma anélise mais minuciosa de um 6rgdo que possui caracteristicas compartilhadas
entre as diferentes espécies, mas que mostrou particularidades entre 0s acessos
analisados.

A metodologia utilizada para Griffinieae e as Hypoxidaceae brasileiras forneceu
dados satisfatérios quanto as questbes taxondmicas destes grupos, diferentemente do
observado para Hagenbachia, considerando que os caracteres micromorfolégicos de
estruturas reprodutivas foram evidentemente mais informativos neste tdxon quanto as
diferencas entre as espécies consideradas no estudo.

As informacOes adquiridas neste estudo, especialmente em Griffinieae, seréo
adicionadas a estudos filogenéticos (in prep.) possibilitando melhor entendimento
evolutivo das espécies de Griffinia, j& que durante a realizacdo da presente tese
firmamos uma parceria promissora com o doutorando Antdnio Campos Rocha e a prof.
Dra. Julie Dutilh, co-orientadora deste estudo.

O autor desta tese foi co-autor de trés artigos em parceria com 0 grupo de
pesquisa supracitado. No primeiro, foi descrita uma nova espécie do género Eithea (E.
lagopaivae), até entdo monotipico que, além das informacfes taxondmicas, apresentou
uma comparagdo morfoanatdmica entre as duas espécies. No segundo, duas espécies do
género Hypoxis foram relatadas para a flora do Estado do Espirito Santo. No terceiro,
foi descrita uma nova espécie do género Griffinia (G. albolineata) apresentando

informagdes morfoanatdmicas e de micromorfologia foliar.
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Os proximos passos a serem desenvolvidos com Griffinieae, Hypoxidaceae e
Hagenbachia possuem, a partir desta tese, ferramentas que possibilitardo explorar novas
abordagens como estudos comparativos entre diferentes populagdes, envolvendo
citogenética, biogeografia e filogenia. Em Griffinieae, maiores esclarecimentos acerca
da evolucdo da tribo enfocando a diversidade de ambientes de ocorréncia das espécies.
Em Hypoxidaceae e Hagenbachia, fazem-se necessarias revisdes taxonémicas em
ambos o0s grupos no Brasil, correlacionando as espécies com as demais

latinoamericanas.
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