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RESUMO

OLIVEIRA, Jos¢ Emilio Zanzirolani de, D. S., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2001. Plasticidade fenotipica da morfologia, de marcadores
quimicos e da anatomia de acessos de Bidens pilosa L. crescidos em
quatro altitudes. Orientador: Vicente Wagner Dias Casali. Conselheiros:
Luiz Claudio de Almeida Barbosa e Marcos Ribeiro Furtado.

A caracterizagdo de 46 individuos de Bidens pilosa, coletados em nove
altitudes, foi realizada a partir de sete sistemas enzimaticos, utilizando-se a
eletroforese em géis de amido a 12%. As enzimas fosfatase acida, O-esterase, [3-
esterase, glutamato oxaloacetato transaminase, peroxidase, chiquimato
desidrogenase e superoxido dismutase foram analisadas e apresentaram elevado
polimorfismo. As variagdes ocorreram entre individuos de mesma ou de
diferentes  altitudes.  Utilizando-se da matriz  de dissimilaridade obtida pelo
Complemento Aritmético do Indice de Similaridade de Jaccard, agruparanrse os
individuos pelo Método de Otimizagdo de Tocher e formaram-se dez grupos.
Seis gendtipos pertencentes a grupos isozimaticos distintos, representando as
altitudes 210, 450, 475, 675, 950 e 1.150 m, foram propagados vegetativamente,
em cultura de tecidos, obtendo-se clones. Esses foram padronizados, aclimatados
e serviram ao estudo da plasticidade fenotipica da influéncia da altitude em
plantas crescidas em vasos em quatro altitudes: 198, 479, 739 e 962 m e os
resultados avaliados em quatro colheitas baseadas nos estadios reprodutivos. O
inicio de florescimento variou entre os genétipos mantidos em uma altitude, bem

como no mesmo gendtipo em cada altitude. A primeira época de colheita de cada



gendtipo, em cada altitude, foi iniciada 14 dias apdés a constatacdo de que 50% de
suas plantas estavam floridas. A partir dessa colheita seguiramse as demais,
sendo mantidos intervalos regulares de 14 dias entre as colheitas, essas
representativas  dos  estddios reprodutivos:  florescimento, inicio de frutificagdo,
frutificacdo plena e senescéncia. As plantas de cada estddio serviram ao estudo
da plasticidade fenotipica. Esse estudo foi feito por meio de caracteres
morfométricos, de fitofarmacos e anatdmicos. Os estudos anatomicos foram
feitos apems no estddio de senescéncia. Os objetivos foram de identificar os
efeitos da altitude sobre estes caracteres e estimar a magnitude e o padrio de
resposta dos genotipos & altitudes testadas, bem como obter o coeficiente de
coincidéncia (CCo) entre a resposta a altitude semelhante a de coleta e
correlacionar as respostas das caracteristicas com as varidveis climaticas. Os
caracteres morfométricos analisados foram altura da planta, comprimento do
caule, nimero de ramos, nimero de capitulos, massa seca caulinar, biomassa
seca aérea, valor de SPAD foliar, nimero de folhas por planta, é&rea foliar por
planta, drea foliar média, massa seca foliar e nimero de folhas em 1 grama. A
andlise de fitofairmacos das folhas foi feita em extratos etanolicos (80%)
submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram identificados e
quantificados o 4cido clorogénico e o 4acido caféico e sua porcentagem na massa
seca foliar. Foram obtidas correlagdes entre as caracteristicas e os fatores
climaticos das altitudes, como temperaturas (maxima e minima), pluviosidade e
capacidade evaporativa do ar. O estudo anatomico foi feito com folhas,
analisando a espessura foliar total, espessura do parénquima palicadico, do
parénquima lacunoso, do mesofilo, das epidermes e as relagdes percentuais entre
os tecidos analisados. Obteve-se correlacdo entre as caracteristicas anatomicas ¢
climaticas como pressio atmosférica, umidade relativa do ar e luminosidade.
Pelos estimadores da plasticidade as altitudes influenciam a  resposta
morfométrica, de fitofarmacos e anatomica e cada genotipo apresentou resposta
de acordo com a altitude. Pelo CCo os caracteres morfométricos, de fitofarmacos
e anatomicos coincidiram em cerca de 53, 45 e 50%, respectivamente, com a
resposta a altitude semelhante a de coleta, indicando adaptacdo intermediéria
(CCo compreendendo o intervalo de 25 a 75%). A magnitude e o padrdo de



plasticidade foram especificos em cada genétipo, € nos caracteres morfométricos
e de fitofarmacos diferiram dentro do mesmo gendtipo em fungdo do estadio
reprodutivo. Estimou-se que cerca de 83, 76 e 60% da variagdo morfométrica, de
fitofirmacos e anatdmica, respectivamente, foram devido ao efeito da altitude.
Houve variagdo de fitofdrmacos entre as altitudes, sendo que na maior altitude
(962 m) ocorreu maior acumulo de dcido clorogénico € na menor altitude (198
m) ocorreu maior acumulo de 4cido caféico. O 4cido clorogénico e o 4cido
caféico tiveram correlagdo negativa com a temperatura € a evaporacdo € positiva
com a pluviosidade. O aumento da pressdo atmosférica ¢ da umidade relativa e a
diminuicdo da luminosidade promovem a diminuicdo da espessura dos tecidos
foliares, sendo o parénquima lacunoso o mais afetado. Conclui-se que a altitude
influencia na plasticidade fenotipica ¢ que o estudo da plasticidade em plantas
medicinais ¢ importante na selegio de gendtipos que possuam adequado
crescimento e produgdo de fitofarmacos, servindo na obtengdo de plantas
medicinais padronizadas, o que auxilia na determinagdo das doses terapéuticas a

serem empregadas medicinalmente.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Jos¢ Emilio Zanzirolani de, D. S., Universidade Federal de Vigosa,
August 2001. Phenotypic plasticity of morfology, of chemical marker and
of anatomy of access of Bidens pilosa L. grown in four altitudes. Advisor:
Vicente Wagner Dias Casali. Committee members: Luiz Claudio de Almeida
Barbosa and Marcos Ribeiro Furtado.

The characterization of 46 individuals of Bidens pilosa, collected in nine
altitudes, was held with seven enzymatic systems, using starch  gel
electrophoresis  12%. The acid phosphatase, O-esterase, [3-esterase, glutamate
oxaloacetate transaminase, peroxidase, shikimate dehydrogenase and superoxide
dismutase enzymes were analyzed and presented high level polymorphism. The
variations occurred among individuals of the same or different altitudes. Using
the dissimilarity matrix obtained by Jaccard Arithmetics Complement of
Similarity Index, the individuals were put into ten groups organized by Tocher’s
Optimization Method. Six genotypes pertaining to distinct isozimatic —groups,
representing the altitudes 210, 450, 475, 675, 950 and 1.150 m, were vegetatively
spread in a tissue culture, obtaining clones. These tissues were standardized,
acclimatized and served to the phenotypic plasticity study of the altitude
influence in grown plants in vases, in four altitudes: 198, 479, 739 and 962 m,
and the evaluated results in four harvests based in reproductive stages. The
blooming beginning varied among the genotypes kept in an altitude, just like the
same genotype in each altitude. The first harvesting period of each genotype, in
each altitude, was iniciated 14 days after observing that 50% of the plants were

Xi



flourished. After this harvest, the others happened, but the 14 days regular breaks
were kept between the harvests and these are representing reproductive —stages:
blooming, initial frutification, total frutification and senescence. The plants of
each stage served to the phenotypic plasticity study. This study was done using
morphometric, phytopharmac and anatomic characters. The anatomic studies
were done only in the senescence stage. The objectives were to identificate the
altitude effects in the characters and to estimate the magnitude and the response
pattern of genotypes to the tested altitudes and to obtain the coincidence
coefficient (CCo) between the same altitude response and the collecting response
and to correlate these responses with the climatic variations responses. The
analysed morphometric characters were the plant height, the stem length, the
branch number, the flowerhead number, the stem dry matter, the aerial dry
biomass, the leaf SPAD value, the leaves number in each plant, the total leaves
area per plant, the average leaf area, the dry leaf mass and the leaves number in 1
gram. The leaves phytopharmac analysis was done in ethanolic extracts (80%)
submitted to high performance liquid chromatography. The chlorogenic acid and
caffeic acid were identificated and quantificated and also their percentage in dry
leaf mass. Correlations between characteristics and altitudes climate factors were
obtained, like temperatures (maximum and minimum), pluviosity and the
evaporative air capacity. The anatomic study was done analyzing the total leaf
thickness, palisade  parenchyma  thickness, lacunary  parenchyma  thickness,
mesophyll thickness, epidermis thickness and the percentual relations among the
analyzed tissues. The correlation between the anatomic characteristics and
climatic ones like atmospheric pressure, relative air humidity and luminosity
were obtained. By the plasticity estimator the morphometric, phytopharmac and
anatomic responses were influenced by the altitude and each genotype presented
a response according to its altitude. According CCo the morphometric,
phytopharmac and the anatomic characters coincided around 53, 45 and 50%,
respectively, with the altitude response similar to the collect one indicating an
intermediate adaptation (CCo interval comprehended between 25 and 75%). The
magnitude and plasticity patten were specific in  each genotype and in
morphometric and phytopharmac  characters variations differed in the same



genotype due to the reproductive stage. Estimative numbers of the 83, 76 e 60%
of the morphometric, phytopharmac and anatomic variation, respectively, were
due to the altitude effects. There was phytopharmac variation among the altitudes
and in the higher one (962 m) there was a higher accumulation of the chlorogenic
acid and in the lowest altitude (198 m) there was a higher accumulation of the
caffeic acid. The chlorogenic acid and caffeic acid had negative correlation with
the temperature and the evaporation, but positive correlation with pluviosity. The
atmospheric  pressure increased, the relative air humidity increased and the
luminosity decrease promoted a decrease on the thickness of the leaves tissues
with the lacunary parenchyma the most affected. As a conclusion, the altitude
influences the phenotypic plasticity, and the plasticity study in medicinal plants
is important in selecting genotypes that have a suitable growing and
phytopharmac  production, serving in the obtension of standardized medicinal
plants, and this helps to determine the therapeuthic doses to be used medicinally.



INTRODUCAO GERAL

O interesse pelas plantas medicinais ¢ crescente, seja pela populacdo, na
busca de remédios mais baratos e eficazes, ou pelas industrias, na busca de novos
compostos farmacologicamente ativos. FEsse interesse desperta as pesquisas em
plantas medicinais. Entretanto, o conhecimento cientifico deparase com a
multiplicidade de interacdes bidticas e abidticas que ocorrem com essas plantas.
Dentro desse tema, foi realizado esta pesquisa abordando as interagdes da altitude
com a espécie medicinal Bidens pilosa L. conhecida popularmente com picio-
preto ou picdo. O enfoque dado a altitude foi devido a ocorréncia natural dessa
espécie ser desde o nivel do mar até cerca de 3.000 m de altitude e pelo seu
freqiiente uso terapéutico nos problemas hepaticos, como a hepatite e a ictericia.

O efeito da altitude foi verificado pela plasticidade fenotipica de Bidens
pilosa e quantificado o grau de adaptagdo quanto a altitude de ocorréncia natural.
Coletaramrse  espécimes em nove altitudes e desses selecionaram-se  seis
genotipos. Cada gendtipo, representando uma altitude de coleta, foi avaliado em
quatro altitudes. Tomowse o cuidado de analisar o mesmo gendtipo em todas as
altitudes, portanto, as plantas selecionadas foram clonadas, o que possibilitou que
uma mesma planta estivesse representada nas quatro altitudes avaliadas. Nessas
altitudes  obtiveramrse dados climatologicos didrios que foram correlacionados

com caracteres de morfologia, de fitofarmacos e de anatomia.



CAPITULO 1

ANALISE ISOZIMATICA E DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS
DE Bidens pilosa L. COLETADOS EM NOVE ALTITUDES

1.INTRODUCAO

Bidens  pilosa L., popularmente conhecida como picdo, ocorre
espontaneamente desde o nivel do mar at¢ cerca de 3.000 m de altitude,
acompanhando o homem e seus cultivos. E, devido a essa disponibilidade, tem
sido utilizada como alimento ou remédio nos problemas relacionados ao figado.

Em espécies de ampla dispersdo, como o caso de B. pilosa, a variabilidade
genética ¢ fundamental durante o processo de adaptacio e sobrevivéncia aos
ambientes diversos, como o0s encontrados em altitudes. Do ponto de vista
evolucionario, a protecdo contra estresse  ambiental ou mutagdo deve-se, em
parte, a existéncia de isozimas pois, segundo RAVEN et al. (1978), com essas ha
incremento  na  versatilidade bioquimica do  organismo. Objetivou-se  neste
trabalho:

1) Identificar e caracterizar a variabilidade isozimatica de acessos de Bidens
pilosa de nove altitudes;
2) Estimar a divergéncia genética entre os individuos, por meio de padrdes

isozimaticos, € formar grupos contendo padrdes similares.



2. REVISAO DE LITER ATURA

2.1. Origem, dispersao e importancia

Bidens pilosa L. possui seu centro de origem no México e ocorréncia
espontdnea onde ha intervencdo do homem que dispersa seus frutos por grudarem
a seus pélos ou vestes e, possivelmente, esse fato levou essa espécic a habitar
diversas altitudes (desde o nivel do mar até acima de 3.000 m) e seus dominios se
estenderem pelas regides tropicais e subtropicais do globo, com ocorréncia
espontinea em cerca de 40 paises (STRANG et al, 1980; LORENZI, 1982;
BASTIDAS et al, 1989). E encontrada em todo territorio brasileiro, sendo
conhecida principalmente como picdo ou picao-preto (LORENZI, 1982).

Essa planta é importante, pois onde ocorre possui emprego alimenticio ou
medicinal. Como alimento ¢ feito o cozimento das folhas, por ser boa fonte de
ferro, [-caroteno e proteinas (CORREA, 1984; BASTIDAS et al, 1989;
BENHURA e CHITSIKU, 1997). Embora todas as partes da planta sejam
empregadas medicinalmente, ¢ sobre as folhas que foi encontrado o maior
numero de referéncias de uso, seja externo e/ou interno. Externamente, o
preparado da planta na forma de emplastro alivia as inflamagdes, abscessos e
furinculos ¢ a forma de banho ¢ usada nos casos de hepatite. As folhas sdo
usadas internamente, na forma de suco e chd, nos casos de ictericia e hepatite.
Ainda na forma de chd ¢ usada nas inflamagdes da garganta e no controle do
diabetes. A planta toda ou suas partes sdo usadas devido a propriedade

estimulante,  antiescorbltica,  sialagoga, odontalgica  (principalmente a  raiz),
3



desobstruente, antidisentérica, vermifuga, vulnerdria, diurética e antileucorréica
(STRANG et al, 1980; GAVILANES et al, 1982; VASQUES et al, 1986b;
CORREA, 1984; MANANDHAR, 1993; AKAH e EKEKWE, 1995; RIVERA e
OBON, 1995; BENHURA e CHITSIKU, 1997). Diversas dessas propriedades
foram testadas e comprovadas, como por exemplo, a agdo colerética (YOMURA
et al., 1988).

2.2. Isozimas

2.2.1. Aspectos gerais

Isozimas sdo definidas como multiplas formas moleculares da enzima,
com especificidade similar ou idéntica por algum substrato, ocorrendo no mesmo
organismo (MARKET e MOLLER, 1959; GOTTLIEB, 1971).

As isozimas podem ser originadas de diversos sitios génicos, ou de
alteracdes  poOs-transcripcionais modificando  sua  estrutura  original ou  por
duplicagio do gene ou do nimero de cromossomos, com mutagdes subseqiientes
nos locos. Dessa maneira, ¢ detectado mais de um gene que contribui na
formagdo dessas enzimas, que, como outras, podem ser compostas por uma ou
mais subunidades de um polipeptidio (SCANDALIOS, 1975). As modificagdes
causadas pela mutacdo na seqiiéncia de nucleotidios de genes estruturais poderdo
ter modificagdes nas cargas finais dos polipeptidios constituintes dessas enzimas.
Com isso, durante a eletroforese, quando ocorre a migracdo destas moléculas
protéicas em um meio-suporte pelo uso de tampdes adequados, a separagdo das
isozimas pode ser processada por sua carga elétrica, seu tamanho e sua forma.
Tais moléculas enzimaticas, na presenca de substratos ou corantes especificos,
formam complexos insoliveis, permitindo a visualizagdo de bandas coloridas nos
locais correspondentes & suas posigoes de migragdo. As bandas que aparecem na
analise eletroforética da mesma enzima sdo chamadas de isozimas (GOTTLIEB,
1971; SCANDALIOS, 1975).



A deteccdo das isozimas envolve basicamente trés passos: 1) a extragdo de
proteinas do tecido vegetal; 2) a separacdo dessas proteinas por meio de
eletroforese; e 3) a coloragdo histoquimica do gel, o que permite a visualizacdo
do produto da reacdo enzimatica na forma de “bandas” no gel (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996).

2.2.2. Extracio, separacio eletroforética e coloracio das isozimas

A extragdo das isozimas ¢ feita do tecido vegetal (folhas, raizes, polen,
etc.), mantido em temperatura baixa € macerado em solugdes-tampao adequadas.
O extrato bruto deste macerado contém as enzimas com estabilidade e atividade
catalitica preservadas (ALFENAS et al., 1991).

A separacdo das isozimas ¢ processada de acordo com a carga elétrica, o
tamanho e a forma, sob a influéncia de um campo elétrico (BREWER e SING,
1970), quando submetidas a eletroforese em gel de amido ou poliacrilamida
(GOTTLIEB, 1971). O método se baseia na aplicacdo da diferenga de potencial
elétrico nas extremidades do gel, possibilitando o movimento das moléculas da
amostra. As moléculas carregadas negativamente migram em direcdo ao anodo
(+), enquanto as moléculas carregadas positivamente se direcionam ao catodo
(). Na comida eletroforética, utilizamse tampdes adequados a cada tipo de
isozima. Quanto a identificacdo das isozimas no gel, utilizamse reagdes
quimicas baseadas em suas atividades cataliticas especificas. Nesse processo sdo
fornecidos os substratos ¢ os cofatores necessarios a reagdo da enzima in vitro, €
os produtos gerados pela acdo enzimatica podem, por meio da reagdo secundaria,
formar produtos coloridos e insoluveis que permitem identificar exatamente a sua
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posicdlo no gel. Esses produtos formam “ban que visualizadas no gel sdo
transpostas ao papel milimetrado, ou fotografadas. O conjunto de bandas
reveladas ¢ denominado zimograma (PEIRCE e BREWBAKER, 1973;
ALFENAS et al., 1991; ROBINSON, 1998). Diversos métodos de coloragido por
enzima tém sido desenvolvidos (SHAW e PRASAD, 1970; SOLTIS et al, 1983;

ALFENAS et al., 1991; ALFENAS, 1998).



2.2.3. A importancia das isozimas como marcadores genéticos

Os estudos da variabilidade genética em espécies vegetais sdo iniciados
pela avaliagdo de caracteres morfologicos e, posteriormente, de moleculares,
como quimicos, bioquimicos ou de DNA. Marcadores bioquimicos, como as
isozimas, examinados por eletroforese, sd0 mais sensivels na estimagdo da
variabilidade genética do que os marcadores morfologicos, por serem menos
influenciados pelo ambiente. Por isso a utilizagdo desses marcadores tem sido
crescente nas Uultimas décadas (MILACH, 1998). Variantes de isozimas ocorrem
espontanecamente, ¢ raramente produzem efeitos deletérios. O controle genético
de isozimas mais comum em plantas ¢ o que envolve segregacdo monogénica €
codominancia, ou seja, expressio de ambos os produtos alélicos no heterozigoto,
tomando  possivel  identificar ~ facilmente  heterozigotos e  homozigotos
(SCANDALIOS, 1975). Na interpretacio dos padroes de bandas isozimaticas
resultantes, ¢ importante ter conhecimento prévio sobre o numero de subunidades
da enzima. Por exemplo, enzimas mononericas sao formadas por um Unico
peptideo; enquanto que enzimas diméricas, por dois. Individuos heterozigotos de
uma enzima dimérica, além das duas bandas correspondentes aos dois peptideos,
formam a terceira banda intermedidria, produto da conjugacdo dos dois peptideos
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Quando alguma banda particular
aparece na mesma posicdio no gel em todos os individuos examinados, a
suposicdo feita € que o gene que codifica esta enzima ndo variou. Isso torma
possivel detectar o loco que variou € o que ndo variou. Pelos locos que variaram
se determina o polimorfismo (GOTTLIEB, 1971).

Mesmo com o desenvolvimento de técnicas moleculares que revelam
grande polimorfismo em nivel de DNA, na eletroforese de isozimas ha vantagens
pela obtencdo de estimativas de variabilidade genética (PARKER et al, 1998),
sendo mais indicada nos estudos de microevolugdo (sistemas de cruzamento,
migragdo, estrutura de populagdes e hibridagdo). O uso de isozimas ¢
particularmente  interessante na  abordagem inicial de pardmetros  genéticos
populacionais em espécies pouco estudadas (ROBINSON, 1998), como ¢ o caso
da maioria das plantas medicinais.



2.2.4. Utilizacao de isozimas em plantas medicinais

As plantas medicinais conttm em um ou varios de seus Orgdos,
substdncias que podem ser usadas diretamente com fins terapéuticos ou em semi
sinteses quimicas ou farmacéuticas (ATISSO, 1979).

Nas espécies medicinais ocorrem variacoes de habito, ha herbaceas anuais
e perenes, trepadeiras, arbustos e darvores, e, principalmente variagdes na
composicao quimica.

As técnicas isozimdticas tém sido utilizadas nos estudos da diversidade
genética de plantas medicinais, auxiliando a identificacdo e caracterizagdo de
acessos, genotipos, variedades e tipos.

A andlise do polimorfismo isozimatico identificou e caracterizou a
variabilidade entre e dentro de duas populagdes de alfavaca (Ocimum selloi) por
AMARAL e CASALI (2000), na identificacdo e caracterizagdo de acessos picao
(Bidens pilosa) coletados em sete altitudes por OLIVEIRA e CASALI (1999), na
determinagdo da taxa de cruzamento de picdo de flores radiadas e ndo radiadas
por SUN e GANDERS (1990) e na determinagdo da biologia da reproducdo em
estévia (Stevia rebaudiana) por BALLVE (1992).

Nas analisess de AMARAL e CASALI (2000) foram utilizados os
resultados do polimorfismo das enzimas fosfatase acida (ACP), esterase (EST),
glutamato  oxaloacetato transaminase (GOT), peroxidase (PO) e chiquimato
desidrogenase (SKDH) em duas populagdes de alfavaca (Ocimum selloi). Em
todos esses sistemas foram detectadas variabilidade entre e dentro das duas
populagdes. A separacdo dessas populagdes foi possivel pela andlise conjunta
desses sistemas polimorficos.

Na andlise isozimatica de sete acessos de Bidens pilosa, realizada por
OLIVEIRA ¢ CASALI (1999), detectaram-se variantes isozimaticos de ACP,
EST e PO. Nos acessos das altitudes extremas (5 e 1.160 m) houve variagdes
mais marcantes. A diferenca em nimero de bandas entre os acessos coletados na
menor ¢ maior altitude foi detectada em ACP, respectvamente dez e oito bandas.

O grande nimero de bandas isozimdticas comuns a todos os acessos (27 das 35



bandas reveladas) levaram os autores a suporem essa caracteristica favoravel a
adaptacdo de B. pilosa a diversas altitudes.

Na familia Asteraceae, hd plantas com flores radiadas e ndo radiadas. Essa
diferenca morfologica, presente também na espécie Bidens pilosa, propicia
diferenca na fecundacdo das plantas. Os raios das flores facilitam a localizacdo
dessas e favorecem o pouso dos insetos polinizadores, o que auxilia na
fecundacdo cruzada, enquanto as flores ndo radiadas tendem a ocorrer em plantas
com elevadas taxas de autopolinizagdo. Esse fato levou SUN e GANDERS
(1990) a estudarem a taxa de cruzamento de picdo (Bidens pilosa) que possuiam
flores radiadas e ndo radiadas utilizando 34 sistemas isozimaticos e plantas do
Havai com trés formas de flores: radiada, intermediaria e¢ ndo radiada. Nesse
estudo determinaram que essa espécie € autdgama, com taxa de fecundacdo
cruzada de 8,8% nas formas radiadas, 5,1% nas formas intermediarias ¢ 4,3% nas
formas sem raio. Com o auxilio das isozimas, sendo o loco Pgi-3, da enzima
fosfoglico isomerase, utilizado como marcador, observaram a ocorréncia de
grande heterozigosidade, mas de pequena diversidade genética dentro e entre
populagdes.

Na determinacdo da biologia da reproducdo em estévia (Stevia
rebaudiana), BALLVE (1992) obteve resultados confirmadores da reprodugio
sexuada dessa espécie. Trabalhos anteriores baseados em  caracteristicas
morfologicas da flor haviam concluido ser a espécie de reproducdo assexuada
(apomitica), entretanto, os resultados contrdrios obtidos com variantes de
fosfatase acida (ACP), esterase (EST), glutamato oxaloacetato transaminase
(GOT) e peroxidase (PO), além dos de leucina aminopeptidase (LAP), fosfoglico
isomerase (PGI) e fosfoglicomutase (PGM) detectaram variagdo isozimatica
entre e dentro de progénies individuais, o que confirma a reproducdo sexuada,
principalmente por sementes aldgamas.

Nas plantas de propagacdo sexuada hd variagdo maior dentro do que entre
populagdes, enquanto que nas de reproducdo assexuada a variagdo ocorre entre
populagdes, como por exemplo o dente-de-ledo (Taraxacum officinale), citado
por DIGGLE et al. (1998), espécie medicinal de reprodugdo assexuada por meio

de sementes apomiticas.



A separacdo de quatro espécies do género Plantago foi realizada por
PRAMANIK e RAYCHAUDHURI (1997), utilizando o  polimorfismo
isozimatico de esterase (EST) e superdxido dismutase (SOD). Os autores
observaram que apenas o uso da EST ou da SOD serviria a separagdo das
espécies e por isso consideraram serem esses importantes marcadores
bioquimicos na determinagao de espécies do género Plantago.

FUENTES-GRANADOS et al. (1998) utilizaram as analises isozimaticas
no estudo da heranga isozimatica das progénies de cinco populagdes de hissopo
aniz (Agastache foeniculum), determinando a diversidade genética entre e dentro
das populagoes.

SEVESTRE-RIGOUZZO et al. (1993) utilizaram o  polimorfismo
isozimatico na deteccdo de hibridos naturais entre Catharanthus roseus ¢ C.

trichophyllus .

2.2.5. Variabilidade Genética

As medidas mais wusuais de verificacdo da varabilidade utilizando
isozimas baseiamrse na amostragem aleatoria de locos obtida em populagdes nao
hierarquicamente ~ estruturadas. Ao focalizar multiplos locos dessas populagdes,
diversos indices e coeficientes tém sido propostos a fim de expressar o grau de
similaridade e distincia genética entre amostras de populagdes. Alguns desses se
baseciam nas freqiiéncias alélicas estimadas de modo convencional, enquanto
outros operam com freqiiéncias alélicas arbitrarias dos tipos 1 e 0, referindo-se,
respectivamente, a presenga € a auséncia de dado alelo. Muitos coeficientes sdo
calculados com base em locos individuais, sendo a distancia final obtda a partir
da média das distincias dos locos. Outros sdo calculados, usando-se a
combinacdo de todos os locos, sem individualizar quaisquer deles. Além disso,
muitas  distdncias genéticas sdo essencialmente medidas a partir de distincias
geométricas, sem qualquer conteudo genético, e por issO mesmo  s30
denominadas coeficientes de dissimilaridade ou divergéncia (DIAS, 1998). A
divergéncia genética pode ser definida como a expressio da dissimilaridade entre

dois individuos. A andlise da divergéncia genética tem sido utilizada pelos



melhoristas de plantas na investigacgdo do parentesco entre as espécies, da
diversidade de origem geografica, da capacidade de combinagdo e da heterose
(ALFENAS et al, 1991). Sendo que os padrdes isozimaticos se prestam a estes
trabalhos, bem como a -caracterizagdo e identificacdo de genétipos, acessos e
variedades, em espécies cultivadas ou silvestres. Nesses estudos podem ser
realizados cruzamentos seguidos de andlises de segregacdo desses marcadores.
Como as isozimas seguem padrdes Mendelianos de segregagdo, ¢ possivel
estimar o grau de divergéncia entre determinado numero de locos que codificam
enzimas mesmo nha auséncia de cruzamentos (GOTTLIEB, 1971).

No caso dos fendtipos ndo mtepretiveis em nivels de locos e alelos ¢
empegado o Indice de Similidade de Jaccard, por esse ser proprio aos dados de
presencaauséneia de bandas  isozimdticas (ALFENAS et al, 191). Ese indice ¢
definido pela fomula:

L= e

atb+c

em que:
a= nimero de casos em que a banda estd presente nos dois acessos,
simultaneamente;
b= numero de casos em que a banda esta presente somente no acesso i;
c= numero de casos em que a banda estd presente somente no acesso 1’

(SNEATH e SOKAL, 1973).

A estimativa da similaridade ou dissimilaridade entre os individuos ¢ a
primeira etapa do processo de agrupamento e a segunda € a técnica de
agrupamento na formagdo dos grupos. A andlise de agrupamento tem por
finalidade reunir, com base em algum critério de classificacdo, as unidades
amostrais em varios grupos, de tal forma que existam homogeneidade dentro dos
grupos € heterogeneidade entre eles (CRUZ, 1997). Alternativamente, as técnicas
de andlise de agrupamento tém por objetivo, ainda, dividir algum grupo original
de observagdes em varios grupos homogéneos, segundo algum critério de

similaridade e dissimilaridade (CRUZ, 1990; MORAIS, 1992).
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Destaca-se, dentre os métodos de agrupamento, o método de otimizacdo,
proposto por Tocher, o qual adota o critério de manter a distincia média
mtragrupo  sempre  inferior a qualquer distincia intergrupos (CRUZ, 1997). Esse
método requer a obtencdo da matriz de dissimilaridade, em que a dissimilaridade
foi obtida pelo complemento aritmético do Indice de Similaridade de Jaccard,

utilizando-se a seguinte expressao:

Cpp=1-TIy

em que:

Ciir = medida de dissimilaridade;
I;;; = indice de Jaccard.

A obtengdo de estimativa da divergéncia genética com base em dados
isozimaticos foi utilizada em pesquisas com espécies medicinais. O Indice de
Similaridade de Jaccard, com base no coeficiente de dissimilaridade de variaveis
binarias obtidos de dez sistemas isozimaticos, foi utilizado por LOPES (1997) na
estimacdo do grau de variabilidade genética entre oito acessos de erva-de-bicho
(Polygonum punctatum Ell). Os valores do coeficiente serviram, com o emprego
do Meétodo de Otimizagdo de Tocher, a formagdo de trés grupos de individuos
com padrdes isozimaticos similares, indicando baixo grau de divergéncia

genética entre 0s acessos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao dos individuos

As plantas amostradas de Bidens pilosa ocomiam naturalmente em nove

altitudes, variando de 210 a 1.150 m (Quadro 1). Foram coletados 46 individuos,

no periodo de agosto-setembro/1999, ¢ mantidos em cultivo no Grupo Entre
Folhas - Plantas Medicinais, em Vigosa-MG. Apds o periodo de um més foi

realizada a analise isozimatica das partes apicais.

Quadro 1 - Altitude, local, area e habitat de coleta das 46 espécimes de Bidens

pilosa L. 1999

Altitude"” Local de Coleta N© Area e Habitat de Coleta

210 Leopoldina (MG) 4 Urbana - terreno baldio, ensolarado e seco

450 Leopoldina (MG) 5 Rural - horta, sombreada e imida

475 Oratorios (MG) 7 Rural - horta, ensolarada e umida

675 Vigosa (MG) 6 Rural - horta, ensolarada e imida

795 Araponga (MG) 3 Rural - horta, ensolarada e umida

800 Araponga (MG) 3 Rural - horta, ensolarada e umida

875 Canad- Araponga (MG) 7 Rural - horta, ensolarada e timida

950 Araponga (MG) 7 Rural - horta, ensolarada e umida
1.150 Araponga (MG) 4 Rural - horta, ensolarada e imida

D Altitude em metros; ® N = ntimero de individuos coletados.

Na identificacio dos individuos coletados utilizowse a altitude de coleta

seguida de

algarismos

Tromanos

minusculos  subscritos,  representando
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individwo. Assim, o primeiro individuo coletado na altitude 210 m foi

representado por 210;, o segundo por 210; e assim por diante.

3.2. Obtencao dos dados isozimaticos

As 46 plantas amostradas encontravam-se em estddio de florescimento.
Em cada planta coletaramrse, com auxilio de tesoura, as folhas nas regides
apicais dos ramos vegetativos. Essas amostras foram colocadas em embalagens
identificadas, acondicionadas em recipiente de isopor contendo gelo e levadas ao
Laboratorio de Melhoramento de Hortalicas, do Departamento de Fitotecnia da
UFV. Nesse, imediatamente, pesaramrse cerca de 500 mg de material os quais
foram macerados em almofariz, utilizando PVPP  (Polivinilpolipirrolidona) e
solugdo extratora nimero 1 e numero 3 de ALFENAS et al (1991). A
composicdo das solucdes extratoras encontra-se no Apéndice. A proporcao de
tampdo extrator ¢ amostra foi de 1:1 (mL g') na analise do sistema peroxidase e
de 2:1 na andlise dos demais sistemas. O extrato foi absorvido em tiras de papel
cromatografico Whatman 3M, medindo 1,5 x 0,6 cm, que foram envoltos em
papel aluminio previamente identificados e esses transferidos a  recipientes
contendo nitrogénio liquido. Em seguida, foram retirados, acondicionados em
sacos plasticos ¢ mantidos em refrigerador a —70 °C. A corrida eletroforética foi

realizada com estas amostras contidas nas tiras de papel aplicadas nos ggis.

3.3. Preparo do gel

No preparo dos géis a 12%, foram utilizados 42 g de amido suspensos em
350 mL de solugdo-tampao (descrita na Tabela 2), em frasco kitasato de 1 L, sob
agitacdo constante e a temperatura ambiente. Apos homogeneizacdo, a suspensdo
foi levada ao cozimento em fomo microondas, por 3 a 4 minutos, interrompendo-
se esse cozimento e agitando-se fortemente a suspensdo a cada 15 segundos. Ao
atingr a fervura e a solugdo tormar-se viscosa e transparente, retirou-se o frasco
do microondas e procedeu-se a retirada das bolhas, acoplando o kitazato a uma

bomba de vacuo. Em seguida, verteu-se a suspensio em formas de acrilico, com

13



o cuidado de evitar a formacdo de bolhas, e cobriu-as com placas de vidro, a fim
de uniformizar a superficie e evitar o excesso de evaporagao.

No dia anterior a comida, os géis foram preparados, mantidos em
temperatura ambiente e, posteriormente, acondicionados em geladeira até a

corrida eletroforética.

3.4. Aplicaciao das amostras no gel

Os géis foram retirados da geladeira, e, com o auxilio de bisturi, fezse um
corte transversal a 4 cm da extremidade catodal (-). A parte menor do gel foi
afastada a fim de facilitar a aplicacdo das amostras.

As amostras foram colocadas na face cortada do maior gel, em posicoes
eqiiidistantes, num total de dez amostras em cada gel. Nas extremidades, foram
inseridos papelotes de azul-de-bromofenol com a finalidade de permitir a
visualizagdo da frente de migragdo ¢ do término da corrida. Em seguida, as duas
partes do gel foram wunidas, seguindo-se a comrida eletroforética na posigao

horizontal.

3.5. Eletroforese

As corridas eletroforéticas foram realizadas a 4 °C. As formas de acrilico
contendo os géis foram colocadas em suportes entre duas cubas com eletrodos,
cada cuba contendo cerca de 100 mL de tampdo apropriado a cada sistema.
Tecido tipo “perfex”, dobrado uma vez, foi utilizado como ponte conectando o
gel & cubas dos eletrodos.

Inicialmente foi feita uma pré-corrida de 30 minutos, a 20 mA (130 V).
Esse procedimento foi usado visando transferir as enzimas das tiras de papel ao
gel, uniformizando a partida de todas as amostras. Apds esse periodo retiraram-se
as tiras de papel e retomou-se a eletroforese, em 35 mA (210 V), permanecendo
assim at¢ o final da comrida, quando a cor azul do azul-de-bromofenol atingiu a

marca de 9 cm, a partir da origem.
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3.6. Revelacao, fixacio e secagem do gel

Terminada a  comida  eletroforética, os  géis  foram  fatiados
longitudinalmente a espessura de 2 mm, com o auxilio de um fio de nailon
numero 20 e réguas plasticas superpostas, usadas como guias. Das cinco fatias
obtidas, descartou-se a fatia superior, de baixa resolugdo, ¢ as demais foram
colocadas em bandejas de vidro tipo “pirex”, onde foi adicionada solucdo
reveladora apropriada a cada sistema isozimatico (Apéndice).

Foram analisados os sistemas isozimaticos fosfatase acida (ACP), a-
esterase  (0-EST), [-esterase (B-EST), glutamato oxaloacetato transaminase
(GOT), peroxidase (PO), chiquimato desidrogenase (SKDH) e superdxido
dismutase (SOD). Os sistemas tampdo gel/eletrodo utilizados foram os propostos
por SHAW e PRASAD (1970) e SOLTIS et al. (1983) e se encontram no Quadro 2.

O conjunto permanecia em incubacdo, a fim de favorecer a coloragdo. Na
revelagdo dos sistemas ACP, a-EST, B-EST, GOT, SKDH e SOD, a cuba com os
géis foi colocada em estufa a 37 °C, no escuro; enquanto que no sistema PO o gel
foi submetido a 4 °C, em refrigerador, até a revelagio das bandas, que ocorria
em uma hora, aproximadamente.

Apos a revelagdo, procedense ao descarte da solucdo, a lavagem dos géis
em agua corrente e, em seguida, a sua fixacdo em solugdo de glicerina 10%, por
cerca de 12 horas, em refrigerador a aproximadamente 4 °C. Os géis, ap0s
adquirirem consisténcia foram colocados entre duas folhas de papel celofane, que
estavam previamente embebidas em 4gua e, em seguida, o conjunto foi estendido
em bastidor de madeira e mantido em posicdo vertical (conforme descrito em
ALFENAS et al, 1991). Depois de seco, o gel foi removido do bastidor,
devidamente identificado e seguiu-se a analise desses.

3.7. Leitura das bandas e confec¢io do zimograma

A andlise dos géis foi feita com o auxilio de diafanoscopio e régua
milimetrada. As zonas de atividade e respectivas bandas eletroforéticas foram

esquematizadas em papel milimetrado, detalhando-se as distancias de migragdo,
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a largura e a intensidade das bandas. No conjunto de todas as bandas ou
zimograma as regides de atividade foram identificadas alfabeticamente em ordem
decrescente de mobilidade, em relagio a origem. A regido com as bandas de
maior mobilidade no sistema isozimatico foi denominada de regido a (uma regido
ndo necessariamente corresponde a um loco). Quanto aos valores de mobilidade
relativa (Mr), a banda de maior migragdo recebeu o valor 1,0; as demais, seguiu-
se a equivaléncia até a origem, tendo essa o valor zero. O conjunto de bandas de
diferentes  mobilidades  eletroforéticas, em suas posicOes, nos  respectivos

individuos foi denominado de padrao.

3.8. Analise da divergéncia genética por padrdes de bandas isozimaticas

A andlise foi feita objetivando-se estimar a distAncia genética entre os
individuos a partir de dados isozimaticos. Utilizaram-se a metodologia da andlise
multivariada do Indice de Similaridade de Jaccard e o Método de Otimizacio de
Tocher, calculados por meio de recursos computacionais do programa GENES,
desenvolvido pelo Professor Cosme Damido Cruz, do Setor de Genética do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa, -cujas
instrugdes operacionais encontram-se descritas em CRUZ (1997).

3.9. Estimacio da Divergéncia Genética por Padroes isozimaticos

Utilizou se o Indice de Similaridade de Jaccard, definido pela formula:
Iy = -
atb+c
em que:
a= nimero de casos em que a banda estd presente nos dois acessos,
simultaneamente;
b = numero de casos em que a banda esta presente somente no acesso i,

c= numero de casos em que a banda estd presente somente no acesso i’

(SNEATH e SOKAL, 1973).
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A dissimilaridade com base em dados isozimaticos foi obtida pelo
Complemento  Aritmético do Indice de Similaridade de Jaccard (CRUZ,1997),
dado por:

CLi-=1- I~
em que

C;;i» = medida de dissimilaridade;

I;;-= indice de Jaccard.

3.10. Método de Otimizacio de Tocher

Utilizowse o método de Tocher, citado por RAO (1952). Nesse método
adota-se o critério de que a média das medidas de dissimilaridade dentro do
grupo deve ser menor do que as distancias médias entre quaisquer grupos.

Esse método requer a obtengdo da matriz de dissimilaridade, sendo
utilizado o complemento aritmético do Indice de Similaridade de Jaccard.

Por meio da matriz de dissimilaridade, foi identificado o par de individuos
mais similar, formando-se o grupo inicial. A inclusdo de novos individuos no
grupo foi feita mediante comparacdo do acréscimo no valor médio da distancia
dentro do grupo e o nivel maximo permitido (0) a fim de que a distdncia média
intragrupo seja inferior a qualquer distancia intergrupo (CRUZ, 1997).

No limite de acréscimo de individuos em cada grupo (0) foi adotado o
valor maximo da medida de dissimilaridade encontrado no conjunto das menores

distancias envolvendo cada individuo (CRUZ, 1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ajuste de metodologia

As enzimas presentes nas amostras preparadas conforme procedimento
descrito na metodologia e armazenadas a -70 °C permaneceram ativas € estaveis
durante 7 dias. Entretanto, nas analises realizadas aos 15 dias, houve declinio da

atividade enzimatica, observando-se bandas de baixa resolugao.

A perda de resolucdo apds 15 dias foi observada por SOUZA (1996) ao
analisar amostras de extratos de folhas de acerola (Malpighia sp.) mantidas a —20
°C. Essa autora enfatizou a necessidade de melhoria da solu¢do extratora a fim de
conservar a atividade enzimatica por maior periodo.

As combinagdes de tampdes do gel e do eletrodo e a resolugdo obtida
encontramrse no Quadro 2. Nos sistemas enzimaticos O-esterase (O-EST),
peroxidase (PO) e superoxido dismutase (SOD) houve resolugdo satisfatoria em
dois sistemas.

Os sistemas enzimaticos foram selecionados pelo polimorfismo, atividade
e resolugdo satisfatorios, permitindo sua interpretacdo genética. Nos sete
sistemas, fosfatase acida (ACP), o-esterase (0-EST), [-esterase (B-EST),
glutamato  oxaloacetato  transaminase = (GOT), peroxidase (PO), chiquimato
desidrogenase (SKDH) e superoxido dismutase (SOD), detectaramrse 72 bandas,
sendo a maioria polimérfica. Essas foram utilizadas nas analises de diversidade

genética.
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Quadro 2 - Solugdes-tampao utilizadas no preparo do gel destinado a eletroforese dos individuos de Bidens pilosa L. Vigosa-MG, 1995

Tampao do Eletrodo Tampao do Gel Enzima Resolugdo (*) Referéncia
Tris (0,135 M) 16,35 ¢g Solugdo -tampao do eletrodo 66,70 mL ACP + SHAW e
Acido citrico (0,043 M) 9,04 g Agua destilada 1.000,00 mL PO + PRASAD
Agua destilada 1.000,00 mL SKDH + (1970)

pH 7,0 pH 7,0 SOD -
Acido bérico (0,3 M) 18,55 ¢ Tris (0,015 M) 1,84 g a-EST + SOLTIS et al.
NaOH (0,1 M) 4,00 g I:Xcido citrico (0,004 M) 0,69 g B-EST + (1983)
Agua destilada 1.000,00 mL Agua destilada 1.000,00 mL GOT +

pH 8.6 pH 7,8 PO +

SOD +

LiOH (0,038 M) 1,60 g LiOH (0,004 M) 0,019 ¢g o-EST + SOLTIS et al.
Acido borico (0,188 M) 11,60 g Tampéo Tris-citrato (5,45 g Tris 0,045 M, B-EST + (1983)
Agua destilada 1.000,00 mL 1,28 g Acido citrico 0,007 M) 900,00 mL GOT +
Ajuste o pH utilizando os componentes Solugdo-tampao do eletrodo 100,00 mL PO +
secos até Adicione NaOH (1,0 M) até SOD +

pH 8,3

pH 8,3

(*) Resolugdo: + = atividade e resolugdo satisfatorias, = = atividade aceitdvel e resolucao regular e

baixa.

= atividade aceitavel, mas resolugao



Em todos os sistemas isozimaticos testaram-se dois tampdes extratores,
citados por ALFENAS et al. (1991): o de ntimero 1 e o de numero 3. O tampao
extrator 1 foi melhor que o 3, nos sistemas testados, por revelar bandas bem
nitidas e mais estaveis. Apenas o sistema SKDH teve resolugao adequada quando
a extragdo foi feita com o tampao 3.

A quantidade de tampao extrator foi testada em relacdo a massa de
amostra foliar. As propor¢des empregadas foram 1:1 e 2:1 de tampao extrator
(mL) em relagdo amassa de amostra de folhas (g). Nos sistemas isozimaticos
observou-se que a propor¢ao 2:1 ¢ melhor do que 1:1, exceto no sistema PO. A
proporcao 2:1 provavelmente auxilia na extracdo mais eficiente € mantém a
atividade enzimética, possivelmente devido a maior quantidade de conservante
junto & enzimas extraidas. No caso da PO, a proporgao 1:1 revelou bandas de
maior e menor intensidade de colora¢do, enquanto que na propor¢ao 2:1 somente
as bandas de maior intensidade foram reveladas, pela provavel diluicao da
amostra.

Na pré-corrida as amostras foram testadas nas condigdoes de 15 e 20 mA.
Houve substancial melhoria de resolugdo nos zimogramas, por meio do aumento
da voltagem durante a migragdo inicial. A 20 mA as bandas revelaram maior
nitidez e intensidade de coloracao.

Os sistemas-tampao descritos por SHAW e PRASAD (1970) e SOLTIS et
al. (1983) foram adequados ao tecido foliar de B. pilosa (Quadro 2). No sistema-
tampao descrito por SHAW e PRASAD (1970) houve resolucdo satisfatoria na
maioria das enzimas. No sistema-tampdo descrito por SOLTIS et al. (1983) a
resolucdo foi regular na maioria das enzimas, sendo apenas aproveitados os ggis
com resolucao satisfatoria.

Na analise dos dois sistemas descritos por SOLTIS et al. (1983), verificou-
se que nas bandas reveladas de esterases @-EST e B-EST) em pH 8,3 do eletrodo
a mobilidade foi menor, mantendo-se na metade superior do gel, em comparagdo
com as reveladas em pH 8,06, que tiveram mobilidade maior. Com isso, as bandas
de maior mobilidade em pH 83 ndo foram observadas em pH 8,6. Em tampao de

pH 83, as bandas de B-EST tiveram maior intensidade de coloragdo, ja as de a-
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EST ficaram com menor espessura € menor coloragdo quando comparadas com
as bandas obtidas em pH 8,6.

No sistema-tampao descrito por SHAW e PRASAD (1970), as bandas
isozimaticas de ACP ¢ SKDH tiveram resolucdo satisfatoria, com bandas
reveladas na posicdo mediana do gel. A atividade catodal das bandas de PO
foram melhores no sistema SHAW e PRASAD (1970), ja as bandas anodais, a
semelhanca do que ocorreu com SOD, tiveram migragdo até proximo ao fronte
do gel (extremidade positiva), sendo difusas e por isso foram melhores
visualizadas no sistema descrito por SOLTIS et al. (1983) cujas bandas foram
detectadas na metade superior do gel.

No sistema-tampao descrito por SOLTIS et al. (1983), as bandas
isozimaticas de GOT e SOD tiveram resolucdo satisfatoria, com maior
intensidade de coloracdo em pH 8.3 do eletrodo do que em pH 8,6. No pH 83 as
bandas migraram at¢é a metade do gel e ficaram mais nitidas, j4 no pH 8,6 as
bandas migraram mais e ficaram deformadas, principalmente as das extremidades
laterais do gel por migrarem mais que as da regido central.

4.2. Avaliacao dos padroes isozimaticos

Nos zimogramas, as bandas foram representadas de acordo com as
distincias de migragdo, largura e intensidade. Os padroes de cada sistema
enzimatico foram enumerados, agrupando-se os individuos correspondentes. Os
padrdes foram esquematizados em quadros de distribuicdo dos individuos e as
respectivas bandas, com os numeros O e 1 indicando auséncia e presenca de
bandas, respectivamente.

Foi obtida boa separacao em todos os sistemas testados, estando as bandas
anodais na por¢ao mediana do gel.

Nos sete sistemas houve atividade isozimatica anodal; PO teve também

atividade catodal.
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4.2.1. Fosfatase acida (ACP)

O sistema ACP teve atividade nas folhas, revelando sete padrdes (Figura
1), com a maioria dos individuos correspondendo ao padrdao I (Quadro 3). Houve
variagdo entre os individuos das altitudes e dentro das altitudes, com individuos

da mesma altitude (450, 475 e 675 m) apresentando dois padrdes de ACP.

M ACP
)
A
1,0_
o O e O Reiio g
e R e W gt
e O e O s [
0,8 |
— = "
= Regido b
0,6 mm L
04. [ N N N Regido ¢
—
0,2 |
0

G 1 T m IV

Figural- Zimograma do sistema enzimatico fosfatase acida (ACP), obtido por
eletroforese em gel de amido, do tecido foliar de 46 individuos de

Bidens pilosa L. de nove altitudes, com a respectiva mobilidade relativa
(Mr). Vigosa-MG, 1999.

Quadro 3 - Padrdes de bandeamento da enzima fosfatase 4acida (ACP) nos 46
individuos de Bidens pilosa L.

Padrao Bandas Individuos (%)
12345678910111213 210 450 475 675 795 800 875 950 1.150
I 1111010100 110 - 8 14 67 100 100 100 100 100
I 1110000101 110 - - - 33 - - - - -
m 1111110100 111 100 - - - - - - - -
Iv. 0010011010 110 - 20 86 - - - - - -

0 =auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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Foi observada a coloracdo de 13 bandas no total, com 6 a 10 bandas
presentes em cada padrio e, no intuito de facilitar a descricdo, foi feita a divisdo
dessas em trés regides de atividade (Figura 1).

Todas as regides apresentaram polimorfismo. Na regido a foi detectada a
presenca de trés bandas, com a auséncia das duas primeiras no padrio IV. A
regidlo b foi a de maior nimero de bandas, oito bandas, com variagdo de
intensidade de coloragdo, de espessura e de auséncia e presenca de bandas. A
regido ¢ foi a menos polimoérfica, cujas bandas revelaram variagdes de espessura,
banda 12, e presenca da banda 13 apenas no padrao III.

A interpretagdo genética dessas variantes nao foi possivel devido ao
grande numero de bandas e a diversidade de combinagcdo ocorrida nas regides de
atividade. Entretanto, em trabalho realizado por OLIVEIRA e CASALI (1999)
com essa espécie ficou claro o comportamento monomérico de ACP. Esses
autores obtiveram padrdes de bandas diferentes entre individuos coletados na
menor e maior altitude, respectivamente 5 e 1.160 m, essas com dez e oito
bandas. Esse mesmo nimero de bandas foi observado neste trabalho nos
individuos da menor altitude e maior altitude, respectivamente, individuos 210 e
1.150 (Quadro 3).

Esse sistema serviu a separacdo dos individuos de 210 m de altitude dos

demais.

4.2.2. a -Esterase (a -EST)

No sistema oO-EST houve atividade nas folhas, revelando onze padrdes
(Figura 2), com a maioria dos individuos correspondendo ao padrdo Il (Quadro
4). Houve variagdo dos individuos entre altitudes e dentro das altitudes. Apesar
disso, os individuos de 210 e 675 revelaram padrdes distintos dos demais.

Foi observada a coloragdo de 16 bandas no total, com trés a oito bandas

por padrao, com a distingao de trés regides de atividade (Figura 2).
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Figura2 - Zimograma do sistema enzimatico o-esterase (o-EST), obtido por
eletroforese em gel de amido, do tecido foliar de 46 plantas de Bidens
pilosa L. de nove altitudes, com a respectiva mobilidade relativa (Mr).
Vicosa-MG, 1999.
Quadro4 - Padrdes de bandeamento da enzima O-esterase (a-EST) nos 46
individuos de Bidens pilosa L.
Padrao Bandas Individuos (%)

12345678910111213141516 210 450 475 675 795 800 875 950 1150

I 1111001001 001100 - - - 33 - - - - -
I 0001000010000 1 11 25 - - - - - - - -
m o0001000010000100 75 - - - - - - - -
Iv. 0001001010010100 - - 86 - - 67 - 8 100
VvV 0001001100100100 - - - - - 33 - 14 -
Vi 0000101010010100 - - - 50 - - - - -
vii 0000101010000 100 - - - 17 - - - - -
villi 0000100001 000100 - 40 - - - - - - -
IX 0000100010001 100 - 60 - - 100 - - - -
X 000001001001 0100 - - 14 - - - 100 - -
0 = auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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Todas as regides apresentaram polimorfismo de bandas. A regido a,
presente apenas no padrdo I, foi composta por duas bandas de mesma espessura e
intensidade de coloracdo. A regido b revelou doze bandas tendo polimorfismo de
espessura, de intensidade de coloragdo e de auséncia e presenca de bandas. A
banda de menor migracdo nessa regido (banda 15) ¢ comum a todos os
individuos, possui coloragdo intensa e apresenta variagdo em espessura. A regido
¢, presente apenas no padrdo II, apresentou polimorfismo de espessura e de
auséncia e presenca de bandas.

Apesar da grande variacdo entre os padrdes, hd semelhanca em espessura,
em intensidade e em comportamento de presenca e auséncia de bandas entre as
bandas reveladas neste trabalho e as observadas por OLIVEIRA e CASALI

(1999) ao analisarem essa mesma espécie.

4.2.3. B-Esterase (B-EST)

O sistema [B-EST apresentou atividade nas folhas, revelando seis padrdes
(Figura 3), com a maioria dos individuos correspondendo ao padido I e III
(Quadro 5). Houve variagdo entre os individuos das mesmas altitudes. Na altitude
675 m, o padrdo I foi observado em 67% dos individuos e o Il nos demais; na
altitude 950 m observou-se o padrdo I em 71% dos individuos e o IV nos demais.
Nesse sistema obteve-se a separagdo dos individuos da altitude 795 m dos
demais.

Foi detectada a coloracdo de nove bandas no total, contendo cada padrao
duas a quatro bandas, ¢ distinguidas duas regides de atividade de [3-EST (Figura 3).

Todas as regides apresentaram polimorfismo de bandas e nenhuma banda
foi comum a todos os padrdes. A regido a teve oito das nove bandas reveladas e
com polimorfismo de espessura e de auséncia e presenca de bandas. A regido b

teve atividade apenas no padrdo V, com uma banda.
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Figura3 - Zimograma do

Regido a

Regido b

sistema enzimdtico [3-esterase ([3-EST),

obtido por

eletroforese em gel de amido, do tecido foliar de 46 plantas de Bidens
pilosa L. de nove altitudes, com a respectiva mobilidade relativa (Mr).
Vicosa-MG, 1999.

Quadro 5 - Padrdes de

bandeamento da enzima [3-esterase (B-EST) nos 46
individuos de Bidens pilosa L.

Padrao Bandas Individuos (%)
12345678 9 210 45 475 675 795 800 875 950 1.150
I 10001101 0 - - - 67 - 100 100 71 -
11 00001001 0 100 - - 33 - - - - -
I 10010001 0 - 100 100 - - - - - 100
Iv. 010100110 - - - - - - - 29 -
v 10100000 1 - - - - 100 - - - -

0 = auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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4.2.4. Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT)

O sistema  glutamato  oxaloacetato  transaminase  (GOT), também
denominado de aspartato aminotransferase (AAT), apresentou atividade anddica
e dois padrdes (Figura 4 e Quadro 6). Cada padrdo revelou trés bandas, sendo
duas monomorficas e apenas as bandas 3 e 4 com variagdo de banda rapida e
banda lenta (Figura 4). O padrdo I estava presente nos 45 individuos e o padrdo II
apenas em um individuo (Quadro 6). A mobilidade relativa (Mr) das bandas
isozimaticas da GOT foi a nenor de todos os sistemas testados. Devido ao
pequeno numero de bandas e ao baixo polimorfismo ndo foi feita a delimitagdo
das regides de atividade.

O baixo polimorfismo de GOT indica que a condigdo dessa enzima foi
conservada na quase totalidade dos individuos.

O polimorfismo de espessura ¢ de banda rapida e lenta foi detectado por
LOPES (1997) na erva-de-bicho (Polygonum punctatum), tendo esse sistema
revelado 12 bandas naquela espécie.

Quanto a enzima GOT, GOTTLIEB (1982) relata que deve-se encontrar
tr€s ou quatro isozimas, pois essa € ativa em diversos compartimentos celulares.
Além disso afirma se tratar de uma enzima de estrutura dimérica. Este
comportamento  dimérico foi determinado também por BALLVE (1992) em
progénies de estévia (Stevia rebaudiana) e por FUENTES-GRANADOS et al
(1998) em hissopo aniz (Agastache foeniculum). Nos estudos de hissopo aniz,
FUENTES-GRANADOS et al. (1998) detectaram a presenca de trés alelos no
loco Got-2. O comportamento dimérico ficou evidente no heterozigoto, com a
presenca de trés bandas, sendo a banda intermedidria de maior espessura.

Apesar de ser atribuida presenca de grande heterozigosidade isozimatica
nessa espécie, conforme estudo de SUN e GANDERS (1990), e as informacoes
de tratar-se de uma enzima dimérica, neste caso em expressao heterozigdtica por
ter a banda intermediaria (banda 2) maior espessura, ndo foi possivel inferir sobre

o comportamento dimérico da isozima GOT em Bidens pilosa.
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Figura4 - Zimograma do sistema enzimatico glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT), obtido por -eletroforese em gel de amido, do
tecido foliar de 46 plantas de Bidens pilosa L. de nove altitudes, com a
respectiva mobilidade relativa (Mr). Vigosa-MG, 1999.

Quadro 6 - Padrdes de  bandeamento da enzima  glutamato  oxaloacetato
transaminase (GOT) nos 46 individuos de Bidens pilosa L.

Padrao Bandas Individuos (%)
1234 210 450 475 675 795 800 875 950 1.150
I 1110 100 8 100 100 100 100 100 100 100
I 1101 - 20 - - - - - - -

0 = auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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4.2.5. Peroxidase (PO)

Nos dois sistemas-tampdo eletrodo, a enzima PO teve melhor resolucdo
das bandas catodais (—) no sistema descrito por SHAW e PRASAD (1970) e das
bandas anodais (+) no descrito por SOLTIS et al. (1983), que possuia o pH 8,6
do eletrodo (Quadro 2).

A atividade anddica e catddica ocorreu no sistema peroxidase e foram
denominadas de regido a e b, respectivamente. Nota-se a presenga de sete
padrdes (Figura 5), com a maioria dos individuos representada pelos padrdes V e
VII (Quadro 7). Houve variagdo entre os individuos das mesmas altitudes, com
dois ou mais padrdes observados em cada altitude.

O sistema PO revelou 15 bandas, com a presenga de trés a oito bandas por
padrdo. A regido a revelou o maior nimero de bandas, treze bandas, com
polimorfismo de espessura assim como auséncia e presenca de bandas. A regidao
b (catodal) foi monomorfica com duas bandas, a banda 14, de maior espessura e
coloracdo intensa e a banda 15, o inverso daquela.

Ao analisarem o sistema peroxidase dessa espécie, OLIVEIRA e CASALI
(1999) encontraram apenas uma banda em todos os individuos e obtiveram dois
padroes, um de banda rdpida e outro de banda lenta, que permitiu separar o
acesso de 1.160 m dos demais. JA4 nesta andlise encontrou-se também a atividade
de apenas uma banda, padrio VI, mas os individuos desse padrdo tiveram
origem em diversas altitudes, desde 475 até 1.150 m de altitude.

Apesar do grande nimero de bandas anodais, 13 bandas, apenas as
catodais, bandas 14 e 15, estavam presentes em todos os individuos. Grandes
numeros de bandas de PO também foram observadas por LOPES (1997), em
erva-de-bicho (Polygonum punctatum). Essa pesquisadora obteve o total de onze
bandas de peroxidase, sendo sete anodais e quatro catodais. De manera
semelhante ao observado em Bidens pilosa, no trabalho de LOPES (1997) houve

apenas uma banda catodal que foi comum a todos os acessos de erva-de-bicho.
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Figura5- Zimograma do sistema enzimdtico peroxidase (PO), obtido por
eletroforese em gel de amido, do tecido foliar de 46 plantas de Bidens
pilosa L. de nove altitudes, com a respectiva mobilidade relativa (Mr).
Vicosa-MG, 1999.
Quadro 7 - Padrdes de bandeamento da enzima peroxidase (PO) nos 46
individuos de Bidens pilosa L.
Padrio Bandas Individuos (%)
123456789 101112131415 210 450 475 675 795 800 875 950 1.150
I 1001010010 010 11 - - - 17 - 67 - 14 -
I 1001001010 100 11 - - - - 33 - 14 14 50
m 0100101001 001 11 75 - - 17 - - 57 - -
Iv. 0100101001 001 11 - 20 - - - - - - -
v 0100101101 001 11 - 80 86 - - 33 - - 25
vi 0100100101 001 11 25 - - 17 - - - - -
vl 0010000000 000 11 - - 14 50 67 - 29 72 25

0 = ausércia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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Este amplo polimorfismo encontrado nas bandas anodais de peroxidase
pode resultar da atividade enzimatica em varios compartimentos da célula
vegetal, seja no ambiente protoplastidico, como o glioxissomo e o vactolo, ou
fora dele, aderida a parede celular ou no espago intercelular. Em cada local
exerce papéis diversos na conversio de compostos orginicos ou inorganicos
(SCANDALIOS, 1975; TORGGLER et al., 1995), caracteristicas importantes na
defesa e na adaptacdo individual do organismo ao ambiente (TORGGLER et al.,
1995). E atribuida a ela, por exemplo, a protecio celular contra doengas e doses
excessivas de irradiagio (MURPHY et al., 1990), o que poderia estar ocorrendo
simultaneamente em todos os ambientes de origem, em menor ou maior

intensidade, dai a necessidade e uso do polimorfismo detectado.

4.2.6. Chiquimato desidrogenase (SKDH)

Foram revelados seis padrdes no sistema SKDH (Figura 6), com a maioria
dos individuos representada pelo padrdo II. Com esse sistema ndo foi possivel
caracterizar nenhuma altitude individualmente, pois os individuos das mesmas
altitudes se distribuiram em varios padroes, como pode ser visto individuos da
altitude 450 m com trés padrdes (I, Il e V); os de 675 m, com dois padrdes (Il e
VI) e de 795 m, com dois padrdes (I e IV) (Quadro 8).

Foi revelado o total de sete bandas e em cada padrio observowrse de uma a
cinco bandas, padrdo VI e padrdes I e II, respectivamente (Figura 6).

Duas regides de atividade foram observadas, cada uma contendo cinco
bandas. Na regido a, o polimorfismo foi na intensidade de coloragdo e auséncia e
presenga de bandas. Na regido b, o polimorfismo foi na espessura, intensidade de
coloragdo e presenca e auséncia de bandas.

Nesse sistema ndo foi detectada nenhuma banda comum a todos os

mdividuos.

31



Mr SKDH
),
1,0-
[ N
e
O 8_ s R s [ s B S [ S— |
— 1 —1
0.6 Il I Il = . IRegiaob
- [ O ]
0,4
0,2
0
O 1 nom v v w
Figura6- Zimograma do sistema enzimatico chiquimato desidrogenase (SKDH),
obtido por eletroforese em gel de amido, do tecido foliar de 46 plantas
de Bidens pilosa L. de nove altitudes, com a respectiva mobilidade
relativa (Mr). Vigosa-MG, 1999.
Quadro 8 - Padrdes de bandeamento da enzima chiquimato  desidrogenase
(SKDH) nos 46 individuos de Bidens pilosa L.
Padrao Bandas Individuos (%)
1234567 210 450 475 675 795 800 875 950 1.150
I 1001111 100 20 - - - - - - -
I oo0ort1111 - - 100 83 67 100 100 100 100
III 0011011 - 60 - - - - - - -
v oortrttio - - - - 33 - - - -
\Y 0011010 - 20 - - - - - - -
VI 0100000 - - - 17 - - - - -

0 = auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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4.2.7. Superoxido dismutase (SOD)

A revelagdo da enzima superoxido dismutase ¢ negativa, ou seja, o gel fica
colorido, exceto onde é detectada a atividade enzimatica. Nesse caso, as bandas
claras da Figura 7 representam maior atividade enzimatica que as com coloracdo,
nos dois padroes.

A andlise do zimograma do sistema SOD pode ser feita seguindo o
modelo de atividade de trés regides (Figura 7). A regido a foi monomorfica,
contendo trés bandas de mesma espessura e intensidade de coloracdo. A regido b
foi polimoérfica, com trés bandas no padrao Il e apenas a banda 4 no padrio 1. A
regido ¢ mostrou atividade em todos os individuos e duas bandas de mesma
espessura, tendo a banda 8 maior intensidade de coloragdo que a banda 7, ou scja,
a banda 7 contempla maior atividade. Essa variagdo na intensidade de coloracdo
da enzima SOD também foi encontrada por RIBAS (1999), quando analisou um
pomar de sementes de angico- gurucaia (Parapiptadenia rigida).

Os individuos coletados na mesma altitude distribuiram-se nos dois
padrdes, tendo a maioria o padrao I (Quadro 9).

O sistema SOD revelou seis bandas comuns a todos os individuos
analisados, o que foi a maior quantidade de bandas monomorficas dentre os sete
sistemas enzimaticos testados. Trés bandas nas duas regides (@ e b) de maior
migracdo foram encontradas em Vicia faba L. minor quando POLIGNANO et al.
(1998) analisaram uma colecdo de 33 acessos. A interpretagio de cada regido foi
semelhante e esses autores admitiram ser isozima dimérica codificada por dois
alelos em um s6 loco. Ja a terceira regido (regido c¢) esteve representada por cinco
bandas e tendo a atividade tetramérica de dois alelos de um mesmo loco.
ALFENAS etal. (1991) também citam a atividade dimérica e tetramérica de SOD.

A interpretagdo genética dos individuos de Bidens pilosa ndo foi possivel
devido a pequena variagdo observada, mas poderia ser aceita a atividade dimérica
na regido a e inferir sobre a atividade tetramérica incluindo as regides b e c, pois
as bandas 4 e¢ 8 estio em menor atividade e as bandas intermedidrias (bandas 5 e
6) em maior atividade e espessura, o que pode caracterizar um protdmero

codificado por dois alelos.
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Figura7- Zimograma do sistema enzimatico superoxido dismutase (SOD),
obtido por eletroforese em gel de amido, do tecido foliar de 46 plantas
de Bidens pilosa L. de nove altitudes, com a respectiva mobilidade
relativa (Mr). Vigosa-MG, 1999.

Quadro 9 - Padrdes de bandeamento da enzima superdxido dismutase (SOD) nos
46 individuos de Bidens pilosa L.

Padrao Bandas Individuos (%)
12345678 210 450 475 675 795 800 875 950 1150
I 11110011 - 20 43 100 100 100 100 100 100

II 11111111 100 80 57 - - - - - -

0 = auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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4.3. Analise dos individuos por padrées de bandas isozimaticas

No Quadro 10 constam os 36 padrdes dos sistemas ACP,a-EST, B-EST,
GOT, PO, SKDH e SOD em folhas de Bidens pilosa. Em todos os sete sistemas
detectaramrse  polimorfismos e ocorreram variagdes entre individuos entre e
dentro das altitudes de coleta. Isso indica que Bidens pilosa, como a maioria das
espécies medicinais espontaneas, possui grande variabilidade genética devido ao
fato de ocorrer em ambientes variados e ter reprodugdo sexuada. Evidéncias
experimentais tém demonstrado que a heterogeneidade ambiental influencia nos
polimorfismos ~ enzimaticos, ou seja, houve o favorecimento de determinados
alelos em fungdo dos ambientes diversos - € que as propriedades cataliticas das
aloenzimas devem resultar em alteracoes fisiologicas e, conseqlientemente, em
mudancas fenotipicas (TORGGLER et al, 1995). A variagdo dos padroes de
ACP, EST, GOT, PO e SKDH entre ¢ dentro de populagdes também foi
detectada por AMARAL e CASALI (2000) quando analisaram duas populacoes
de alfavaca (Ocimum selloi).

Nos sete sistemas cada altitude revelou nove ou mais padrdes, sendo que
os individuos da altitude 675 m revelaram 15 padrdes. Os individuos mais
estaveis foram da altitude 875 m que variaram apenas nos padrdes de PO.

Individuos da altitude 210 m foram separados dos demais pelos sistemas
ACP ¢ a-EST, os da altitude 675 m pela a-EST e os da altitude 950 m pela [3-
EST. O sistema O-EST foi estivel apenas aos individuos coletados nas altitudes
de 795, 875 e 1.150 m (veja valor percentual no Quadro 10).

No Quadro 10 pode-se notar que os padrdes isozimaticos de pelo menos
um individuo coletado a 475 m cormrespondia a pelo menos um individuo coletado
a 1150 m. Essa mesma constatacgdo pode ser observada entre individuos

coletados a 800 € 950 m.
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Quadro 10 - Grupos formados pelas 46 plantas de Bidens pilosa L., de nove
pelos
isozimaticos polimorficos, ACP, a-EST [-EST, GOT, PO, SKDH e
SOD na analise de tecidos foliares. Vigosa-MG, 1999

altitudes,

analisados  por

padrdes

revelados

sistemas

Padrdo isozimético dos individuos em % do total coletado

Sistema Altitude de coleta (m)
isozimdtico Padrdo 210 450 475 675 795 800 875 950 1.150
I - 80 14 67 100 100 100 100 100
ACP I - - - 33 - - - - -
I 100 - - - - - - - -
v - 20 86 - - - - - -
I - - - 33 - - - - -
I 25 - - - - - - - -
11 75 - - - - - - - -
v - - 86 - - 67 - 86 100
a-EST A% - - - - - 33 - 14 -
VI - - - 50 - - - - -
VIl - - - 17 - - - - -
VIII - 40 - - - - - - -
IX - 60 - - 100 - - - -
X - - 14 - - - 100 - -
I - - - 67 - 100 100 71 -
I 100 - - 33 - - - - -
B-EST I - 100 100 - - - - - 100
1\Y - - - - - - - 29 -
A% - - - - 100 - - - -
GOT I 100 8 100 100 100 100 100 100 100
I - 20 - - - - - - -
I - - - 17 - 67 - 14 -
I - - - - 33 - 14 14 50
I 75 - - 17 - - 57 - -
PO v - 20 - - - - - - -
\Y - 80 86 - - 33 - - 25
VI 25 - - 17 - - - - -
VI - - 14 50 67 - 29 72 25
I 100 20 - - - - - - -
I - - 100 83 67 100 100 100 100
SKDH I - 60 - - - - - - -
v - - - - 33 - - - -
v - 20 - - - - - - -
VI - - - 17 - - - - -
SOD I - 20 43 100 100 100 100 100 100
I 100 80 57 - - - - - -
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Quadro 11 - Caracterizagdo dos 46 individuos de Bidens pilosa por padrdes isozimaticos de ACP, a-EST, 3-EST, GOT, PO, SKDH ¢ SOD

ACP O-EST B-EST GOT PO SKDH SOD
Individuos 12345678 9 10111213 123456789 10111213141516 123456789 1234 123456789101112131415 1234567 12345678
210, 11111101001 0001000010000 1 0000100 1110 0100101001001 100111 111111
11 00 10 11 1 11
210, 11111101001 0001000010000 1 0000100 1110 0100100101001 100111 111111
11 00 10 11 1 11
210;; 11111101001  00010000100001 0000100 1110 0100101001001 100111 111111
11 00 10 11 1 11
210, 11111101001  00010000100001 0000100 1110 0100101001001 100111 111111
11 11 10 11 1 11
450, 11110101001 0000100010001 1 1001000 1110 0100101101001 001101 111111
10 00 10 11 1 11
450, 11110101001 0000100010001 1 1001000 1110 0100101101001 001101 111111
10 00 10 11 1 11
450, 11110101001 0000100010001 1 1001000 1110 0100101101001 001101 111111
10 00 10 11 0 11
450, 11110101001  00001000010001 1001000 1101 0100101001001 100111 111111
10 00 10 11 1 11
450, 00100110101  00001000010001 1001000 1110 0100101101001 001101 111100
10 00 10 11 1 11
475; 00100110101  00010010100101 1001000 1110 0100101101001 001111 111111
10 00 10 11 1 11
475, 00100110101 000100101001 01 1001000 1110 0100101101001 001111 111111
10 00 10 11 1 11
475, 11110101001  00010010100101 1001000 1110 0100101101001 001111 111111
10 00 10 11 1 11
475, 00100110101  00010010100101 1001000 1110 0100101101001 001111 111111
10 00 10 11 1 11



475,
475
475
675,
675;;
675iii
675.,
675,

675,i

0010011010

10

0010011010

10

0010011010

10

1111010100

10

1111010100

10

1111010100

10

1111010100

10

1110000101

10

1

11100001011

10

0001001010010
00
0001001010010
00
0000010010010
00
1111001001001
00
1111001001001
00
0000101010000
00
0000101010010
00
0000101010010
00
0000101010010
00

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1001000
10
1001000
10
1001000
10
0000100
10
0000100
10
1000110
10
1000110
10
1000110
10
1000110
10

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

0010000000000
0100101}01()01
010010%:01()01
OOIOOOB&OO()OO
00100055000()0
100101%3100].0
OOlOOObéOO()OO
OIOOIOB;OIO()I
010010?301()01
11

001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
010000
0
001111
1

111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11

0 = auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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Quadro 11 - Cont.

ACP o-EST B-EST GOT PO SKDH SOD
Individuos 12345678 9 10111213 123456789 10111213141516 123456789 1234 123456789101112131415 1234567 12345678
795; 1111010100 1 00001000100011 1010000 1110 0010000000000 001111 111100
10 00 01 11 0 11
795, 11110101001  00001000100011 1010000 1110 0010000000000 001111 111100
10 00 01 11 1 11
795, 11110101001  00001000100011 1010000 1110 1001001010100 001111 111100
10 00 01 11 1 11
800; 11110101001 00010011001 001 1000110 1110 1001010010010 001111 111100
10 00 10 11 1 11
800;; 1111010100 1 00010010100101 1000110 1110 1001010010010 001111 111100
10 00 10 11 1 11
800, 11110101001 000100101001 01 1000110 1110 0100101101001 001111 111100
10 00 10 11 1 11
875; 11110101001  00000100100101 1000110 1110 0100101001001 001111 111100
10 00 10 11 1 11
875, 1111010100 1 00000100100101 1000110 1110 1001001010100 001111 111100
10 00 10 11 1 11
875, 11110101001  00000100100101 1000110 1110 0010000000000 001111 111100
10 00 10 11 1 11
875 11110101001  00000100100101 1000110 1110 0100101001001 001111 111100
10 00 10 11 1 11
875, 1111010100 1 00000100100101 1000110 1110 0010000000000 001111 111100
10 00 10 11 1 11
875,; 11110101001  00000100100101 1000110 1110 0100101001001 001111 111100
10 00 10 11 1 11
875 11110101001  00000100100101 1000110 1110 0100101001001 001111 111100
10 00 10 11 1 11



950,
950;
950;;;
950,,
950,
950y;
950,
1.150,
1.150;;
1.150;;

1.150,,

11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10
11110101001
10

0001001100100
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00
0001001010010
00

1

0101001
10
1000010
10
1000110
10
1000110
10
1000110
10
1000110
10
0101001
10
1001000
10
1001000
10
1001000
10
1001000
10

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

1110

0010000000000
00100010(%00000
10010110310010
10010011310 100
00100010(%00000
00100010300000
00100010(100000
100100110110100
10010011310 100
00100010(100000
010010111101 001
11

001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1
001111
1

111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11
111100
11

0 = auséncia de bandas; 1 = presenca de bandas.
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4.4. Caracterizacao dos individuos por padroes isozimaticos

No Quadro 11 encontram-se os dados de presenca (1) e auséncia (0) de
bandas isozimaticas dos sistemas ACP, a-EST, 3-EST, GOT, PO, SKDH e SOD.

Verifica-se alto polimorfismo isozimdtico em Bidens pilosa, pois, das 72
bandas reveladas, apenas 14 estavam presentes em todos os individuos nos
sistemas ACP (bandas 3, 11 e 12), a-EST (banda 14), GOT (bandas 1 e 2), PO
(bandas 14 e 15) e SOD (bandas 1, 2, 3, 4, 7 e 8). Apenas SKDH ndo teve
nenhuma banda em comum nos 46 individuos.

Padrdo isozimético idéntico foi detectado entre os individuos de mesma
altitude, sendo: 210, idéntico a 210y;; 450; idéntico a 450;; 475; e 475;; idénticos a
475, 675; idéntico a 675;; 875, 875;, e 875, idénticos a 875,; 875;; idéntico a
875,; 950, idéntico a 950,; 1.150; idéntico a 1.150;. Além desses foram obtidos
padrdes idénticos entre individuos de duas altitudes de coleta, sendo 800
1idéntico a 950;;;.

Na maioria dos sistemas houve variagdo no nimero, na espessura, na
intensidade de coloracdo das bandas. Essa variagdo pode estar relacionada ao
grau de ploidia pois, como citado por BALLARD (1986) ¢ MATSUMOTO e
MARIN -MORALES (1996), Bidens pilosa possui graus de ploidia. A diferenca
no grau de ploidia revela no gel maior nimero de bandas ou aumento da
intensidade e da espessura delas causado pela dose dos alelos presentes
(GOTTLIEB, 1982). Em espécies poliploides como trigo e centeio, foi possivel
detectar bandas de esterase de coloracdo e espessura diferenciadas, mas com
mesma mobilidade (SALINAS e BENITO, 1985).

No quadro 12 encontra-se o numero de bandas observadas nos sete
sistemas analisados em todos os individuos. Nota-se que ndo ¢ possivel inferir

sobre a tendéncia de variagdo do ntimero de bandas de acordo com a altitude.
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Quadro 12 - Numero de bandas e o desvio-padrio de todos os 46 individuos
analisados de Bidens pilosa L.

Individuos (nimero de bandas)
210 450 475 675 795 800 875 950 1.150
Intervalo* 38-40 33-38 31-40 33-37 31-36 3839 33-37 33-38 33-38
Meédia 38,5 36,6 36,6 3517 33,00 3833 3586 3500 36,25

Desvio-padrao 1,00 2,07 294 1,60 265 058 195 2,08 222

*Intervalo entre o maior € 0 menor numero de bandas.

4.5. Andlise da divergéncia genética por padrées isozimaticos

A partir dos dados isozimaticos verificowse que havia padres
isozimaticos na maioria dos individuos analisados. Em razio desse fato
procedeu-se o estudo de agrupamento com base na similaridade genética,
envolvendo a combinagdo dos individuos, tomados dois a dois. A estimativa de
similaridade foi obtida pelo Indice de Similaridade de Jaccard e, a partir dessa,
calculou-se o Complemento Aritmético do Indice de Similaridade de Jaccard,
obteve-se a estimativa da medida da dissimilaridade entre os individuos.

As medidas de dissimilaridade encontram-se no Quadro 13, no qual foram
representados  apenas um membro de cada individuo de mesma altitude com
idéntico padrdo isozimatico e a esse individuo, adicionados os nimeros dos
individuos a que correspondiam.

Os valores de dissimilaridade variaram entre 0 ¢ 0,5745, sendo, de maneira
geral, observados menores valores de dissimilaridade entre individuos do mesmo
acesso. A maior dissimilaridade, 0,5745, foi observada entre 675, € 950;.

Na andlise do agrupamento por otimizagdo, adotouse como referencial a
distincia  maior no conjunto das menores distAncias. Esse referencial,
denominado a, foi 0,214 entre individuos (Quadro 14). Foram formados dez
grupos (Quadro 15), sendo os grupos I e VI formados pelos individuos dos
acessos 210 e 795, respectivamente, € os grupos VIII, IX e X por apenas um
individuo cada e os demais grupos tinham dois ou mais individuos do mesmo

acesso (grupos IV e VII) ou de varios (grupos I, Il e V).
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Quadro 13 - Medidas de dissimilaridade obtidas a partir do Complemento Aritmético do Indice de Similaridade de Jaccard

210 450 475 675
210,;; - 0,0513 0,0500 0,2727 0,2955 0,2558 0,4565 0,3478 0,2273 0,5000 0,3913 0,4130 0,4130 0,4375 0,4000 0,4565 0,3333
210, - 10,0976 0,2727 0,2955 0,2955 0,4565 0,3478 0,2273 0,5000 0,3913 0,4130 0,4130 0,4375 0,4000 0,4222 0,3696
210, - 0,3043 0,3261 0,2889 0,4792 0,3750 0,2609 0,5208 0,4167 0,4375 0,4375 0,4600 0,4255 0,4792 0,3617
450, ~0,0263 0,2143 0,2683 0,2727 0,1429 0,4667 0,3182 0,3023 0,4468 0,4043 0,3636 0,3864 0,2955
450, ~0,2381 0,2927 0,2955 0,1667 0,4889 0,3409 0,3256 0,4681 0,4255 0,3864 0,3721 0,3182
450, - 10,3333 0,3696 0,2500 0,5217 0,4130 0,4000 0,4681 0,4583 0,4222 0,4783 0,3556
450, - 10,2250 0,3409 0,3590 0,1842 0,1622 0,5217 0,5106 0,4773 0,4651 0,3721
475, ~0,1429 0,2308 0,0526 0,1282 0,5102 0,5000 0,4348 0,4565 0,3333
475, ~ 10,3488 0,1905 0,2558 0,4043 0,3958 0,3182 0,3778 0,2500
475, - 0,1892 0,2632 0,3902 0,4186 0,2895 0,5455 0,4186
475, ~0,0811 0,4894 0,4792 0,4091 0,4318 0,3023
475 - 0,5417 0,5000 0,4318 0,4545 0,3256
675, - 0,3636 0,2750 0,5532 0,4348
675.. ~0,1795 0,4444 0,3182
675, - 0,3659 0,2250
675, - 0,2051

675, .

A%1




Quadro 13, Cont.

795 800 875 950 1.150

i ii iii i ii iii i,iv, Vi, vii ii iii, v i ii iii iv v, Vi vii i, ii iii iv

210; ;;
210
210,
450;
450;;
450,
450
475 i, iv
475;;
475,
475,
475,;
675, ;
675i
675,
675,
675

vi

0,4667 0,4444 0,4583 0,4490 0,4167 0,2500 0,2558 0,4043 0,3864 0,4348 0,3864 0,4167 0,3830 0,3636 0,4000 0,4043 0,3864 0,2727
0,4667 0,4444 0,4898 0,4490 0,4167 0,2500 0,2955 0,4375 0,3864 0,4348 0,3864 0,4167 0,4167 0,3636 0,4000 0,4375 0,3864 0,2727
0,4894 0,4681 0,4800 0,4706 0,4400 0,2826 0,2889 0,4286 0,4130 0,4583 0,4130 0,4400 0,4082 0,3913 0,4255 0,4286 0,4130 0,3043
0,3571 0,3333 0,3556 0,4800 0,4490 0,2500 0,2558 0,4043 0,3864 0,4348 0,3864 0,4490 0,4167 0,4000 0,4000 0,3696 0,3488 0,1905
0,3415 0,3571 0,3778 0,5000 0,4694 0,2727 0,2791 0,4255 0,4091 0,4565 0,4091 0,4694 0,4375 0,4222 0,4222 0,3913 0,3721 0,2143
0,4545 0,4318 0,4468 0,5000 0,5000 0,3478 0,3182 0,4583 0,4444 0,4565 0,4444 0,5000 0,4694 0,4565 0,4565 0,4255 0,4091 0,2955
0,5116 0,4884 0,5000 0,5510 0,5510 0,3636 0,3721 0,5106 0,5000 0,5111 0,5000 0,5510 0,5208 0,5111 0,5111 0,4783 0,4651 0,3095
0,5319 0,5106 0,5200 0,5098 0,4490 0,2500 0,3333 0,4694 0,4565 0,4681 0,3864 0,4490 0,4167 0,4000 0,4000 0,3696 0,3488 0,1905
0,4222 0,4000 0,4167 0,4082 0,3404 0,1190 0,2093 0,3617 0,3409 0,3556 0,2619 0,3404 0,3043 0,2791 0,2791 0,2500 0,2195 0,0500
0,4103 0,3846 0,4773 04318 0,3571 0,3721 0,4186 0,4186 0,3158 0,3333 0,2222 0,3571 0,3571 0,2432 0,2432 0,3000 0,1714 0,3171
0,5111 0,4889 0,5000 0,4898 0,4255 0,2143 0,3023 0,4468 0,4318 04444 0,3571 0,4255 0,3913 0,3721 0,3721 0,3409 0,3171 0,1500
0,5000 0,4773 0,4894 0,5400 0,4792 0,2791 0,2439 0,4000 0,3810 0,5000 0,4186 0,4792 0,4468 0,4318 0,4318 0,4000 0,3810 0,2195
0,3500 0,3250 0,4222 0,3409 0,3409 0,3556 0,4000 0,4000 0,3000 0,2750 0,2564 0,3409 0,3409 0,2308 0,2750 0,3636 0,2564 0,3778
0,3415 0,3171 0,2619 0,1250 0,0769 0,3111 0,3182 0,1951 0,2500 0,3864 0,2500 0,0769 0,1707 0,2250 0,3488 0,2381 0,2927 0,3696
0,2432 0,2162 0,3333 0,2857 0,2000 0,2195 0,2250 0,2250 0,0857 0,3000 0,0857 0,2000 0,2000 0,0571 0,2105 0,2683 0,1389 0,2857
0,5116 0,5227 0,5625 0,5208 0,4565 0,2857 0,3333 0,4783 0,4286 0,5745 0,4286 0,4565 0,4565 0,4048 0,5111 0,5106 0,4651 0,3488
0,4186 0,3953 0,4130 0,4043 0,3333 0,1463 0,1500 0,3182 0,2927 0,4565 0,2927 0,3333 0,2955 0,2683 0,3864 0,3556 0,3333 0,2143




Quadro 13, Cont.

795 800 875 950 1.150
795, - 0,0313 0,1892 0,4318 0,3953 0,4091 0,3810 0,3810 0,2703 0,3750 0,2703 0,3953 0,3953 0,2895 0,3333 0,3810 0,2703 0,3953
795 - 0,1622 0,4091 0,3721 0,3864 0,3571 0,3571 0,2432 0,3500 0,2432 0,3721 0,3721 02632 0,3077 0,3571 0,2432 0,3721
795.. - 03556 0,3182 0,4043 0,3778 0,2195 0,3571 0,4444 0,3571 0,3182 0,2381 0,3721 04091 0,2195 0,3571 0,3913
800, - 0,1000 03261 0,3696 0,2558 0,3095 0,2857 0,2683 0,1000 0,1905 0,2439 0,3636 0,2558 0,3095 0,3830
800, - 0,2500 0,2955 0,1707 0,2250 0,3636 0,1795 0,0000 0,1000 0,1538 0,2857 0,1707 0,2250 0,311
800, - 10,1000 0,2727 0,2439 0,3778 0,2000 0,2500 0,2093 0,1750 0,3023 0,2727 0,2439 0,0750
875, v vivi - 0,1951 0,1579 0,4222 0,2500 0,2955 0,2558 0,2250 0,3488 0,3182 0,2927 0,1707
875; - 0,1579 04222 0,2500 0,1707 0,0769 0,2250 0,3488 0,1500 0,2927 0,3333
875, - 03250 0,1143 0,2250 0,2250 0,0857 0,2368 0,2927 0,1667 0,3095
950, - 02368 0,3636 0,3636 0,2564 0,1111 0,3095 0,1892 0,3256
950, - 0,1795 0,1795 0,0294 0,1389 0,2051 0,0588 0,2250
950, - 10,1000 0,1538 0,2857 0,1707 0,2250 03111
950, - 0,1538 0,2857 0,0769 0,2250 0,2727
950, ,; - 0,1622 0,2250 0,0857 0,2439
950, - 10,2250 0,0857 0,2439
1.150, ; - 0,1579 02143
1.150,, - 0,1795

1.150,, -




Quadro 14 - Limite de distancia intergrupo obtido de medidas da dissimilaridade
de dados isozimaticos entre pares de individuos de Bidens pilosa L.

Individuo Distancia minima

i 0,000
210 ii 0,051
i 0,000
iv 0,050
i 0,000
ii 0,000
450 iii 0,026
iv 0214
v 0,162

i 0,000
i 0,000
i 0,050
475 iv 0,000
v 0,171
vi 0,053
vii 0,081

i 0,000
ii 0,000
675 iii 0,077
iv 0,057
v 0,205
vi 0,146

i 0,031
795 i 0,031
iii 0,162

i 0,100
800 i 0,000
iii 0,075

i 0,000
ii 0,077
iii 0,000
875 iv 0,000
v 0,000
vi 0,000
vii 0,000

i 0,111
ii 0,029
i 0,000
950 v 0,077
v 0,000
vi 0,000
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vii

0,086

i 0,000

1.150 i 0,000
iii 0,059

iv 0,050

Maior distancia entre as mirimas (0) 0,214
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Quadro 15 - Andlise de agrupamento, pelo Método de Otimizagdo de Tocher, de
individuos de Bidens pilosa a partir dos dados isozimaticos

Grupos Individuos

I 210; i, iv, i
| 450; i iiis 475 1.150,; 80055 875, iy, vi. viis 6754
475; i, v, vi, viis 450,
675 ii
800ii; 9505ii; 67555 800:; 95015 875;51.1505 i35 950y, vi, i35 675 1.150555 875,
795 i, i
950i, vii
I 475,
450;,
675,

]

“x % < gs <z s
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Os sistemas isozimaticos ACP, a-EST, B-EST, GOT, PO, SKDH e SOD
foram utilizados na caracterizagdo e nas estimativas de distancia genética entre
46 individuos de Bidens pilosa, coletados em nove altitudes.

Os resultados permitiram as seguintes conclusdes:

1) Os sete sistemas testados foram polimérficos.

2) As variagdes ocorreram entre acessos € entre individuos do mesmo acesso.

3) A variabilidade detectada permitiu separar individuos de todos os acessos em
padrdes individuais.

4) O sistema 0-EST foi o que melhor separou os acessos.

5) O sistema PO revelou maior variagdo entre os individuos de mesmo acesso.

6) O Método de Otimizagdo de Tocher permitiu a formacdo de dez grupos: os
grupos [ e VI, respectivamente com individuos dos acessos 210 e 795; os grupos
IV e VII, com individuos de mesmo acesso; os grupos II, Il e V, com individuos
de dois ou mais acessos e os grupos VIII, IX e X, com um individuo cada.

7) Em razdo da diversidade isozimatica detectada nessa espécie e devido a
ocorréncia em varias altitudes recomenda-se que estudos futuros sejam realizados

com individuos de grupos dissimilares originados em diversas altitudes.
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CAPITULO 2

MICROPROPAGACAO E ACLIMATACAO DE GENOTIPOS DE
Bidens pilosa L.

1. INTRODUCAO

A espécie medicinal Bidens pilosa L. ¢ anual, herbicea e se propaga
sexualmente por meio de frutos do tipo aquénios. A dispersio dos aquénios
ocorre por possuirem papus adaptados a adesdo aos pélos dos mamiferos e
também & vestes do homem. Ao germinar, iniciard seu florescimento,
dependendo da época do ano, em 45 dias. Nesse estddio a gema apical
transforma-se em Orgdo reprodutivo e cessa o crescimento do ramo principal,
esse com 6 a 10 nés (FELIPPE, 1978; TAMASHIRO e LEITAO FILHO, 1978;
BASTIDAS et al., 1989).

Como Bidens pilosa possui ciclo de vida curto (anual) e baixo niimero de
nos formados antes do florescimento (6 a 10 nds), ¢ dificil obter clones em
estaddio juvenil em quantidade suficiente por meio de estaquia. Esse problema,
entretanto, € resolvido pela cultura de tecidos, que propicia a obtengdo de
plantulas em fase juvenil e em grande quantidade. A fase juvenil, considerado
por MANTELL et al. (1994), ¢ o estadio fisiologico em que a planta ndo floresce.

Havendo necessidade de plantas com homogeneidade genética, em fase
juvenil e em quantidade suficiente, foi necessiria a micropropagagdo de
gendtipos de Bidens pilosa, selecionados em grupos isozimaticos distintos e
coletados nas altitudes 210, 450, 675, 950 e 1.150 m. O objetivo deste

experimento foi clonar os seis gendtipos por cultura de tecidos de gemas axilares,
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analisar o efeito de BAP sobre a inducdo de brotagdes multiplas e aclimatar os

clones.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propagacio assexuada

A propagacdo assexuada ¢ possivel devido a divisdo mitotica durante o
crescimento € regeneragdo em pontos especificos de células, 6rgdos ou tecidos de
varias espécies de plantas (HARTMANN et al, 1990), propiciando a formagdo
de um clone. Clone ¢ o resultado da propagacdo vegetativa de um Unico
gendtipo, possibilitando o estabelecimento de plantios uniformes de materiais a
fim de estudar a resposta a estimulos bidticos ou abidticos (OLIVEIRA et al,
2001).

Dentre os processos de propagacdo assexuada, destaca-se a estaquia e a
micropropagagdo via cultura de tecidos. Nos propagulos vegetativos ha o
desenvolvimento das raizes em um grupo de células que ¢ capaz de se tomar
meristematico. Em plantas herbaceas, essas células estdo geralmente localizadas
entre os feixes vasculares em pequenos grupos que, com divisdo continua,
transformardo em primérdios de raizes. O sistema vascular se desenvolve
conectado aos feixes vasculares adjacentes. O épice da raiz continua a crescer
para fora, através do cortex, emergindo da epiderme do caule (FAHN, 1990;
HARTMANN et al, 1990). A propagacdo vegetativa de Bidens pilosa ¢ citada
por HADAC e HADACOVA (1969) e se processa naturalmente devido aos
ramos ou mesmo a propria planta crescerem decumbentes e formarem raizes
adventicias dando origem a novas plantas, denominadas de filiais, podendo assim

formar quatro novas plantas ou mais a partir de uma tinica planta original.
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2.2. Micropropagacio

A propagacdo  vegetativa in  vitro, também  denominada  de
micropropagacdo, em fungdo do tamanho dos explantes utilizados, €,
indiscutivelmente, a aplicacdo mais concreta ¢ de maior impacto da cultura de
tecidos (GRATTAPAGLIA e¢ MACHADO, 1990). Essas técnicas consistem em
selecionar ~fragmentos vegetais denominados explantes, desinfestd-los cultivando
em meio nutritivo mantido em condigdes assépticas, sendo a multiplicacdo dos
propagulos feita por sucessivos subcultivos em meio proprio. Os propagulos, ao
desenvolverem os brotos e as raizes, formardo as plantas inteiras. Essas sdo
transferidas a substratos adequados a aclimatacdo e, subseqiientemente, levadas a
casa de vegetacdo antes de serem transferidas ao campo em definitivo (TORRES
e CALDAS, 1990; MANTELL et al., 1994; LOWE et al., 1996).

Essa técnica possibilita a producdo de clones, ou seja, plantas homogéneas
e uniformes, em larga escala, de rdpida propagagdo, livres de patdgenos,
vigorosos € produtivos (SCHUMACHER, 1991). Esses clones podem ser uteis
em estudos relacionados ao método de producdo de fitofarmacos pois, com
plantas padronizadas, o trabalho tomma-se mais facill e os resultados mais
confiaveis. Além disso, essa alternativa ¢ util quando se trata de plantas com
ciclo de vida longo ou com dificuldade de reproducdo ou que se encontram em
perigo de extingdo (SAKAMURA e SUGA, 1989; LOWE et al, 1996;
OLIVEIRA et al, 2001). A aroeira (Myracrodruon urundeuva) ¢ exemplo de
planta medicinal brasileira ameacada de extingdo e de ciclo de vida longo cujo
protocolo de micropropagacdo in vitro foi estabelecida por ANDRADE et al.
(2000).

A proliferacio de gemas axilares abrange a maioria dos sistemas de
micropropagacdo, envolvendo o isolanento de Orgdos meristematicos  pré-
formados (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). Além da rdpida
multiplicacdo, a micropropagagdo pode ser realizada durante o ano todo, em
grande quantidade, sem problemas de sazonalidade (CROCOMO, 1989).

Os gendtipos a serem multiplicados devem estar em bom estado

fitossanitario € ¢ necessario que se faca descontaminagdo do explante durante o
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isolamento. A grande dificuldade na etapa de desinfestacio dos explantes reside
em obter tecidos descontaminados sem conduzilos a morte quando isolados.
Vérias substancias com acgdo germicida podem ser utilizadas na desinfestacdo dos
explantes, sendo o  hipoclorito de s6dio a substincia mais  utilizada
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990).

Com o estabelecimento do protocolo que permita a obtencdo de plantas
sadias, ¢ possivel a clonagem de materiais selecionados a fim de se estabelecer
correlagdes com variaveis fenotipicas na producdo de metabolitos secundarios
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990).

O meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) tem sido
utilizado com resultados satisfatorios em diversas espécies vegetais. Esse meio
pode ser solidificado, geralmente com agar, ou ser liquido.

Nas espécies mantidas em culturas in vitro h4 baixa taxa fotossintética,
por disporem da fonte de carboidratos, normalmente sacarose. Apesar disso, a luz
exerce importante fungdo na morfogénese, cuja intensidade Otima em algumas
culturas ¢ em tomo de 1.000 lux. A temperatura Otima no cultivo in vitro, na
maioria das espécies vegetais, estd entre 20 e 27 °C (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1990).

2.3.BAP

Os reguladores de crescimento vegetais, como as auxinas, giberelinas,
citocininas e etileno, estio envolvidos em diversos efeitos fisiologicos em
diferentes orgdos vegetativos ou reprodutivos (GEORGE e SHERRINGTON,
1984; TAIZ e ZEIGER, 1991). Além desses reguladores de crescimento, os co-
fatores (compostos fendlicos) atuam sinergicamente com as auxinas NoO Processo
do estimulo rizogénico. Esses co-fatores sdo produzidos pelas folhas e/ou gemas,
e na por¢ao basal de estaca com gemas (HARTMANN et al., 1990).

A citocinina BAP (6-benzilaminopurina) ¢ muito eficaz na multiplicagio
de diversas espécies, quando em concentragdo entre 0,1 a 5,0 mg L por essa
induzir o multibrotamento das partes aéreas. Porém, a aplicagio de BAP
promove hiperidricidade e formacdo de calos em plantas (GRATTAPAGLIA e
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MACHADO, 1990), como detectado na concentragio de 0,1 mg L' por IKUTA
(1998) nos explantes micropropagados de marcela (Achyrocline satureioides), ou
a inibicdo da formagdo de raizes, como detectado na concentracio de 1,0 mg L'

por ARIMURA (1997) em gengibre (Zingiber officinale).

2.4. Aclimatac¢ao

As plantulas em fase vegetativa in vitro, enraizadas € em bom estado
fisiologico, podem ser retiradas do meio de cultura e levados a condigoes de
ambiente externo. A adaptacdo dessas plantulas a esse ambiente deve ser lenta e
gradativa e ¢ denominada aclimatacdo (GEORGE e SHERRINGTON, 1984). O
processo ideal de aclimatagdo ¢ aquele que possibilita maior percentual de
sobrevivéncia no transplantio das mudas obtidas in vitro (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1990).

A aclimatagdo de plantas oriundas de cultura de tecidos consiste em retira-
las das condigdes in vitro e transplantd-las em recipientes com = substrato
adequado, em casa de vegetagdo ou telado, objetivando prepard-las & mudanca de
ambiente a que serdo submetidas quando forem transferidas ao local onde terdo
crescimento e desenvolvimento  definitivos (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1990). A exposicdo ao ambiente externo deve ser gradativa, pois a planta em
cultura de tecidos encontra-se em ambiente com alta umidade, asséptico e com
disponibilidade de nutrientes, o que lhe propicia comportamento heterotrofico, e
no ambiente de aclimatagio hd menor umidade, eventuais fitopatogenos e menor
disponibilidade de nutrientes, que a induz ao retorno da condicdo de autotrofia.
Durante o cultivo in vitro as plantas encontramse com o0s estdmatos
permanentemente  abertos, por isso, a manutencdo da alta umidade e da
temperatura amena ¢ regra geral (GEORGE e SHERRINGTON, 1984;
GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Foram utilizados seis genotipos de Bidens pilosa selecionados, com base
no método de divergéncia genética, em grupos isozimaticos divergentes (Quadro

).

Quadro 1 - Altitude, local, area e habitat dos seis genotipos de Bidens pilosa L. e
respectivos numeros do herbario (VIC). 1999

Altitude®  Local de Coleta Area e Habitat de Coleta vIC ®
210 Leopoldina (MG) Urbana - terreno baldio, ensolarado e seco  25.311
450 Leopoldina (MG) Rural - horta, sombreada ¢ imida 25.313
475 Oratorios (MG) Rural - horta, ensolarada e timida 25.312
675 Vigosa (MG) Rural - horta, ensolarada e timida 25.308
950 Araponga (MG) Rural — horta, ensolarada e umida 25.309

1.150 Araponga (MG) Rural — horta, ensolarada e umida 25.310

O Altitude em metros; ® VIC = Herbario da Universidade Federal de Vicosa.

3.2. Micropropagacio

Os genotipos  selecionados foram levados ao Laboratério de Testes de
Progénie do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, em
VigosaMG, onde foram cultivados in vitro em meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962).
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No preparo do meio de cultura foram dissolvidos os sais basicos de MS
em agua deionizada e ajustado ao pH 5,7 com solugdes de KOH 1 N e/ou HCI 1
N, antes da adicio de 7,0 g L' de 4gar. O 4gar foi colocado em erlenmeyer e
vertido a solugdo de pH 5,7. Agitou-se manualmente o erlenmeyer e colocouo
em cozimento em microondas obtendo, apos a ebulicdo, meio solido de cultivo.
Neste momento, o erlenmeyer foi retirado, agitado e vertido seu contetdo nos
tubos de ensaio. Cada tubo de ensaio, de dimensdes 24 x 150 mm, recebia 15 mL
dessa solucdo gelatinosa. Em seguida, os tubos foram tampados com tampas
plasticas autoclavaveis e levados a autoclave a fim de serem esterilizados. Esse
material, apos ser autoclavado, foi colocado dentro da camara de fluxo de ar
laminar estéril e, apoés seu completo resfriamento e geleificacdo, serviam a
micropropagacgio de Bidens pilosa.

A assepsia prévia dos explantes foi feita em cidmara de fluxo de ar laminar
estéril, utilizando-se benomyl em solugdo aquosa (2 g L'l), com agitacdo manual,
durante oito minutos. Em seguida, lavou-se com dgua deionizada esterilizada e
imediatamente transferiu os explantes a solugdo de hipoclorito de sodio (2,5%)
onde permaneceram durante oito minutos em constante agitacdo. Apds esse
procedimento fizeramrse seis enxagiies com agua deionizada esterilizada. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio com meio MS. Os tubos foram
tampados, lacrados com fita plastica e etiquetados.

Os tubos de ensaio foram mantidos na posicdo vertical em suporte de
madeira perfurados, com espagamento de 2,5 cm entre os tubos, de maneira a
facilitar a recepgdo de luz pelo explante.

Estes explantes iniciais foram micropropagados e multiplicados com
seguidos subcultivos em meio MS, em intervalos de trés a quatro semanas, em
camara de fluxo de ar lammar estéril, utilizando-se pingas e bisturi. Os explantes
foram mantidos em sala de crescimento a 26+2 °C, em fotoperiodo de 16 horas
de luz e 8 horas de escuro em prateleiras com lampadas fluorescentes de

intensidade luminosa de 2.000 lux (36 pmol cmi” s™).
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3.3.BAP

Os explantes caulinares ja estabelecidos in vitro, com um no e duas gemas
e de 1,5 cm de comprimento foram utilizados na experimentacdo da atividade de
multibrotamento de BAP. O delincamento foi inteiramente casualizado, com
cinco concentragdes de BAP e propagulos de seis genotipos clonados, com
quatro repeticdes. A solugio-estoque preparada com 2,0 mg L' serviu como
fonte de concentragdes de BAP 0,0, 0,5, 1,0, 1,5 ¢ 2,0 mg L' por tubo de ensaio
destinado acolocagdo dos expla ntes.

Os dados de nimero de brotos, nimero de raizes, comprimento médio das
raizes, altura média dos caules, massa fresca e seca do explante foram
determinados apdés 30 dias de cultivo. Estes resultados foram submetidos a
andlise de varidncia e a comparagdo das médias foi feita pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Os calculos foram realizados pelos  recursos
computacionais do programa SAEG (Sistema para Andlises Estatisticas e
Genéticas) versdo 5.0, desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa, cujas

instrugdes operacionais encontramse descritas em GOMES (1992).

3.4. Aclimatacao

As plantulas micropropagadas com sucesso e com raizes pré-formadas em
meio MS foram retiradas dos tubos de ensaio e, gradativamente, aclimatadas em
condicoes de telado (sombrite 50%) e por ultimo em pleno sol. O processo de
aclimatagdo foi feito em trés fases.

e Fase 1 - Transferéncia das plantulas do tubo de ensaio ao substrato liquido. As
plantulas foram retiradas do tubo de ensaio com o auxilio de uma pinga, lavadas
suas raizes visando eliminar o residuo do meio de cultura e acondicionadas em
copos plasticos (200 mL) contendo cerca de 40 mL de agua de fonte natural e
cobertos individualmente com sacos plasticos transparentes (10 x 15 cm). Os

copos contendo as plantulas foram mantidos em telado coberto com sombrite de

50%.
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* Fase 2 - Transferéncia das plantulas do substrato liquido ao sdlido. Apos 7 dias
as plantulas foram retiradas da agua e transferidas a copos plasticos (200 mL)
contendo areia com saturacdo de 4gua. As plantulas foram mantidas eretas com
auxilio de um tutor. No inicio, foi mantida a cobertura individual com saco
plastico transparente. No terceiro dia dessa fase fezse a perfuracdo do saco
plastico, retirando 2 cm da borda superior. No quinto dia retirowse a outra borda
e no nono dia retirou-se toda a borda superior, mas a exposicdo das plantulas foi
feita apenas no décimo dia. No décimo primeiro dia dessa fase, os plasticos
foram abaixados e expds-se metade das plantulas; j4 no dia seguinte retirouse
todo o plastico. Neste momento, todas as plantulas estavam aptas a serem
transferidas aproxima fase.

e Fase 3 - Transferéncia das plantulas do substrato arenoso ao substrato contendo
solo, areia, esterco e himus (proporgdo de 6:2:1:1). Os copos plasticos de
capacidade de 400 mL, com perfuracdes no fundo, foram preenchidos com
substrato contendo solo, areia, esterco e humus (proporcio de 6:2:1:1). A
manutengdo do tutor foi necessiria a maioria das plantulas por estarem
estioladas, provavelmente por terem sido protegidas por sombrite. A cada dois
dias o sombrite foi sendo retirado, comegando pelas laterais e seguindo pelas
partes superiores do telado. A medida que aumentava a exposicio ao sol, os
tutores foram sendo eliminados. Essa terceira etapa foi concluida em 15 dias,

estando as plantas aclimatadas e apropriadas aos ensaios de campo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito da concentracio de BAP em plantulas de Bidens pilosa L.

4.1.1. Cinco concentracdes de BAP

A resposta das plantulas dos seis genotipos, submetidas a cinco
concentragoes de BAP, encontra-se nos Quadros 2, 3 ¢ 4.

Houve diferenca entre as concentragdes de BAP e entre os gendtipos
analisados. A interagdo genotipo x BAP (Quadro 2) foi significativa apenas em
numero de brotos (NB), altura média do caule (AC) e massa seca (MS).

Quadro2 - Resumo da andlise de variancia conjunta do nimero de brotos (NB),
numero de raizes (NR), comprimento médio das raizes (CR), altura
média dos caules (AC), massa fresca (MF) e massa seca (MS) de
plartulas de seis gendtipos de Bidens pilosa, submetidas a cinco

concentragoes de BAP
FV GL Quadrados médios
NB NR CR AC MF MS

Genotipos (G) 5 100,03**  0,67™  927™  4,50** 38629530%* 1363,15%*
BAP 4 90,15%* 7041** 310,03*%* 27,12** 347774, 20%* 1391,42%*
GxBAP 20 1944*%* 0,67™  621™  3,65%* 66438,30™  460,61*
Residuo 90 8,15 1,22 4,04 0,86 43311,80 237,74
Meédia 6,71 0,86 1,77 2,32 412,99 36,83
CV (%) 42,55 12895 113,31 40,01 50,39 41,86

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F;
ns = no significativo, pelo teste F.

60



No Quadro 3 encontram-se as médias das caracteristicas dos gendtipos em
relagio aos cinco niveis de BAP. O BAP aumentou o numero de brotos mas
inibiu a formagdo das raizes (NR). Como ¢é pela raiz que ocorre a absorcdo de
nutrientes do meio, o meio sem BAP favoreceu o desenvolvimento de toda a
plantula, sendo detectado valores significativamente maiores de crescimento do
caule (AC), de massa fresca (MF) e seca (MS) das plantulas que cresceram em

meio sem BAP, ou seja, as que formaram raizes.

Quadro 3 - Médias da analise conjunta do nimero de brotos (NB), numero de
raizes (NR), comprimento médio das raizes (CR), altura média do
caule (AC), massa fresca (MF) e massa seca (MS) de plantulas de seis
genotipos de Bidens pilosa, submetidas a cinco concentracoes de

BAP
BAP NB NR CR AC MF MS
0,0 3,71C 392A §,19A 421A  603,88A 48, 71A
0,5 7,71AB 025B  0,46B 1,84B  347,63B 33,92B
1,0 879A  0,13B  0,22B 2,02B  345,25B 32,63B
1,5 7,25AB 0,00B  0,00B 1,85B  458225AB  39,63AB
2,0 6,08B 0,00B  0,00B 1,67B  309,96B 29,29B

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Médias de quatro repeticdes, sendo as
medidas de CR e AC em centimetros; e as de MF e MS em miligrama.

Apesar dos niveis de BAP promoverem brotagdo (NB), a caracteristica de
multibrotagdo ocorre normalmente nessa espécie, o que pode ser observado nos
valores médios de 3,71 brotos por explante sem adicionar BAP (concentracdo
0,0) (Quadro 2).

Quanto ao tamanho da parte aérea dos genétipos o maximo de 4,21 cm foi
observado sem adicdo de BAP. Com a aplicagdo de BAP houve inibicdo da raiz.
Sem o uso de BAP, o nimero de ramos (NR) e o comprimento médio das raizes
(CR) foi cerca de 15 vezes superior aos contendo BAP. A inibicdo da formagdo
das raizes por BAP ja fora relatado em gengibre (Zingiber officinale) por
SAKAMURA e SUGA (1989) e ARIMURA (1997).

Nos seis genotipos os niveis de BAP foram significativos (Quadro 2) e a

comparagdo das médias das caracteristicas estd no Quadro 4. Ha diferenca entre
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os genétipos nas caracteristicas das partes aéreas, enquanto que nas raizes (NR e
CR) o comportamento foi 0 mesmo em todos os genotipos.

A presenca de BAP induziu a formagdo de calo na base do explante, de
onde emergiram as brotagdes de tamanho pequeno, com aspecto hiperidrico ¢ em
roseta (Figura 1). Essa mesma resposta foi detectada por IKUTA (1998) quando
aplicou 0,1 mg L' de BAP em segmentos nodais de marcela (Achyrocline
satureioides). Essa autora postulou que essa reacdo foi devida a alta concentracdo

de BAP aplicado.

Quadro4 - Médias da analise individual do numero de brotos (NB), ntimero de
raizes (NR), comprimento médio das raizes (CR), altura média do
caule (AC), massa fresca (MF) e massa seca (MS) de genotipos de
Bidens pilosa origindrios de seis altitudes, submetidos a cinco

concentracoes de BAP
Genotipo NB NR CR AC MF MS
210 4,00C  0,75A 1,96A 242AB  326,65B 32,10BC
450 7,25B  1,05A 2,51A 2,44AB  490,05AB  48,05A
475 6,95B  0,90A 243A 2,33AB 348,25B 33,40BC
675 10,50A  1,00A 1,L78A  1,97B 663,40A 46,20AB
950 6,55BC 0,55A 0,85A  1,68B 305,70B 27,80C
1.150 5,00BC 0,90A LLITA  3,07A 343,90B 3345BC

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey. Médias de quatro repeti¢des, sendo as medidas de CR e AC em centimetros; e as de

MF ¢ MS em miligrama.

4.1.2. Analise dos explantes em meio sem BAP

O melhor resultado foi em meio sem BAP, cujos dados foram comparados
dos seis gendtipos (Quadro 5). Houve diferenca entre os seis  genotipos
analisados.  Diferencas ~significativas foram observadas apenas no nimero de
brotos (NB), na altura média do caule (AC) e na massa seca (MS). Essas mesmas
caracteristicas foram  significativas quando realizada a andlise com todas as

concentragdes de BAP, conforme Quadro 2.
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Figural - Plantulas de Bidens pilosa cultivadas em meio MS suplementado com
cinco concentragdes de BAP, ap6s 30 dias de cultivo.

Quadro 5 - Resumo da andlise de variancia conjunta do nimero de brotos (NB),
numero de raizes (NR), comprimento médio das raizes (CR), altura
média do caule (AC), massa fresca (MF) e massa seca (MS) de
plantulas de seis genétipos de Bidens pilosa, submetidas a meio MS

sem BAP
FV GL Quadrados médios
NB NR CR AC MF MS
Genotipo 5 11,04% 247%™ 2997™ 17,68** 254626,60%* 1506,74**
Residuo 18 3,65 553 17,87 3,76 41914.,20 282,63
Meédia 371 392 8,19 421 603,88 48,71
CV (%) 51,54 60,03 51,59 46,11 33,90 34,52

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivanente, pelo teste F;
ns = no significativo, pelo teste F.

No Quadro 6 encontram-se as médias das caracteristicas em todos os
gendtipos em relacgdo ao meio sem adicdo de BAP. No genotipo 675 foi

detectado maior numero de brotos (NB), de raizes (NR) e de massa fresca (MF).
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Quadro 6 - Médias da andlise individual do numero de brotos (NB), nimero de
raizes (NR), comprimento médio das raizes (CR), altura média do
caule (AC), massa fresca (MF) e massa seca (MS) de plantulas de seis
gendtipos de Bidens pilosa, submetidas ao meio MS sem BAP

Genotipo NB NR CR AC MF MS
210 3,75AB  3,75A 9,82A 4,12AB  700,00AB  59,75AB
450 4,00AB  4,00A 9,22A 4,03AB 702,00AB  75,00A
475 3,00AB  3,50A 11,44A 3,74B  547,00AB  41,75AB
675 6,00A 5,00A 8,90A 3,24B  997,50A 60,25AB
950 450AB  2,75A 423A 1,94B  327,00B 25,50B

1.150 1,00B 4,50A 5,55A 8,18A  349,75B 30,00B

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Médias de quatro repetigdes, sendo as
medidas de CR e AC em centimetros; € as de MF e MS em miligrama.

Apesar da multibrotacgdo na maioria dos genotipos, foi observado no
genotipo 1.150 apenas um broto (NB), demonstrando dominancia apical em seus
explantes. Essa caracteristica possibilitou a maior altura média do caule (AC) e,
em conseqiiéncia, provavelmente, maior nimero de nds desenvolvidos que
poderiam ser usados na obtencdo de explantes de gemas axilares, o que manteria
a mesma producdo de explantes a serem subcultivados que os demais genotipos.

Nos resultados anteriores houve diferengas de comportamento entre os
genotipos, como numero de brotos e altura média do caule, significando que os
gendtipos de grupos divergentes formados quando da andlise dos sistemas
isozimaticos tém comportamentos distintos in vitro.

Como o objetivo inicial foi obter os clones com uniformidade e em menor
tempo, foi necessdrio aplicar o mesmo método a todos os genétipos, ou seja,
adotar o subcultivo dos explantes sem o uso de BAP. Essa escolha foi devido a
esse regulador de crescimento inibir a formagdo de raizes e a expansdo das
brotagdes e induzir a formacdo de calos e o aparecimento de caracteristicas
hiperidricas, fatos que dificultam o desenvolvimento dos  gendtipos e,

conseqiientemente, aumentam o tempo de obtengdo dos clones.
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4.2. Aclimatacio das plantulas

As plantulas de Bidens pilosa foram obtidas por subcultivos dos explantes
em meio MS a intervalos de trés a quatro semanas. Os explantes utilizados nos
subcultivos foram gemas axilares e apicais até atingir nimero suficiente de
plantulas, a partir dai foram utilizados apenas os d&pices caulinares dos explantes
como medida de uniformizagdo dos clones a serem aclimatados. Cada gendtipo
clonado forneceu no minimo 340 plantulas viaveis aetapa de aclimatac@o.

Apds a obtencdo dos clones fez-se a aclimatagdo em telado no Grupo
Entre Folhas - Plantas Medicinais. Testes preliminares foram realizados com
substratos como agua, areia,  terra:areia:esterco (propor¢ao 3:1:1),
terra:areia:hmus ~ (proporgdo  3:1:1) e  terra:areia:esterco:himus  (proporgao
6:2:1:1).

As trés fases de aclimatacdo duraram 34 dias, sendo as plantulas mantidas
durante sete dias em substrato liquido, doze dias em substrato arenoso e quinze
em substrato proprio ao cultivo.

Na transferéncia das plantulas do tubo de ensaio ao substrato liquido
retirou-se o meio de cultura das raizes, pois favoreceria o crescimento de
microorganismos, prejudicando a sobrevivéncia das plantulas.

A transferéncia das plantulas inicialmente ao meio aquoso foi necessdria
devido aos estdmatos permanecerem, em culturas de tecidos, permanentemente
abertos, ndo sendo possivel regular a troca de agua com o ambiente o que poderia
levar, em condicdes de baixa umidade, ao estado de murcha permanente
(GEORGE e SHERRINGION, 1984). Além disso, a protegdo dessas por sacos
plasticos transparentes também foi no intuito de manter alta a umidade do ar,
principalmente quando essa foi transferida ao substrato arenoso, apesar desse ter
sido mantido com saturagdo de 4gua.

Em ensaios preliminares determinaramrse 40 mlL, a quantidade de agua da
fase 1, por copos de 200 mL, o suficiente a manter as raizes imersas. Nessa fase,
houve necessidade de realizar uma troca da agua no terceiro dia devido a

coloracdo escura da 4gua.
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Nas fases 2 e 3 usou-se o tutor a fim de manterem eretas as plantulas,
principalmente aquelas de maior altura, devido ao grau de estiolamento em que
se encontravam, seja por terem vindo de ambiente de baixa luminosidade (sala de
crescimento de cultura de tecidos) ou por estarem em ambiente protegido da luz
solar direta (sombrite de 50%). As plantulas in vitro t®m fotossintese limitada a
ponto de as plantulas mantidas naquele ambiente serem  consideradas
heterotroficas (PIERIK, 1987). A manutencdo em ambiente protegido pode ter
colaborado com este estddio fisiologico, entretanto, a permanéncia dessas
plantulas protegidas em sombrite foi por necessitarem de tempo de adaptacdo do
seu fotossistema a intensidade luminosa ambiente, seja pelo amadurecimento da
clorofila ou pela conversdo dos etioplastos em clorofila (TAIZ e ZEIGER, 1991).

Com a retirada dos sacos plasticos ¢ a exposigdo das plantulas ao ambiente
houve gradativo aumento de rigidez e de coloragdo verde-escura nas folhas. Isso
ocorreu proximo a transferéncia das plantulas do substrato arenoso ao substrato
contendo solo, areia, esterco e humus (propor¢do de 6:2:1:1). Na transferéncia a
essa etapa, na maioria das plantulas foi mantido o tutor devido ao estiolamento,
provavelmente por até entdo estarem sendo submetidas a menor intensidade
luminosa que normalmente receberia na natureza. A cada dois dias o sombrite foi
sendo retirado, iniciando pelas laterais ¢ depois das partes superiores do telado. A
medida que aumentava a exposicdio ao sol os tutores foram se tornando
desnecessarios. Essa etapa final foi concluida em 15 dias, estando as plantas
aclimatadas e apropriadas aos ensaios de campo.

Os resultados da aclimatagio dos clones dos seis gendtipos encontram-se
no Quadro 7. Quando foram retiradas do tubo de ensaio, todas as plantulas
estavam enraizadas, porém hiperidricas, principalmente as do genétipo 475, o
que pode ter influenciado no processo de aclimatagdo. Apesar da perda média de
23,50% de plantulas ao concluir as etapas de aclimatagcdo, foi possivel obter
nimero suficiente de plantulas que possibilitassem a selegdio em  alturas
homogéneas visando o experimento de campo. Perda semelhante a essa foi
obtida por IKUTA (1998) ao final do procedimento de aclimatagio de 40 dias em
casa de vegetacdo, ou seja, 23% em marcela (Achyrocline satureioides) clonadas

por cultivo in vitro.
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Quadro 7 - Aclimatacdo de plantulas clonadas em cultivo in vitro de gendtipos de
Bidens pilosa de seis altitudes

Genotipos Substrato agua Substrato areia Substrato terra:areia:esterco
N % N % N %
210 352 100,00 352 100,00 294 83,52
450 368 100,00 330 89,67 292 79,35
475 340 100,00 288 84,71 210 61,76
675 368 100,00 340 92,39 309 83,97
950 374 100,00 340 90,91 274 73,26
1.150 376 100,00 364 96,81 290 77,13
Meédia 92,42 76,50

N=total de plantas do clone.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo do presente trabalho foi obter clones de Bidens pilosa e estudar
a influéncia de cinco niveis de BAP na multibrotagio de explantes visando a
obtengdo de explantes em menor tempo. Os trabalhos foram desenvolvidos no
Laboratorio de Testes de Progénies de Hortalicas da Universidade Federal de
Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais.

No estudo da influéncia do BAP foram utilizados explantes de 1,5 cm de
comprimento ¢ contendo um nd, com duas gemas. Os seis gendtipos selecionados
por meio de andlises isozimaticas foram submetidos a cinco concentragdes de
BAP, 0,0,0,5,1,0,1,5¢2,0mgL".

O estudo da aclimatagdo das plantas obtidas da micropropagacao foi feito
em trés fases: fase 1 com substrato liquido (4gua), fase 2 e fase 3 com substratos
solidos, respectivamente areia e terra:areia:himus:esterco (proporgao 6:2:1:1).

Nas condigdes em que os experimentos foram conduzidos, e pelos
resultados, concluiu-se que:

1) A micropropagacdo de Bidens pilosa é viavel, pois seu desenvolvimento ¢
eficiente mesmo em meio basico MS sem adigdo de reguladores de
crescimento.

2) Com ou sem BAP h4 multibrotamento dos explantes.

3) BAP causou efeito inibitorio na formagdo das raizes e provocou formagdo de
calo na extremidade do explante em contato com o meio, indicando efeito

toxico de BAP nas concentragOes utilizadas.
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4) Em meio MS sem BAP, os gendtipos analisados tiveram comportamentos
diferenciados quanto ao nuimero de brotos e a altura média do caule, fatores
diretamente relacionados ao numero de explantes de cada subcultivo.

5) O método de aclimatagio foi eficiente, obtendo-se plantulas suficientes.
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CAPITULO 3

PLASTICIDADE FENOTIPICA DA MORFOLOGIA DE SEIS
GENOTIPOS DE Bidens pilosa L. CRESCIDOS EM QUATRO
ALTITUDES E COLHIDOS EM QUATRO ESTADIOS REPRODUTIVOS

1. INTRODUCAO

As plantas, como quaisquer outros seres, recebem influéncias do meio que
as cercam e podem reagir em resposta a essas interferéncias por meio do
metabolismo primario e do secunddrio e essa resposta ¢ denominada plasticidade.
A plasticidade fenotipica ¢ a variagdo fenotipica do genétipo em resposta &
variacoes dos ambientes.

A plasticidade fenotipica ¢ fundamental na medida em que gera respostas
aos ambientes, expressa pela maior sobrevivéncia e aproveitamento vantajoso das
variagdes ambientais. O crescimento ¢ desenvolvimento vegetal dependem dos
fatores ambientais que funcionam como estimulantes de certos  estadios
morfofisiologicos das plantas que respondem de forma adaptativa ao estimulo
(OLIVEIRA et al., 2001). A quantidade de mudanca dessa expressio ¢ a medida
de sua plasticidade e pode ser expressa tanto em caracteres reprodutivos quanto
caracteres  vegetativos (BRADSHAW, 1965), podendo ser quantificada por
indices e coeficientes de plasticidade.

Como Bidens pilosa ocorre nos tropicos e subtropicos, proximo ao nivel
do mar até altitudes elevadas, desde seco at¢ pouco drenado (FELIPE, 1978;
BALLARD, 1986; OBARA et al, 1994), seria presumivel que houvesse
plasticidade fenotipica (CAPOTE et al, 1986) e essa desempenharia fungdo

relevante na estratégia de adaptacdo dessa espécie a altitudes.
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Este trabalho teve como objetivo estudar a plasticidade fenotipica da
morfologia de Bidens pilosa L., estimando-se a magnitude e o padrdo de
respostas plasticas de genotipos avaliados em quatro altitudes, bem como o grau

de adaptagio dos genotipos s altitudes de origem.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bidens pilosa

Bidens pilosa L., pertence a familia Asteraceae, ¢ cosmopolita, heliofila,
anual, de porte herbaceo, ereta e pilosa. Tem folhas opostas, pecioladas, com
bordas serreadas e pélos hialinos. Seu caule ¢ tetragonal, tem crescimento
limitado, com altura 03-1,8 m; ¢ ramificada e as gemas apicais dos ramos
transformam-se em capitulos. Os capitulos tém 25 a 40 flores e os frutos sdo do
tipo aquénio, achatados e com papus contendo aristas que aderem aos pélos dos
mamiferos e servem a sua dispersdo (KIRSZENZAFT, 1975, FERREIRA et al,
1995).

O florescimento ¢ variavel, as plantas com quatro semanas de idade
podem ter os primeiros capitulos que, apos duas semanas, mostram aquénios
maduros, a maioria dos quais germina prontamente, 0 que garante trés a quatro
geragdes por ano (LORENZI, 1982; KIRSZENZAFT, 1975; TAMASHIRO e
LEITAO FILHO, 1978; FERREIRA et al, 1995). A producio média estimada ¢
de 1.500 aquénios por planta (LORENZI, 1982).

A grande producdo de aquénios e a adaptacdo a diversos tipos de solos sdo
suas caracteristicas marcantes. Bidens pilosa L. é, segundo SUN e GANDERS
(1990), espécie predominantemente autdgama, de grande adaptabilidade e com
variagdo em caracteres morfologicos, presentes em localidades de altitudes
variadas (BALLARD, 1986). Admite-se que o México seja seu centro de

dispersdo e atualmente ¢ espécie cosmopolita, de ocorréncia principal em regides
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tropicais e subtropicais. Em todos os FEstados do Brasil encontra-se como planta
invasora de culturas e ¢ de grande uso medicinal nos problemas hepaticos, como
ictericia e hepatite (VASQUES et al., 1986b).

As espécies de ocorréncia ruderal, como Bidens pilosa, que respondem &
perturbacdes e/ou restricdes do meio com crescimento vegetativo reduzido e com
grande produgdo de sementes, sdao consideradas altamente plasticas (CAPOTE et
al., 1986).

2.2. Plasticidade fenotipica

A plasticidade fenotipica foi definida, segundo BRADSHAW (1965),
como a expressio da variacdo fenotipica do genotipo em resposta aos ambientes,
sendo, portanto, a intensidade dessa mudanca a expressio da plasticidade,
especifica do gendtipo. Esse mesmo autor subdividiu a plasticidade em dois tipos
fundamentais: fisiologico e morfologico. A primeira ¢ reversivel e associa-se a
efeitos fisiologicos que ndo resultam em alteragdes morfoldgicas, ao passo que a
segunda ¢ irreversivel e relaciona-se a efeitos fisiologicos que resultam em

modificagdes morfologicas.

2.2.1 Caracteristicas morfoldgicas plasticas

O grau de plasticidade pode estar relacionado a forma de desenvolvimento
dos caracteres (BRADSHAW, 1965). Caracteres formados durante longo periodo
de desenvolvimento, como altura, nimero de folhas e matéria seca total, sdo mais
suieitos a influéncia ambiental e, conseqiientemente, espera-se maior variacdo
fenotipica, ou seja, sdo mais plasticas, quando comparadas com os caracteres
desenvolvidos rapidamente, como estruturas reprodutivas e os demais caracteres
formados durante os estddios de desenvolvimento (SANTOS, 1990). Sabe-se que
caracteristicas  evolutivas  responsaveis pela perpetuacdo da espécie, como
estruturas  reprodutivas, devam ser conservadas a fim de ndo comprometer a
sobrevivéncia da espécie, por 1isso, ¢ de esperar baixa plasticidade no
florescimento (SCHLICHTING e LEVIN, 1984).
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Virios trabalhos tém demonstrado que a biomassa da parte aérea vegetal ¢
a mais plastica, enquanto a altura da planta ¢ de plasticidade mediana, largura e
comprimento da folha sdo de baixa plasticidade (SCHLICHTING e LEVIN,
1984; GUREVITCH, 1988; KAMADA et al., 1999).

2.2.2. Medidas de plasticidade

A plasticidade possui dois componentes de resposta plastica: a magnitude
de resposta € o padrdo de plasticidade. Essa resposta plastica ¢ obtida ao se
analisar dois ou mais genétipos em mais de um ambiente. A intensidade da
plasticidade observada nestes ambientes ¢ denominada de magnitude de resposta
plastica. Ao se comparar o comportamento entre os individuos, a concordancia
ou discordancia de resposta estabelece o padrdo de plasticidade. O controle das
respostas ¢ genético e modificavel pelo processo de crescimento e
desenvolvimento vegetal e pela selecio (BRADSHAW, 1965; SCHEINER,
1993; KAMADA et al., 1999).

O indice de determinagio ambiental (la) foi utilizado por KAMADA
(1998) como estimador da proporgdo de variagdo total atribuida ao efeito
ambiental e seus valores podem ser positivos ou negativos. Se positivos e
grandes significa que ha grande intensidade de plasticidade e se baixos ou
negativos significa que a intensidade de plasticidade ¢ pequena ou nula, ou seja,
ha pouca influéncia ambiental na caracteristica.

Quando sdo comparados dois ou mais gendtipos, € possivel determinar
similaridades ou divergéncias de respostas entre eles em cada caracteristica. Na
andlise de dois genotipos em relacdo a uma ou mais caracteristicas obtém-se
valores de alta ou baixa correlagdes. As altas correlagdes indicam que os
gendtipos tém respostas similares, ao passo que correlagdes baixas, ou negativas,
indicam padrdo de plasticidade divergente entre aqueles pares de gendtipos em
relagdo & caracteristicas consideradas (SCHLICHTING e LEVIN, 1984).

O coeficiente de coincidéncia pode ser utilizado como estimador do grau
de adaptacdo do gendtipo ao ambiente de ocorréncia natural. Essa coincidéncia €

estimada ao se realizarem experimentos que representem os  ambientes
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semelhantes ao de ocorréncia natural e os divergentes desses. As médias dos
resultados dos caracteres sdo comparadas e, no ambiente de origem, ¢ observada
a maxima ou a minima expressio do cardter que indica que esse apresenta
coincidéncia. Segundo CRUZ (1997), esse coeficiente estima a concordancia de
ocorréncia de observagdes superiores ou inferiores, em relacdo a cada par de
caracteristicas. A maxima ou minima expressdo do carater indica a extrema
adaptac@o do genotipo ao seu ambiente de origem.

Visando conhecer os fatores ambientais e genéticos que influenciam na
produgdo das espécies medicinais, KAMADA (1998) estudou a plasticidade
fenotipica da morfologia de trés acessos de manjericdo (Ocimum  spp.):
manjericio-branco, manjericdo-roxo e basilicdo, que foram crescidos em quatro
ambientes de adubacdo: 1) sem adubacdo, 2) adubacdo organica, 3) adubacdo
quimica e 4) adubagdo quimica e orginica. Neste trabalho utilizou-se como
parametros a andlise da variagdo morfologica nos niveis de adubacdo. Os valores
da plasticidade foram estimados pelo coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e
indice de determinacdo ambiental (Iaz). O CVa foi utilizado na estimagdo da
magnitude de plasticidade ¢ o Ia’ na representagio da proporgio de variagio total
atribuida ao efeito ambiental. Esse autor concluu que os efeitos da plasticidade
foram relevartes na produgdo de biomassa (matéria seca). Observou-se que nos
acessos floridos, manjericio-branco e basilicdo, os valores de plasticidade eram
semelhantes, no acesso que ndo floriu, manjericdo-roxo, ocorreu  maior
plasticidade nos caracteres, concluindo que os efeitos ambientais sobre o
crescimento e desenvolvimento foram especificos em cada acesso.

A quantificacgdo da clorofila pode servir como indicador das condi¢oes da
propria planta. Em geral, plantas sauddveis conterdo mais clorofila que as menos
saudaveis; entretanto, fatores como luminosidade interferem nessa condi¢do
(TAIZ e ZEIGER, 1991, JONES, 1994). Nas altitudes, as variagdes de
intensidade  luminosa  podem interferir com a quantidade de  clorofila,
influenciando diretamente no crescimento € no desenvolvimento vegetal Com o
SPAD (Minolta Co. Ltd.) pode-se estimar a quantidade relativa de clorofila de
folhas, com vantagem de ser rdpido e ndo ser destrutivo, com a leitura realizada

diretamente sobre a superficie da folha, mesmo quando essas estdo ainda no
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campo. O SPAD utiliza medidas em wunidades de SPAD, que indicam a
quantidade relativa de clorofila das folhas. A capacidade de medicdo varia de 0O
at¢ mais que 100 SPAD. A precisdo de + 1 SPAD ¢ observada nos valores entre 0
e 50 SPAD, ja nos valores acima de 50 a precisdo diminui. Os valores de SPAD
baseiamrse na quantidade de luz transmitida pela folha na regido analisada, em
dois comprimentos de onda, na qual a absorvancia da clorofila ¢ diferente dos
carotendides. O SPAD emite luz vermelha (aproximadamente 650 nm) e
infravermelha (aproximadamente 940 nm). Na regido do vermelho a absorvancia
¢ alta e ndo ¢ afetada pelos carotendides e na do infravermelho a absorvancia ¢
extremamente baixa. As dimensdes de leitura sdo de 2 mm x 3 mm da superficie

foliar e as medidas devem ser feitas fora das nervuras foliares, em folhas finas

(espessura menor que 1,2 mm) (MINOLTA, 1989).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material experimental

Foi estudada a plasticidade fenotipica de gendtipos de Bidens pilosa,
coletados em seis altitudes. As exsicatas desses encontramrse depositadas no
Herbario do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de
Vigosa (VIC). A altitude de coleta foi usada para denominar os gendtipos, ou
seja, o gendtipo coletado na altitude 210 m ¢ referido como 210, o da altitude 450
m como 450 e assim os demais genétipos. No Quadro 1, consta o local e o

habitat de coleta de cada gendtipo, bem como o numero do herbario (VIC).

Quadro 1 - Altitude, local, area e habitat dos seis genétipos de Bidens pilosa L. e
respectivos numeros do herbario (VIC). 1999

Gen(')tipo(l) Local de Coleta Area e Habitat de Coleta vIC @
210 Leopoldina (MG)  Urbana - terreno baldio, ensolarado e seco ~ 25.311
450 Leopoldina (MG) Rural - horta, sombreada e timida 25.313
475 Oratorios (MG) Rural - horta, ensolarada e umida 25.312
675 Vigosa (MG) Rural - horta, ensolarada e umida 25.308
950 Araponga (MG) Rural — horta, ensolarada e imida 25.309

1150 Araponga (MG) Rural — horta, ensolarada e umida 25.310

" Genétipo = representado pela altitude de origem, em metros;
@ VIC = Herbario da Universidade Federal de Vigosa.

Os seis genotipos foram selecionados em grupos divergentes baseados em andlise isozimatica
que consta do capitulo 1 dessa tese e cujos padrdes, com seus respectivos nimeros de bandas, encontram-

se resumidos no Quadro 2.
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Quadro 2 - Padrdes isozimaticos e seus respectivos numeros de bandas que
serviram a andlise de divergéncia e a selecdo dos seis gendtipos (210,
450, 475, 675, 950 e 1150) de Bidens pilosa L. utilizados neste

experimento
Numero de bandas de isozimas dos padrdes dos gendtipos
I[sozimas/  Padrdo 210 450 475 675 950 1150
I 8 8 8
ACP I 10
v 6 6
| 8
I 3
a-EST I\ 5 5
\Y 5
VI 3
I 2 2
B-EST I 3 3 3
v 4
GOT I 3 3 3 3 3 3
1T )
PO A% 6
VI 5
VII 1 1 1
I 5
SKDH 11 5 5 5 5
I 4
SOD I 6 6 6 6 6
11 8
Total 36 31 29 33 32 35

Cada gendtipo foi clonado in vitro e aclimatado, gerando plantas
homogéneas e em quantidade suficiente arealizacao dos experimentos.

Antes da montagem do experimento as plantas foram medidas e, no bloco,
foram colocadas as de alturas semelhantes. No Quadro 3 encontram-se as
andlises de varidncia da altura das plantas antes da implantagdo do experimento.
Valores significativos foram observados apenas entre os blocos, o que demonstra

a uniformidade do experimento.
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Quadro 3 - Resumo da andlise de wvaridncia da altura da planta quando da
mplantacdlo do  experimento, considerando os quatro  estadios
reprodutivos dos seis genotipos de Bidens pilosa L. crescidos nas

quatro altitudes

FV GL Quadrados médios
Bloco/Altitude 12 12,34**
Altitude (A) 3 0,03™
Gendtipo (G) 5 0,07™
Estadio (E) 3 0,12™
AxG 15 0,07™
AXE 9 0,07™
GxE 15 0,08™
AxGxE 45 0,11™
Residuo 276 3,54
Média 5,50
CV (%) 34,24

** = Significativos a 1% de probabilidade, pelo teste F; ns = ndo significativo,
pelo teste F.

3.2. Substrato

Utilizaramrse quatro toneladas de substrato no experimento, as quais
foram cuidadosamente preparadas no Grupo Entre Folhas, no campus da UFV,
utilizando-se betoneira manual com capacidade de 200 L, preenchida com 110 L
dos componentes do substrato. Os componentes utilizados foram solo, areia,
esterco bovino curtido e himus, na propor¢do 6:2:1:1. O solo foi passado em
peneira de malha de 6 mm, com o cuidado de uniformizar as suas camadas
durante o peneiramento. Apdés o preparo, o substrato foi transferido da betoneira
a lona plastica e, nessa, foi feita a separagdo individual do volume destinado a
cada vaso experimental. O volume de 5 L de substrato foi transferido a sacos
plasticos de mesma capacidade os quais serviram ao transporte at¢ os locais da
implantacao dos experimentos.

As mudas aclimatadas foram transportadas at¢ os locais em copos
plasticos de 200 mL, acondicionados em caixas de polietileno. Os vasos de
polietileno preto foram levados emborcados e acondicionados em caixas de
papeldo. Lonas plasticas pretas foram levadas e, em cada local, foram estendidas

sobre 0 terreno a ser montado o experimento.
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As lonas, em todos os locais, foram postas na orientagdo Norte-Sul e os
vasos colocados sobre elas. O solo, contido nos sacos plasticos, foi transferido
aos vasos. Em seguida as mudas das plantas foram transferidas a esses vasos.
Além das plantas do experimento, foram mantidos mais dois vasos, contendo
uma planta cada, ao lado de cada bloco a fim de determinar a quantidade de agua
a ser utilizada na irigacdo didria. Essa determinagcdo foi feita diariamente, antes
do inicio da imrigacdo, o que possibilitou manter as plantas, nos experimentos, nas
mesmas condicoes de irrigagdo, ou seja, na capacidade de campo. A analise
quimica do substrato foi realizada pelo Laboratério de Andlise de Solo Vigosa,
em Vigosa (MG) (Quadro 4) e a analise fisica no Laboratorio de Fisica do Solo,
do Departamento de Solos da UFV (Quadro 5), onde foi realizada também a
andlise de equivaléncia de wumidade do substrato visando a estimagdo da
capacidade (23,01%). A densidade do solo, obtida pelo método da proveta, foi
1,0381.

Quadro 4 - Resultado das andlises quimicas do substrato utilizado no plantio de
Bidens pilosa L nas quatro altitudes

pH P K Cao Mg AP H+Al SB CIC() CIC(T) V m MO

H,0 mgdm’ cmolc dm”® % dagkg'
52 494 280 19 1,1 00 31 3,72 3,72 6,82 550 2,63

pH em agua, KCl e CaC} - Relagao 1:2,5

P,K - Extrator Mehlich 1

Ca, Mg, Al - Extrator KCI - 1 mol L'

H + Al - Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol L'- pH 7,0

SB = Soma de Bases Trocaveis

CTC (t) = Capacidade de Troca Cationica Efetiva

CTC (T) = Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0

V = Indice de Saturacio de Bases

m = Indice de Saturaciio de Aluminio

MO = Matéria Organica = Carbono organico x 1,724 - Walkley-Black

Quadro 5 - Analise granulométrica do substrato utilizado no plantio de Bidens
pilosa L nas quatro altitudes

Areia grossa (%)  Areia fina (%)  Silte (%)  Argila (%) Classificagao textural

47 9 4 40 argila-arenosa
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3.3. Instala¢iio e condugiio do experimento

O experimento foi instalado e conduzido, na Zona da Mata Mineira, em
quatro locais, cujas altitudes sdo 198, 479, 739 e 962 m, no periodo de junho a
outubro de 2000. A localizacio geografica do experimento encontra-se no
Quadro 6 ¢ suas coordenadas serviram ao calculo das distancias, em linha reta,
entre os locais (Quadro 7). As distancias entre os locais foram inferiores a 10 km.
O clima da regido ¢ do tipo Cwa, de acordo com a classificacdo de Koppen. O

solo ¢ de topografia acidentada.

Quadro 6 - Localizac@o geografica dos quatro experimentos de Bidens pilosa L.

Locais dos experimentos Altitude Latitude Longitude

Itamarati de Minas (MG), zona urbana 198m  21°25°10”S  42°49°20” W

Sitio Santa Cruz, ‘Serra ‘ dos Caramoms, 479m  21°24°80° S 42°51°75" W
zona rural de Itamarati de Minas (MG)

Sitio Boa Vista, Serra dos Caramonas, 739m  21°23°127°S  42°53°27° W
zona rural de Itamarati de Minas (MG)

Sitio Boa Vista, Serra dos Menezes, zona o o
° ’ 962 21°21°99” S 42°53’46” W
rural de Astolfo Dutra (MG) o

Os dados de altitude, latitude e longitude foram determinados com o aparelho
GPS (Global Position System, modelo GPS 2000 XL, fabricado pela Magellan).

Quadro 7 - Distancia, em linha reta, entre quatro locais da montagem do
experimento de Bidens pilosa L.

Local 2 Local 3 Local 4
Local 1 4410 m 7.926 m 9.335m
Local 2 4.063 m 5.969 m
Local 3 2.110 m

A plasticidade fenotipica foi avaliada por meio do cultivo dos seis clones
nas quatro altitudes, analisando a variagdo fenotipica dos caracteres morfologicos
em quatro estddios reprodutivos. Utilizou-se o delineamento estatistico em
blocos casualizados, com quatro repeticoes e duas plantas por parcela.

Em cada unidade experimental, utilizaramrse vasos de polietileno de 5 L,
preenchidos com substrato, de massa aproximada de 5 kg. Cada vaso recebeu
uma planta. As mudas foram propagadas assexuadamente, a partir de uma Unica
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fonte matriz, em cultura de tecidos. De cada genotipo foram selecionadas, por
tamanho, 128 plantas a serem mantidas nas quatro altitudes. Cada altitude
recebeu 32 plantas de cada gendtipo, e 192 plantas ao considerar os seis
genodtipos. As 32 plantas foram separadas em quatro estadios reprodutivos, sendo
cada estadio representado por duas plantas mantidas dentro do mesmo bloco. A
posicdo dos blocos foi mantida com orientagio Norte-Sul nas quatro altitudes,
com o bloco 1 posicionado ao Norte e o bloco 4 ao Sul e os demais interpostos.

A padronizagdo da irrigacdo em todas as altitudes foi feita utilizando-se
oito vasos extras colocados na extremidade de cada bloco, em cada experimento.
Os oito vasos, contendo uma planta cada, serviram ao doseamento da quantidade
de 4gua a irrigar cada vaso do experimento. O procedimento foi verter 50 mL de
dgua em cada um dos oito vasos posicionados na frente dos blocos. Apds cinco
minutos foi verificado se a 4gua atingiu a lona plastica sob os vasos. Caso a lona
ndo apresentasse umidecimento, nova medida de 50 mL era vertida nesses vasos
e assim sucessivamente até notar que a agua umideceu todo o substrato e atingiu
a lona, mas sempre mantendo o intervalo de cinco minutos. Caso o teste de
umidade indicasse a necessidade de 100 mL, entdo esse volume de &4gua era
usado em cada vaso do experimento. Esse procedimento, realizado diariamente
nas quatro altitudes, possibilitou manter todas as plantas na capacidade de
campo.

Nos experimentos, os vasos foram colocados sobre lonas plasticas pretas.
Esse procedimento visou uniformizar os ambientes quanto a possivel reflexdo da
luz solar diferenciada dos quatro locais e, além disso, serviu como barreira a
penetracdo das raizes das plantas no solo do local, o que poderia interferir no
experimento.

A colheita foi feita cortando-se o caule junto a superficie do solo. Essa
colheita foi realizada nas plantas em quatro estddios reprodutivos. A primeira
colheita foi feita 14 dias apds o florescimento de 50% das plantas; as demais
colheitas foram feitas em intervalos regulares de 14 dias apoés a primeira colheita.
Na primeira colheita as plantas estavam no estadio de “florescimento; na
segunda colheita, no estddio de “inicio de frutificacdo™; na terceira colheita, no

estadio de “frutificacdo plena” e na quarta colheita, no estadio de “senescéncia”.
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3.4. Caracteristicas avaliadas e coleta de dados

As caracteristicas avaliadas foram as seguintes:
a) Inicio do florescimento (IF) - o nimero de dias entre a implantagdo do
experimento e a abertura da primeira inflorescéncia. Essa caracteristica foi
analisada antes das demais;
b) Altura da planta (AP) - obtida em cm, a partir do solo até o maior é&pice da
planta;
¢) Comprimento do caule (CC) - a medida foi tomada em cm, a partir do nivel do
solo at¢ o dapice caulinar; em alguns casos, o comprimento do caule e a altura da
planta foram os mesmos;
d) Numero de ndés (NO) - o nimero de nés foram contados, desde a base até o
apice do caule;
e) Numero de ramos (NR)— computaram se os ramos com mais de dois nos;
f) Nimero de capitulos (NC) - foram computados os capitulos floridos e em
frutificagao;
g) Massa seca caulinar (MC) - foram considerados o caule e os ramos laterais e a
secagem desses foi feita em estufa de circulagdo forcada de ar, a temperatura de
65 °C, mantida até a obtengdo de massa constante. Os dados, em gramas, foram
determinados em balangas analiticas;
h) Biomassa aérea (BA) - obtida pela soma de MF e MC;
1) SPAD (SP) - o valor do SPAD esta correlacionado a quantidade de clorofila da
folha e os determinados pelo aparelho SPAD-502 (Minolta Co. Ltd.), em
medidas de SPAD, da média de 10 folhas analisadas aleatoriamente de cada
planta;
j) Numero de folhas (NF) - na contagem do nimero de folhas, consideraram-se
apenas as folhas verdes;
k) Area foliar por planta (AF) - a érea foliar foi determinada inicialmente pelo
equipamento Areameter, com os valores tomados de 30 folhas de cada tipo:
simples, tripartida e pentapartida; colhidas aleatoriamente e tomadas suas
medidas de comprimento e largura. Em cada folha da amostra obteve-se os dados
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que foram aplicados a equacdo abaixo visando obter fator de correcdo médio, a
ser adotado na estimativa da area foliar de cada planta do experimento:

Y =a.x; onde:

Y = Area Foliar (obtida com o “Areameter”);

a = Fator de corregdo (calculado em cada tipo de folha);

x = C (comprimento) x L (largura).

No célculo da érea foliar por planta, tomou-se, de cada tipo de folha, a medida do
comprimento e de largura separadamente de folhas pequenas, médias e grandes,
assim como o numero correspondente a cada tamanho. Com as medidas de
comprimento e largura e com o indice de corregdo, calculouse a éarea foliar. Os
valores encontrados em cada tipo e tamanho de folhas foram multiplicados pelo
nimero de folhas obtendo a 4rea foliar por planta, em cn’. A tomada das
medidas foi logo apds a colheita, no mesmo dia. No comprimento das folhas foi
considerado o peciolo e na largura foi considerada a porcdo mais larga da folha
simples e mnas folhas tri e pentapartida considerada a largura entre as
extremidades opostas do segundo foliolo.

1) Area foliar média (AM) - este valor foi estimado a partir da 4rea foliar por
planta dividida pelo nimero total de folhas;

m) Massa seca foliar (MF) - a secagem das folhas foi feita em estufa de
circulagdo forcada de ar, a temperatura de 65 °C, mantida at¢ a obtengdo de
massa constante. Os dados, em gramas, foram determmados em balangas
analiticas;

n) Nimero de folhas em 1 g (N1) - este valor foi estimado pela divisio do
numero de folhas (NF) pelo valor da massa seca foliar (MF).

Essas caracteristicas foram tomadas pela média das duas plantas que
compunham a parcela, exceto o “inicio do florescimento”, no qual considerou-se
a média de oito plantas (duas plantas da parcela x quatro épocas de colheita)
como representando cada bloco. O “iicio do florescimento” foi analisado
separadamente € apenas uma vez ¢ as demais caracteristicas foram avaliadas nos

quatro estadios reprodutivos.
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3.5. Analises estatisticas

Inicialmente foram feitas as andlises de variancia dos caracteres de cada
genotipo isoladamente e, posteriormente, a analise conjunta dos genotipos.

A quantificacio da plasticidade foi feita com base na magnitude de
resposta € no padrdo de resposta plastica. Foram utilizados trés estimadores:
coeficiente de variagdo ambiental, como estimador da magnitude da plasticidade;
indice de determinacdo ambiental, como estimador da propor¢do da variagdo
total atribuida ao efeito ambiental ¢ coeficiente de correlagio de Pearson, como
estimador do padrdo de plasticidade. Essa avaliagdo foi feita entre os gendtipos e
em cada caracteristica. A adaptacdo dos genotipos & respectivas altitudes de

origem foi estimada pelo Coeficiente de Coincidéncia.

3.5.1. Analises de variidncia

A andlise de variancia individual dos genotipos foi obtida inicialmente e,
posteriormente, a andlise conjunta dos seis gendtipos. Nas andlises individuais,
foram verificadas as diferencas entre as altitudes de cultivo dentro do mesmo
estadio reprodutivo e entre os quatro estadios reprodutivos na mesma altitude,
além da interacdo entre altitude e estddio reprodutivo. A andlise conjunta foi
utilizada na verificacdo das diferencas de resposta plastica entre o0s seis

genotipos.

3.5.1.1. Analise individual por altitude em cada estadio reprodutivo

No Quadro 8 esta esquematizado o modelo estatistico da analise de variancia individual dos seis

genotipos. O fator alttude foi considerado de efeito fixo.

Quadro 8 - Esquema da anlise de variancia baseada nos dados da parcela

F.V. G.L. Q.M. E(QM)
Altitude a-1 QM1 O’Zr + 1,
Residuo (a1 QM2 .

Total ar-1
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Em que:
0°, = componente de varidncia associado ao erro experimental;

(p, = componente quadratico associado aos efeitos da altitude.

3.5.1.2. Analise individual por altitude nos quatro estadios reprodutivos

No Quadro 9, apresenta-se o esquema da analise de variancia individual de cada gendtipo nos

quatro estadios. Os fatores altitude e estadio reprodutivo foram considerados de efeitos fixos.

Quadro 9 - Esquema da andlise de variancia baseada nos dados da parcela

F.V. GL. Q.M. E(QM)
Altitude (A) a-1 QM3 O’, + erpa
Estadio (E) e-1 QM4 0%, + argg
AXE (a-1)(e-1) QM5 O+ 1@y
Residuo ae(r-1) QM6 .

Total era-1

Em que:

0°, = componente de varidncia associado ao erro experimental;
Op O Qs = componentes quadraticos associados aos efeitos de altitude, de

estadio reprodutivo e da interagdo altitude x estidio reprodutivo, respectivamente.
3.5.1.3. Analise conjunta
No Quadro 10 estd esquematizada a analise de variancia conjunta dos seis

genotipos. Os fatores altitude, gendtipo e estddio reprodutivo foram considerados

de efeitos fixos.
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Quadro 10 - Esquema da andlise de variancia baseada nos dados da parcela

F.V. G.L. Q.M. E(QM)
Bloco/Altitude ar-1) QM7

Altitude (A) a-1 QM8 o’, + erg@,
Genotipo (G) gl QM9 o+ aer(;
Estadio (E) e-1 QM10 o’ + erag:
AxG (a-1)(g1) QM11 O, + eug
AxE (a-1)(e-1) QM12 O’r + GPap
GxE (g1)e1) QM13 o, + arggr
AxGxE (a-D)(g1)(e-1) QM14 02r+r(pAGE
Residuo (r-1)a(ge-1) QM15 .

Total rage- |

Em que:

o°, = componente de variancia associado ao erro experimental;

@rn @, @ = componentes quadrdticos associados aos efeitos da altitude, de
genotipo e de estadio reprodutivo, respectivamente;

Ore, Par, Qe Qace = componentes quadraticos associados aos efeitos das
interagdes altitude x gendtipo, altitude x estddio reprodutivo, genodtipo x estadio

reprodutivo e altitude x gendtipo x estadio reprodutivo, respectivamente.

3.5.2. Estimadores de plasticidade

3.5.2.1. Magnitude de plasticidade

Na quantificacdo da magnitude da resposta plastica dos genotipos em
relagdio ao ambiente utilizaramrse o coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e o

indice de determinagdo ambiental (I2").

3.5.2.1.1. Coeficiente de variacdo ambiental (CVa)

O cocficiente de variagdo ambiental (CVa) serviu como estimador, em
valores percentuais, da magnitude da resposta plastica, utilizando-se dos valores
de desvio-padrdo da média das altitudes (tratamentos) e da média do carater. O
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CVa das caracteristicas de cada genotipo foi determinado pela formula
(SCHLICHTING e LEVIN, 1984):

x JQMA/b

cva- —%) y100- x 100
X X
em que:
CVai = coeficiente de variagdo ambiental do gendtipo i;
s ( X ) = desvio-padrdo da média das altitudes (tratamentos) no gendtipo 1
correspondente;
X = média geral do genotipo i;
QMA = Quadrado médio de altitude (tratamento) das analises individuais;

b = nlimero de blocos em cada altitude.

O valor de CVa foi considerado alto se fosse maior que 20%, médio se
estivesse entre 10 e 20% e baixo se fosse menor que 10% (SCHLICHTING e
LEVIN, 1984).

3.5.2.2. indice de determinacfio ambiental (Iaz)

O indice de determinacio ambiental (Ia*) foi preparado em analogia a
herdabilidade e representa o efeito ambiental em relagdo a proporgdo total da
variacio. Nas estimativas do Ia’, partiu-se da andlise de variancia individual e foi

determinado por meio da seguinte formula:

QMA - QMR

la’ =
QMA

em que:
Ia* = indice de determinaciio ambiental;

QMA = quadrado médio da altitude (tratamento); e
QMR = quadrado médio do residuo.
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3.5.2.3. Padrio de plasticidade fenotipica

O padrdo de respostas dos gendtipos frente & mudangas, denominado de
padrio de plasticidade fenotipica, foi avaliado por meio da andlise de variancia
conjunta. Também foi avaliado o coeficiente de correlacgdo de Pearson entre

médias de caracteristicas em cada par de genotipos.

3.5.2.3.1. Coeficiente de correlacao de Pearson

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi adotado visando estimar o
padrdo de resposta plastica das médias dos tratamentos entre pares de genotipos.
A andlise foi feita entre os genotipos, comparados dois a dois, em relagio &
médias de cada caracteristica. Foi adotado o critério de altas correlagdes
indicarem que os genotipos tém respostas similares, ao passo que correlagdes
baixas, ou negativas, indicam padrdo de plasticidade divergente entre aqueles
pares de genétipos em relagdo & caracteristicas consideradas, conforme
SCHLICHTING e LEVIN (1984).

O coeficiente de correlagdio foi calculado por meio de recursos
computacionais do programa SAEG (Sistema para Andlises Estatisticas e
Genéticas) versdo 5.0, desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa, cujas

instrucdes operacionais foram descritas por GOMES (1992).

3.5.2.4. Coeficiente de coincidéncia (CCo)

O coeficiente de coincidéncia (CCo) serviu na estimagdo do grau de
adaptacdo de um genotipo a altitude em que ele foi coletado. O coeficiente de
coincidéncia, segundo CRUZ (1997), estima a concordancia de observacdes
superiores ou inferiores, em relagdo a cada par de caracteristicas. No presente
estudo, o par foi composto pelas caracteristicas fenotipicas plasticas e a altitude
onde foi coletado o gendtipo. Esse indice estimou o grau de adaptagdo da planta
ao seu ambiente de ocoméncia natural. A maxima ou minima expressio do

cardter mede a extrema adaptagdo do gendtipo a sua altitude de origem, quando
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analisado em varias altitudes A essa concordancia de resposta plastica foi dada
nota 1. Os wvalores intermedidrios aos extremos expressaram a discordancia
adaptativa, recebendo nota 0 (zero). A andlise foi feita com base nas médias das
caracteristicas do gen6tipo nas quatro altitudes e nos quatro estadios
reprodutivos. Com a andlise das caracteristicas foram gerados valores cuja soma
¢ dividida pelo numero de caracteristicas consideradas, obtendo-se¢ assim a média
das notas. Essa média foi multiplicada por 100 a fim de obter o coeficiente de
coincidéncia em porcentagem.

As médias do gendtipo 210 devem ser comparadas com a altitude 198 m,
as médias do 450 e do 475 com 479 m, as médias do 675 com 739 m e as médias
do 950 e do 1150 com 962 m.

A adaptagdo do gendtipo a altitude onde foi coletado foi estimada pelo
CCo e varia de 0 a 100%. Ao avaliar genotipos em quatro altitudes, sendo uma
altitude semelhante a sua altitude de origem, e admitindo ndo haver qualquer
adaptacdo dos genotipos a altitude, espera-se que o CCo seja de 25%. Visando
determinar a adaptagao do gendtipo ao local de origem (altitude), considerowse:

a) baixa adaptagdo, quando CCo for de 0 a 25%;
b) adaptagdo intermedidria, quando CCo for de 25 a 75%; e
c) alta adaptagdo, quando CCo for de 75 a 100%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Plasticidade fenotipica do inicio de florescimento em relacio a altitude

O inicio do florescimento foi analisado separadamente das demais

caracteristicas, antes das colheitas.

4.1.1. Analises de variancia

Nos Quadros 11 e 12 encontram-se, respectivamente, os resultados das
andlises de varancia individuais e da andlise de varidncia conjunta da

caracteristica inicio do florescimento.

Quadro 11 - Resumo das andlises de variancia individuais dos genotipos 210, 450,
475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L., da caracteristica inicio do

florescimento
FV  GL Quadrados médios
210 450 475 675 950 1150
Altitude 3 4,60*%* 1,30 ™ 085"™ 0,14™ 083™ 16,35*
Residuo 12 0,79 047 1,83 1,06 1,27 2,85
Média 50,50 60,64 61,48 60,93 62,65 63,94
CV (%) 1,75 1,13 2,20 1,69 1,80 2,64

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F;
ns = no significativo, pelo teste F.
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Quadro 12 - Resumo da andlise de varidncia conjunta da caracteristica inicio do
florescimento, nos seis gendtipos de Bidens pilosa L. crescidos em

quatro altitudes
FV GL Quadrados médios
Inicio do florescimento

Bloco/Altitude 12 2,96%*
Altitude (A) 3 2,15™
Gendtipo (G) 5 371,90**
AxG 15 4,38%*
Residuo 60 1,06

Média 60,02

CV (%) 1,71

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F;
ns = ndo significativo, pelo teste F.

Observamrse, nos Quadros 11 e 12, coeficientes de variagio (CV)
menores que 3%. Os experimentos de campo com CV inferiores a 10% sdo
considerados baixos por GOMES (1987), que postula que quanto menor o CV
maior a precisdo dos dados experimentais.

A plasticidade da caracteristica inicio do florescimento consta da analise
conjunta (Quadro 12) onde os quadrados médios da interacdo gendtipo x altitude
foram significativos. No Quadro 12, verifica-se que a altitude influenciou pouco
o inicio de florescimento, mas que os genétipos tiveram comportamentos
distintos. Essas diferencas sdo apresentadass no Quadro 11, ao observar que o
gendtipo 210, coletado na menor altitude, teve florescimento precoce (média de
50,50 dias) e o genotipo 1150, coletado na maior altitude, teve florescimento
tardio (média de 63,94 dias). Esses dois gendtipos foram os que tiveram resposta
plastica de inicio do florescimento nas variagdes de altitudes.

Ao ser detectada plasticidade, essa pode ser estudada quanto a sua
magnitude e padrdo de resposta. Entretanto, como o intuito foi o de estudar a
influéncia da altitude nos seis gendtipos, foi desconsiderado se os gendtipos

tiveram ou nao diferencas significativas nessa caracteristica.
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4.1.2. Magnitudes da plasticidade fenotipica

No Quadro 13, constam os valores do coeficiente de variagdo ambiental
(CVa) e do indice de determinacio ambiental (I&’), indicando as magnitudes da
plasticidade fenotipica do inicio do florescimento. Nota-se que os valores mais
expressivos foram os dos genotipos 210 e 1150, pois foram esses que tiveram

respostas significativas nas andlises de variarcia (Quadros 11 e 12).

Quadro 13 - Estimativas dos coeficientes de variagdo ambiental (CVa) e indices
de determinagio ambiental (Ia) do cardter inicio do florescimento
dos seis gendtipos de Bidens pilosa L. crescidos em quatro altitudes

Genotipos
210 450 475 675 950 1150 Meédia

CVa 2,12 0,94 0,75 0,31 0,73 3,16 1,34
Ia’ 0,8302  0,6372 - - - 0,8258 | 0,7644

Pode-se observar, no Quadro 13, que os coeficientes de variagdo
ambiental (CVa) com valores de 0,31 a 3,16 mostraram, com relagdo ao inicio do
florescimento, a baixa plasticidade dos gendtipos, conforme classificagdo citada
por SCHLICHTING e LEVIN (1984): >20% alta, 10-20% média e < 10% baixa.
Esses autores, estudando a plasticidade fenotipica do inicio do florescimento da
planta anual Phlox , obtiveram plasticidade de 5%.

Os valores dos indices de determinagdo ambiental (Iaz) demonstraram que
a propor¢do da variagdo total atribuida aos efeitos da altitude foi alta nos
gendtipos extremos (genotipo 210 e 1150), com cerca de 83% da variagdo total
atribuida a altitude (Quadro 13). Estimativas negativas do indice de determinagdo
ambiental foram desconsideradas e representadas por tragos.

Pode-se perceber que as maiores magnitudes de plasticidade do inicio do
florescimento foram obtidas nos genotipos extremos, ou seja, genotipo 210 (CVa
2,12 e de Ia® 0,8302) ¢ gendtipo 1150 (CVa 3,16 e de Ia* 0,8258), sendo esses Os
unicos gendtipos com plasticidade detectada nas andlises de variancia (Quadro
11).
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. 2 - .
Estes valores baixos de CVa e de Ia” sdo esperados devido ao
florescimento ter ocorrido rapidamente e com isso recebe menor influéncia do

ambiente (BRADSHAW, 1965; SANTOS, 1990).

4.1.3. Padriao de plasticidade fenotipica

O padrdo de plasticidade foi estimado por meio do coeficiente de
correlagdo de Pearson. Observa-se no Quadro 14 que os valores sdo baixos entre
os genotipos. Analisando apenas a correlagdo entre os gendtipos 210 e 1150, por
demonstrarem plasticidade nesse cardter nas andlises individuais (Quadro 11),
observa-se que a resposta foi na mesma diregdo e no mesmo sentido, mas com
baixa correlagdo, 0,08 (Quadro 14). Segundo SCHLICHTING e LEVIN (1984),
as correlagdes baixas indicam que os genotipos tém respostas divergentes em
relacdo avariavel.

Quadro 14 - Estimativas dos coeficientes de cormrelagdio de Pearson do carater

inicio do florescimento dos seis gendtipos de Bidens pilosa L.
crescidos em quatro altitudes

Genotipos 450 475 675 950 1150
210 -023™ 020"™ -0,05™ 035™ 0,08 ™
450 0,38 ™ 0,47* -0,27™ 0,04 ™
475 -0,10™ -0,02 ™ -0,05™
675 0,07 ™ 0,43*
950 025™

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.

4.1.4. Coeficiente de coincidéncia (CCo)

No Quadro 15, pode-se detectar que o gendtipo 210 floresceu mais
precocemente ¢ o da altitude 1150 foi, em geral, o mais tardio ¢ de maneira
menos  sincronica.  Nota-se ainda que esses dois genotipos  diferiram
estatisticamente nesse carater com relacdo a altitude (Quadro 15), sendo este
resultado  correspondente ao observado nas andlises de varidncia individuais
(Quadro 11). O florescimento precoce de plantas de baixas altitudes ja foi
observado em Bidens pilosa por SUN e GANDERS (1990).
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O CCo foi utilizado na comparagdo das médias por meio do teste de
Tukey (Quadro 15). Devido ao interesse em verificar a adaptagdo do genotipo e
ndo da caracteristica a altitude, o CCo do inicio de florescimento dos genotipos
foi tratado juntamente com as demais caracteristicas morfométricas analisadas no

item seguinte.

Quadro 15 - Médias do carater inicio do florescimento e estimativas dos
coeficientes de coincidéncia (CCo) dos seis genétipos de Bidens
pilosa L. crescidos em quatro altitudes

Genotipos

Altitudes 210 450 475 675 950 1150
198 m 50,47AB 60,00A 61,25A 61,00A 62,84A 66,44A
479 m 51,38A 60,50A | 61,00A 61,09A 63,16A  64,22AB
739 m 51,16A 60,69A 62,06A 60,66A 62,50A 61,53B
962 m 49,00B 61,38A 61,59A 60,97A 62,09A | 63,56AB

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Os retangulos delimitam as maiores ou
menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos genotipos.

4.2. Plasticidade fenotipica dos demais caracteres morfométricos

Foi feita a andlise conjunta dos genotipos em relagdo a cada caracteristica
estudada. A diferenga entre gendtipos na interagdo com o ambiente foi

quantificada em magnitude pela resposta plastica.

4.2.1. Analises de variancia

Os caracteres morfométricos com valores significativos nas interagoes
gendtipo x altitude na andlise conjunta, foram submetidos a andlise de variancia
individual, sendo realizado o desdobramento dos gendtipos, considerando um
estadio reprodutivo de cada vez, nas quatro altitudes.

A andlise conjunta dos genétipos nos quatro estadios reprodutivos
encontra-se nos Quadros 16, 17, 18 e 19. Na maioria dos caracteres
morfométricos os quadrados médios da interagdo altitude x gendtipo foram
significativos, demonstrando que a resposta plastica foi diferente entre os

genétipos de Bidens pilosa nas altitudes e nos quatro estadios reprodutivos.
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Nesses quadros observam-se, na caracteristica area foliar por planta (AF), os
maiores coeficientes de variacdo (CV %).

No Quadro 16, constam as analises dos caracteres morfométricos
referentes ao estaddio de florescimento. Valores —significativos em todas as
varidveis foram observados nos genotipos 450, 475 e 675. O gendtipo 210 foi o
que teve menos variavels com diferencas significativas, demonstrando menor
plasticidade fenotipica nas altitudes.

Nas andlises do estddio reprodutivo inicio de frutificacdo (Quadro 17), na
maioria dos caracteres morfométricos os quadrados médios foram significativos,
no entanto nenhum gendtipo teve valores significativos em todas as variaveis. No
inicio de frutificagdo, notase que o nimero de ramos (NR) e o mimero de folhas
em 1 g (NI) foram as caracteristicas que variaram menos nas andlises individuais
dos genotipos.

No estddio reprodutivo de plantas em plena frutificacdo, os quadrados
médios foram significativos na maioria dos caracteres morfométricos (Quadro
18) e observa-se, em comparagdo com o estddio de inicio de frutificagdo (Quadro
17), nova etapa de desenvolvimento de gemas axilares, gerando diferencas
significativas do mnumero de ramos (NR) nos gendtipos 450, 475 e 950.
Interessante notar, no Quadro 18, que no valor do SPAD foliar (SPAD) a
interacdo altitude x genotipo ndo foi significativa, porém foi significativa quando
analisado cada genétipo individualmente, o que demonstra que as variagoes entre
os genotipos sao semelhantes em resposta plastica devido aaltitude.

No estddio de plantas em senescéncia (Quadro 19), os quadrados médios
foram significativos na maioria dos caracteres morfométricos. Nesse estadio, o
numero de capitulos (NC), a érea foliar por planta (AF) e a massa seca foliar
(MF) tiveram diferencas ndo significativas na interagdo altitude x genotipo e
significativas em andlise individual dos gendtipos. Isso indica que a altitude

influenciou de maneira semelhante essas variaveis em todos os genotipos.
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Quadro 16- Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interagdo altitude x
genotipo nos gendtipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres altura da planta
(AP), comprimento do caule (CC), nimero de ramos (NR), ntimero de capitulos (NC), massa seca caulinar (MC), biomassa
seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), area foliar média
(AM), massa seca foliar (MF) e nimero de folhas em 1 grama (N1) no estadio reprodutivo de plantas em florescimento

FV GL Quadrados médios

AP CC NR NC MC  BA SP NF AF AM MF N1
Bloco/Altitude 12 1949 33,68 948%F 100,71%*  2,01%F  389%k  4]65%%  36953%* 3081888**  227%  043%F  2800"
Altitude (A)  (3) 134928  112742%F 5781%* 33627%F  61,80%* I3017% 46148** 439474**  142787200%* 11069%* 13,51%*  25684%*
Gendtipo (G) 5 353827** 233059  483* 20516%*  2942%* 5777 9030%%  36591%*  17633580%* 27,60%* 551%k  1488,62%*
AxG (15)  19320%%  5688%%  500%%  16627** 467 627  2371%F  219,53* 49399.71%%  275% (8% 19,18
A /G210 3 1491™ 1491™ 354" 16679%* 122 3,13%  TLISF 93464% 10461530 7.84%F  (53%*  5573%
A/ G450 3 386,89%*  386,80%%  78I%*  864A3%  776%* 1777%F  40,18%F 889,17 22954970%*  22,02%% 205%*  5237*
A/ G475 3 197,12%F  16143%F  1563FF  Q704%F  1669%F 3347 9020%F 1309254%F  514726,60%*  2730%F 366**  6436*
A /G675 3 28561%F  24416%F 1519%F  6523*  1512%F 3447+ O819%F 150061%*  41154840%* 2086** 455  7425%
A /G950 3 11407%F  307,76%F 21,52%*F 28623%*  409%F 927 2730%F 27,06 BAT8R A3 1230%F 134  7346*
A /G1150 3 1316,70%%  29668%F 23.63F*F  46580%F  4026%F 6339%* 24303%F  65835%*%  32964230%*  34,13%F  276**  32,58™
Residuo 60 16,19 1892 170 21,85 046 070 487 107,71 1187733 1,00 007 1893
Meédia 4830 4504 1228 15,69 401 669 5081 76,66 540,06 683 268 31,06
CV (%) 833 966 10,62 2980 1693 12,54 434 13,54 20,18 1467 10,06 1401

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.



Quadro 17- Resumo da andlise de varidncia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interacdo altitude x
genotipo nos genotipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres altura da planta
(AP), comprimento do caule (CC), nimero de ramos (NR), numero de capitulos (NC), massa seca caulinar (MC), biomassa
seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nuimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), area foliar média
(AM), massa seca foliar (MF) e numero de folhas em 1 g (N1) no estadio reprodutivo de plantas em inicio de frutificagdo

FV GL Quadrados médios
AP CC NR NC MC BA SP NF AF AM  MF N1
Bloco/Altitude 12 59,54%  32,60%  1146%*  49177%*  4]11%* 592%%  30,30%*% 49574* 43783 21%* 197# 038  3195™
Altitude (A)  (3)  431888%*  66805%* 11,02%*% 375620%* 25823+  37444%* 22728%* 646724%*  117571400%*  63,16%* 11,07+* 72126%*
Genotipo (G) 5 1907,89%% 200308%*  945%F  55025%F 5]28%*  7603%* 26270%* 1723 50%* 160413,70%* 0,84%%  3770%* 491 58%*
AxG (15)  50,55%%  2380° 2257 56591%  300%F  473%F  0584%* 84]93%* T8472,.90%* 531%F  1,04%F 103,64%*
A /G210 3 67339% 3277 1,56™  669,19%* 26,86** 3706%% 22,50%  357147%  191646,40%* 524%% 0,89 172,26*
A/ G450 3 93305%F  139,63%F 260" 86147+ 3820% 50,59**  81,14** 32697 70877 43** 442%%  0,88** 107,85
A/ G475 3 48570%F  10632%F 460" 04827+ 68,78%% 10497 161,04%* 174722%F  47087520%%  22,69%*  432% 7146™
A /G675 30 6A202%F  15838%F  838%  123740%* 63 47%* O1,54%  7554*%% 214346%*  20892580%*  1042%*  288%* 11,53
A /G950 3 B4941%F  189,04%F 2,687 51572%* 2728%* 57,00%% 12543*%% 1978,13%*  30271680%*  3031%*  6,52%* 743 35%+*
A/Gl1150 3 086,I8%F  16135%F 235" 235377%*48,63%* 56,81%% 240,85%  909,64* 143036,70%*  16,61*%*  0,80%* 32,98
Residuo 60 1537 16,95 2,06 83,83 081 123 792 22282 15920,58 062 016 43,08
Média 6742 4549 12,68 6095 831 11,00 4516 81,80 526,35 618 269 32,26
CV (%) 582 9,05 11,32 1502 10,84 10,07 6,23 1825 23,97 12,77 14,67 20,35

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = no significativo, pelo teste F.



Quadro 18- Resumo da andlise de varidncia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interacdo altitude x
genotipo nos gendtipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres altura da planta
(AP), comprimento do caule (CC), nimero de ramos (NR), numero de capitulos (NC), massa seca caulinar (MC), biomassa
seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), area foliar média
(AM), massa seca foliar (MF) e numero de folhas em 1 g (N1) no estadio reprodutivo de plantas em plena frutificagdo

FV GL Quadrados médios
AP CC NR NC MC BA SP NF AF AM MF N1

Bloco/Altitude 12 T136%%  3596%% 11,00%* 118565+  549%* 593% 1025 31582%  11966,06* 1,36™  0,19* 68410
Altitude (A) ()  437688**  82352%* 2807* 1203519 300,83**  33575%F 37795%F 465571%*  27544990%* 4140%*  416%* 7008,15%*
Genotipo (G) 5 1852,09%*  189321%* 1563%* 278503%*F  44,16%*  4852%F 100,09%* 1202,50%*  825830™  S54I**  033%F  G7744%*
AxG (15)  4590%%  3715%F 475%  45813% 273 297¥  2028™  430,70%*  19199,10%*  2,08* 030** 316,88*

A /G210 3 573,34%* 19,84 3,52™ 471023*%  3232%*  3875%*  7468%* 1708,13** 18870,92* 1,86™ 044% 992 32%*
A /G450 3 710,60 179,13%* 585%* 979,06**%  4144%* 4437+ 12146%*F  T73,68%F  5719027**F  780%* 1,09**  1174,88**
A /G475 3 508,38**  165,00%* 1527**  1860,75%**  56,74** 66,14*  48,64** 1701,38**  191599,90** 17,19%* 2,10%*  84544*
A /G675 3 883.28**  188,19** 14,88** 3514, 27**  56,77**  5933** 12192%* 1541,81%* 13978,14™  335* 0,06  841,79**
A /G950 3 03238**  22145%* 435* 638,18%*  5553**  64,74**  6533**  TTI27**  56850,64**  10,99** 142%*  4096,06™*
A/ G1150 3 098,38**  23567*F 793" 262333*%F 71,66**  7725%* 4731*  30693" 32955,61*%*%  10,63** 0,53**  642,05%*
Residuo 60 1441 13,47 1,38 13727 0,95 121 11,55 12694 5544,85 0,95 0,10 62,81
Média 69,62 4487 1321 107,78 9,50 11,00 36,36 58,48 21943 3,74 1,50 43,08
CV (%) 545 818 8388 1087 10,28 10,01 9,34 19,26 33,94 26,01 20,77 18,40

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, peb teste F.



Quadro 19- Resumo da andlise de varidncia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interacdo altitude x
genotipo nos gendtipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres altura da planta
(AP), comprimento do caule (CC), nimero de ramos (NR), numero de capitulos (NC), massa seca caulinar (MC), biomassa
seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), area foliar média
(AM), massa seca foliar (MF) e nimero de folhas em 1 g (N1) no estadio reprodutivo de plantas em senescéncia
FV GL Quadrados médios
AP cC NR NC MC BA SP NF AF AM MF N1
Bloco/Altitude 12 51,66* 2131 624%%  67200%% 407+ 306**  16,61™ 30391* 309599"  0,76™  022%* 311,10%
Altitude (A) (3) 4764,54%*  93493** 2547**  21202888** 250,19%*  28041**  102931** 2908,69**  57606,08** 8,89%F  2.61%* 5626,03%*
Genotipo (G) 5 172790%*%  2171,74*%* 1542*%* 289325%* 3780%*  44,65%* 86,83**  79721** 404848™ 091™  0,39%* 997 20+*
AxG (15) 55,32%%* 5527 311" 301,57 245%* 241%*  5303**  569,99** 2335,72™ 1,93** 0,08 ™ 477,68**
A /G210 3 477.98** 11,15™  2,02% 443738** 2364%*  2785%*F 42 54% 2723,06** 6752,55% 464%*  031** 368437**
A /G450 3 1064,93**%  134,68%* 352" 2554 81*%*% 3771*%  43,04*%* 32859*%*  670,93%* 6254 ,27* 2,12%%  031**F  1486,04**
A/ G475 3 416,76%*  11324** 13,46** 3140,02%* 4238*%*  49,10** 26347**  383,04™ 13719, 20** 243*%F  040%*F  242,15™
A /G675 3 66322%*  156,54**  594™ 6000,18** 4584%*  4938** 24567+  83335%F  11266,33** 1,51* 0,36** 587.20%*
A /G950 3 1263,16%*%  41651** 15,06** 1934,19** 59,77**  64,79** 210,61**  91447** 23128 60** 6,30** 097 1262,69%*
A/ G1150 3 1155,06%*  379,18%* 1,02™ 4670,14** 53,10%*  5828** 203,56%*  23377™  8163,72* 1,55% 0,65**  751,99%*
Residuo 60 21,61 11,35 2,19 262,04 0,78 083 10,21 139,92 2062,85 0,51 0,06 159,50
Média 69,18 44.86 1244 129,57 9,07 10,22 35,95 58,02 131,86 2,31 1,14 55,68
CV (%) 6,72 7,51 1191 12,49 9,76 892 8,89 20,39 34,45 30,76 20,59 22,68

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.



Nas andlises conjuntas dos caracteres (Quadro 20), os quadrados médios
da interacdo gendtipo x altitude foram significativos indicando que a resposta
plastica fenotipica foi diferente entre os genotipos, exceto na caracteristica
numero de no6s (NO). A interagdo significativa gendtipo x estadio reprodutivo
demonstra que a resposta plastica fenotipica dos genotipos foi diferente, exceto
com relacdo ao comprimento do caule (CC), nimero de noés (NO) e nimero de

folhas em 1 grama (N1).

4.2.3. Magnitudes da plasticidade fenotipica

No Quadro 21, estdo as estimativas do coeficiente de variagdo ambiental
(CVa) e, no Quadro 22, as do indice de determinagio ambiental (Ia%), que
indicam as magnitudes da plasticidade fenotipica dos genétipos em relagdo &
caracteristicas morfométricas observadas nos quatro estadios reprodutivos.

Adotando a classificagio das magnitudes de plasticidade citada por
SCHLICHTING e LEVIN (1984) (CVa>20% alta, CVa 10-20% média e
CVa<10% baixa), pode-se admitir que em doze caracteristicas as magnitudes de
plasticidade foram altas, CVa = 26,49 (Quadro 21). O menor coeficiente de
variacdo ambiental (CVa) médio foi estimado no numero de ramos (NR) e o
maior na area foliar por planta (AF), respectivamente, 11,23 e 46,02.

Os indices de determinagio ambiental (Ia’) demonstraram que a variagdo
total atribuida aos efeitos de altitude foi alta nos genotipos, cuja média foi 0,8358
(Quadro 22). Os caracteres morfométricos foram altos, exceto o nimero de
ramos (NR, 0,5657). O gendtipo 950 teve o maior indice (0,9279, no estadio
senescente) e o genotipo 210 teve o menor (04921, no estddio de inicio de

frutificacdo).
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Quadro 20 - Resumo das andlises de variancia conjunta dos caracteres altura da planta (AP), comprimento do caule (CC), nimero de nds
(NO), niimero de ramos (NR), niumero de capitulos (NC), massa seca caulinar (MC), biomassa seca aérea (BA), valor de
SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), area foliar média (AM), massa seca foliar
(MF) e numero de folhas em 1 grama (N1) dos quatro estadios reprodutivos dos seis genotipos de Bidens pilosa L., mantidos
em cultivo nas quatro altitudes

FV GL Quadrados médios

AP CcC NO NR NC MC BA SP NF AF AM MF N1
Bloco/Altitude 12 15620%*  82,54%* 878** 3176%* 175476  1141%*F  1392%* 3068 41664** 2093883+ 243%F  (032%*F 145,03*
Altitude (A) 3 13971167 350358 1,89*%  96,46%*F  26111,65%* 80687** 107332%* 901,47** 7879,00%* 18I0 154,79** 2087+  861480**
Genotipo (G) 5 855220%*  4355%F 6133 3565%* 319221*%*F 158,10%* 220,76** 371,62** 3103,39** 19121630** 2587** 678 334+
Estadio (E) 3 1011117+ 841" 0,84™ 1598** 24700260** 61127** 406,69%* 499063** 1451437  RDIKTIN0™*  426,67** 6135 16154
AxG 15 182,65% 130,67** 048™ 930%*  87145%*  7,13** 867+  3320%% 47807+  3971370%*  S501** 0,63%* 417,72%*
AXE 9  27948*%  16,78™ 044™ 864**F  374834%* 21 40%*  1582*%* 398,19%* 351580%* 37312760%*F  23,12%* 349%*  166583**
GxE 15 15796%*  1532™ 0,50™ 323* 1080,80**  1,52%* 2,07* 56,13**% 328 64* 61344 597%*  1,05%* 110,01 ™
AxGxE 45 54,11%  14,17™ 045™ 223™  206,80* LOO**  256%*%  S53,19%*  S52802%*  3656452%F  235%F (035%F 166,55**
Residuo 276 16,69 1498 0,55 1,88 140,01 0,84 1,08 10,47 176,32 10597,94 084 012 74,61
Média 63,63 4507 859 1265 78,50 7,73 9,73 42,07 68,74 35442 477 200 40,52
CV (%) 6,42 859 862 1083 15,07 11,87 10,66 7,69 19,32 29,05 1924 1743 21,32

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.



Quadro 21 - Estimativas dos coeficientes de variagdo ambiental (CVa) dos caracteres morfométricos nos quatro estddios reprodutivos
(plantas em florescimento (FL), em inicio de fiutificagdo (IF), em frutificagdo plena (FP) e em senescéncia (SE)) dos seis
genotipos de Bidens pilosa L. crescidos em quatro altitudes

Estadios Gendtipos AP CC NR NC MC BA SP NF AF AM MF N1 Meédia
210 9,02 9,02 8,18 43,05 34,50 27,68 7,80 19,20 46,34 32,76 2291 7,39 22,32

450 21,36 21,36 11,61 43,88 40,37 35,69 5,96 20,53 48,06 35,05 29,15 12,08 27,09

FL 475 14,20 13,38 15,06 27,75 44,71 38,58 9,80 24,39 61,07 36,31 32,65 14,71 27,72
675 16,80 16,34 32,15 14,11 44,73 38,65 10,00 23,59 49,53 31,25 32,86 16,04 27,17

950 9,32 16,62 19,18 53,50 22,10 20,33 5,31 3,47 25,30 22,94 19,90 16,10 19,51

1150 27,71 15,72 19,64 51,01 57,32 47,08 16,28 17,90 49,28 37,18 28,42 11,34 31,58

210 27,62 12,69 5,47 24,09 52,43 44.47 4,70 36,90 54,50 24,07 2483 15,38 27,26

450 21,46 12,07 6,43 27,58 40,18 34,03 9,17 10,26 24,60 17,26 16,98 15,82 19,65

IF 475 17,13 10,68 7,98 23,80 46,64 4335 13,97 24,82 55,37 34,19 35,52 1423 2731
675 18,11 13,10 10,82 27,67 42,37 37,55 9,83 23,96 41,33 24,12 25,38 1793 24,35

950 19,38 13,31 6,44 17,60 28,04 32,07 13,96 32,76 69,04 45,55 51,75 4239 31,02

1150 20,45 11,86 6,15 36,74 36,18 30,46 18,63 20,67 39,37 31,12 16,35 10,74 2323

210 23,88 9,57 8,09 28,00 4448 40,59 10,63 3045 36,03 24,32 26,07 28,56 25,89

450 18,27 14,59 8,76 16,53 35,30 31,11 14,55 22,56 55,62 40,69 32,99 40,38 27,61

PF 475 17,54 13,46 14,15 21,54 39,07 36,13 9,91 37,76 86,65 49,73 44,83 38,83 34,13
675 19,84 14,21 13,53 23,47 36,65 32,30 16,33 28,81 24,64 25,67 12,82 33,63 2349

950 19,60 14,50 7,85 12,50 34,16 32,50 11,64 28,05 56,78 39,47 40,45 74,33 30,99

1150 20,37 14,54 11,24 25,11 39,65 36,40 9,57 17,91 43,54 38,09 25,98 34,00 2637

210 22,00 7,61 5,99 24,16 39,56 37,75 8,49 47,63 36,59 4723 32,76 43,06 2940

450 22,47 12,99 7,47 23,43 35,62 33,37 24,60 22,22 27,05 28,29 23,02 36,72 24,77

SE 475 15,47 10,94 13,10 21,40 33,49 32,15 24,90 16,62 44,92 34,80 26,89 1517 24,16
675 17,76 12,96 9,33 26,20 34,71 31,79 23,13 20,34 37,57 30,67 23,06 20,74 24,02

950 23,16 19,60 16,38 17,67 38,76 36,12 20,26 27,51 51,53 4798 42,15 33,88 31,25

1150 2191 18,17 4,47 26,58 35,61 33,52 18,72 15,22 39,82 28,84 34,87 28,00 2548

Meédia 19,37 13,72 11,23 27,39 39,03 35,15 13,25 23,90 46,02 33,65 29,28 25,89 26,49




Quadro 22 - Estimativas dos indices de determinagio ambiental (Ia®) dos caracteres morfométricos nos quatro estidios reprodutivos
(plantas em florescimento (FL), em inicio de frutificacdo (IF), em fiutificacio plena (FP) e em senescéncia (SE)) dos seis
genotipos de Bidens pilosa L. crescidos em quatro altitudes

Estadios  Genotipos AP CC NR NC MC BA SP NF AF AM MF N1 Média

210 04416 04416  0,1794  0,9005 09220 09359 09094  0,8193 09599 09130 09318 0,2146  0,7141
450 09269 09269  0,2922 0,8763 09770 09724  0,8055 0,6597 09488 09418 09463 0,5618 0,8196
FL 475 09202 09105  0,8967 0,5411 09726 09703 08776  0,9482 09400 09187 09560 0,6832  0,8779
675 09337  0,8761 0,4548 0,7346 09203 09342  0,9059 0,9029 09454 09611 09542 0,8024  0,8605
950 09176 09473  0,9359 0,8229 0,6981 0,8253  0,2258 - 0,8617  0,8947 0,8788 0,8436  0,8047
1150 09850  0,8964  0,8929 0,8886 09714  0,9711 0,9622 0,8064 09722 09710 09577 0,7120 0,9156

210 0,9857  0,7191 - 0,9536 09809 09774  0,4698 0,7339 0,7287  0,8577  0,8695 0,2104  0,7715
450 0,9790  0,9502 - 0,8687 09676  0,9579  0,9056 0,7176 0,8896 09106 0,7923 0,8380  0,8888
IF 475 09370  0,6036  0,5578 0,8156 09876 09882  0,8836 0,9091 09457  0,9626  0,9680 0,8957  0,8712
675 0,9590  0,8841 0,5460 0,8610 09856  0,9833 0,8201 0,9623 09486  0,8477  0,9558 0,8680  0,8851
950 0,9683  0,8962 - 0,6631 0,9229  0,9363 0,9514 0,8759 09686 09916 09339 09153 009112

1150 09764  0,8694 0,8954 09476  0,9527  0,9507 0,9101 09280 09244 0,7984 0,7350  0,8989

210 09626  0,0415  0,0030  0,9233 0,9871 09843  0,7111 0,7528 0,7555  0,8438  0,7656 00,9052  0,7197
450 09492 09231 0,2046 0,7932 09657  0,9595 09526  0,9005 09075  0,8773 09514 09762  0,8634
PF 475 09789 09467  0,8083 0,8609 09805  0,9790  0,8421 0,9240  0,9581 09309 09495 10,8894  0,9207
675 09646  0,8831 0,8130  0,8008 09736 09793 09300 09151 0,0123 03414 0,1781 0,8923  0,7236
950 09713 09028  0,5509 0,7490 09374 09288  0,7426  0,8923 0,8986 09127 0,8703 09881  0,8621
1150 09828 09228  0,7275 0,9279 09673  0,9694  0,8391 0,6502 09337 09531 0,8432 0,9573  0,8895

210 09276  0,2457 - 0,9359 09653  0,9667  0,7328 0,9102 0,8119 09242 0,7745 09578  0,8321
450 09664 09052 04704 09165 09566  0,9630  0,9492 0,8438 0,7253  0,7501  0,8143 0,8408  0,8418
SE 475 09662 09106  0,8847 0,9131 09834 09872 09722 0,3620  0,7614  0,5929 09186 04803 0,8111
675 09556  0,8617  0,0509 0,9219 09632  0,9742  0,9405 0,8495 0,8351 0,6822  0,6924 10,5834  0,7759
950 09842 09783 09132 0,8497 09880  0,9925 09777 0,8059 0,8964 09641 09140 0,8708  0,9279
1150 09776 0,9576 0,9032 09543  0,9606  0,9363 0,5424  0,6454  0,5400  0,7847 0,7569  0,8145

Média 09382  0,8083  0,5657 0,8465 09532 09604 008414 08084  0,8408  0,8503  0,8500 0,7658  0,8358




4.3. Caracteres morfomeétricos
4.3.1. Altura da planta (AP)

Nas andlises individuais (Quadros 16, 17, 18 e 19) os valores foram
significativos nas altitudes e ndo significativos na interagdo genotipo 210 x
altitude, no estddio de florescimento, por esse genotipo ter florescido
rapidamente (em cerca de 50 dias, Quadro 15) provocando parada de crescimento
antes de ser detectado efeito da altitude.

Os coeficientes de variagdo ambiental (CVa) indicaram plasticidade
fenotipica média, CVa 19,37 (Quadro 21). No estaddio de plantas em
florescimento (FL), o menor CVa, 9,02 (gendtipo 210) e o maior CVa, 27,77
(gendtipo  1150), correspondem, respectivamente, a magnitudes de plasticidade
baixa (CVa <10) e alta (CVa >20). KAMADA (1998), em manjericdo (Ocimum
sp.), detectou CVa baixo em manjericio branco (CVa = 8§23), médio em
basilicao (CVa=12,04) e alto em manjericao-roxo (CVa = 24,19).

Os indices de determinagio ambiental (Ia”) foram, em média, altos (I =
0,9382) (Quadro 22). O maior ¢ o menor valor de I foi detectado no genoétipo
210, respectivamente no florescimento (0,9857) e inicio da frutificagdo (0,4416).
KAMADA et al. (1999) detectaram no manjericio semelhanca de resposta no
CVa e Ia’ na altura da planta, o que nio foi observado neste estudo.

O padrado de plasticidade, na caracteristica altura da planta, foi divergente

durante o florescimento e semelhante nos demais estadios reprodutivos (Quadro 23).

4.3.2. Comprimento do caule (CC)

De acordo com os Quadros 16, 17, 18 e 19, ocorreram valores
significativos nas quatro altitudes nos gendtipos e efeito ndo significativo na
interacdo gendtipo 210 x altitude, no estddio de florescimento, frutificagdo plena
e senescéncia. Esse fato pode estar relacionado ao florescimento precoce e
sincronizado do gendtipo 210 nas altitudes, pois a gema apical do ramo principal

se diferencia primeiro em flor e cessa o crescimento do caule.

102



Quadro 23 - Matrizes contendo os coeficientes de correlagdo de Pearson dos caracteres altura da planta (AP), comprimento do caule (CC), nimero
de ramos (NR), nimero de capitulos (NC), massa seca caulinar (MC), biomassa seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de
folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), area foliar média (AM), massa seca foliar (MF) e nimero de folhas em 1 grama
(N1) dos seis genotipos de Bidens pilosa L. crescidos nas altitudes de 198, 479, 739 e 962 m e analisados nos quatro estadios

reprodutivos
Caréater AP
Florescimento Inicio da frutificagdo Frutificac@o plena Senescéncia
Genstipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 04824 - - - 03493 0,8296 0,7124 08598 08297 0,7989 09021 08693 0,8932 09194 09421 08410 0,8769 0,8602 08832 0,8496
450 0,3788 0,5881 04885 0,7830 09037 09041 09481 09415 0,8148 0,8939 09619 08972 0,8388 08731 09058 09109
ns * % * % * % * * % * % % % % %
475 0,7344 0,6634 05997 0,8336 09284 0,8687 0,8084 0,8391 0,8895 09296 09324 0,9053
% % % * % * % * % k % k
675 0,6231 0,6441 09134 09151 0,9205 0,8869 0,8765 0,9020
% % % %k *k % % %
950 0,6825 0,9282 09316 0,8982
* * % %
Carater CC
Florescimento Inicio da frutificacdo Frutificaco plena Senescéncia
Genstipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 04824 - 02127 0,1326 0,1945 02925 0,0272 02172 0,1335 0,1927 04221 0,0604 023012 03121 02313 02136 04435 - 0,3491 0,2788
£ ()’(D’B ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ES ()’OSB ns ns
450 0,6767 0,7857 0,6695 0,7101 0,6664 0,7910 0,7681 0,7194 06173 0,7464 08641 0,6995 0,6848 0,6100 0,7686 0,7710
% k % k % *k % *k *k % *k % % % % %
475 0,7023 0,7716 0,6946 04970 05978 0,6296 0,7031 0,7956 0,6906 0,6617 09017 0,8446
* % * ns % * % * % % % %



675 0,7653 0,7324 0,8473 08190 0,8368 0,7934 0,7156 0,7432

k k % * * k % %
950 0,7902 0,7631 0,7252 0,8968
* * * *
Carater NR
Florescimento Inicio da frutificacdo Frutificaco plena Senescéncia
Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 - - 03671 - - 0523 03048 03275 0,1894 02964 04228 0,0733 0,2947 0,0018 0,0284 02095 0,2235 0,3638 - 03256
O,(m ()’ ns ()’()'741 O,(Blo 9* ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns O,ZBz ns
450 0,680 0,639 0,559 0,632 04198 0,657 0,1940 0,22685 0,556 0,759 0,600 0,584 0470 0,696 0,595 0,1829
1* 6* 2* 7* ns 8* ns ns 9* 7* 7* 8* 7* 3* 4* ns
475 0,822 0877 02839 0,674 02666 0,510 0,792 0448 0,821 0,556 0,546 03645
4% 3% 4% 0* ns 1* o% 0* 1* 3% 5% ns
675 0,749 0,767 0,546 0,675 0,616 0,796 0435 04043
3% 7* 6* 8* 3% 8* 5% ns
950 0,675 0,603 0,612 0,438
2% 0* g 7%

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.
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Quadro 23 - Cont.

Carater NC
Florescimento Inicio da frutificag@o Frutificag@o plena Senescéncia
Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,765 00059 03543 02312 03306 0,782 0,585 0,605 00268 0,733 0,788 0873 0,814 0,727 0813 0,824 0873 0,807 0,611 0,836
8* ns ns ns ns 9* 3* 1* ns 2* 5* 7* 8* 0* 5* 6* 9* 1* 8* 9*
450 02411 05548 04247 02950 0,704 0,660 02703 0,691 0,791 0,706 0,774 0,635 0,726 0,824 0,594 0,737
ns * ns ns 1* 1* ns 3* 9* 9* 0* 7* 9* 0* 5* 8*
475 04007 0,2629 0,0489 0,766 - 0,725 0,885 0,725 0,859 0,810 0,691 0,737
s s s I* 01188 8* 2% 6* 3* 5% I* 8*
675 0,639 03937 - 0,867 0665 0,895 0,700 0,805
6* ns 00319 3% 1* 6* 1* 3*
950 - - 0,712 0,664
01778 01512 5% 8*
Carater MC
Florescimento Inicio da frutificag@o Frutificag@o plena Senescéncia
Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,700 03611 04054 01614 0,625 0,882 0971 0,948 0887 0,793 0911 0936 0,850 0,890 0,860 0913 0915 0,897 0902 0,852
9%* s ns s 1* 9% 1* 6* 8* 6* 3* 9* 8* 8* 3* 7* 8* 5% 1* 0*
450 0,853 0846 0,655 0,965 0946 0897 0930 0946 0,919 0898 0,866 0,867 0,893 0,929 0906 0916
k 8* 6* 0* 3* 5% 8* 5% k 7* 3* 8* 1* 7* 4% 1*
475 0,832 0,631 0842 0,968 0930 0,859 0949 0933 0,954 0934 0956 0,837
0* 0* 8* o* 4% 7* 0* 7* 5% 9% 7* 2%
675 0,716 0,881 0,888 0,829 0,888 0,938 0,949 0,932
2% 1* 6* 6* 8* 8* 7* 8*



950 0,743 0,891 0,930 0,843
Carater BA
Florescimento Inicio da frutificagdo Frutificac@o plena Senescéncia
Genstipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,812 0,673 0,636 0,507 0,769 0,870 0,954 0916 0,870 0,777 0,895 0,893 0,865 0894 0856 0924 0918 0898 0913 0,849
450 0913 0,900 0,822 0,980 0933 0,869 0,959 0,943 0,886 0,893 0,845 0,845 0907 0928 0913 0,900
475 0,856 0,791 0,896 0964 0917 0,854 0951 0,908 0,956 0,952 0960 0,846
675 0,773 0,908 0,859 0,809 0,887 0942 0,947 0,926
950 0,843 0919 0,928 0,843
9% 7* 3% 7*

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.
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Quadro 23 - Cont.

Carater SP
Florescimento Inicio da frutificag@o Frutificag@o plena Senescéncia
Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,741 0,754 0871 0,689 0,838 0453 0,689 03039 - 0437 03367 0,2309 0,2068 - 0,1498 0438 0,522 0,525 0,527 01527
2% 4% 6* 6* 0* 5% 9% s 03893 1* 1 s 1 01249 ™ 5% 9%* 1* 0* ns
450 0,815 0,661 0,740 0,619 0,729 0,646 - 0,775 0,656 0862 0,679 0,748 0,879 0,881 0,876 0515
o* 3% 3* 9* 1* k 06962 0* o* 4% o* 3% 1* 6* 4% 3%
%
475 0,702 0,677 0,705 0,775 - 0,723 0,735 03612 0483 0,859 0,890 0,583
6* 4% 7* 6* 0553 5* 7* s 5% 3* 6* 6*
%
675 0,687 0,810 - 0,674 0,593 0,782 0,828 0,627
I* 5* o417 7* 8* 3% 8* 8*
950 0,704 - 0,695 03394
6* 07998 7* s
*
Carater NF
Florescimento Inicio da frutificag@o Frutificag@o plena Senescéncia
Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0579 0,800 0,654 0519 0,740 03285 03864 0,1836 0,440 02846 0486 03618 02953 0438 04007 0,592 03161 0,2107 0,0884 0,0494
5* 2* 4* 5* 4* ns ns ns 6* ns 9* ns ns 7* ns 2* ns ns ns ns
450 0451 0,640 0,3989 0,780 0,562 0,718 0454 0,593 0,702 0,683 0,696 04066 0,0975 0,510 022141 0,0296
1* 8* ns 0* 2* 6* 7* 5* 6* 0* 8* ns ns 4* ns ns
475 0,581 0478 0,743 0,785 0,615 0,771 0,500 0,644 03097 03838 0,653 0,586
1* 8* 1* 7* 7* 3* 4% I* s s 6* 8*



675 03198 0,629 0,2869 0,823 0,811 0497 0,677 0,2950
ns 7 % ns 5 E3 7 E3 3 % 5 k ns
950 0,632 04078 0,770 0,444
3* ns 8* 1*
Caréater AF
Florescimento Inicio da frutificacdo Frutificaco plena Senescéncia
Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,871 0815 0,896 0,753 0,871 0,716 0,667 0,652 0,558 03710 0467 0456 0435 0,638 03839 0,641 03893 0,678 04011 0,515
3* 1* 3* 3% 8* 9% 3* 9% 6* ns 7* 0* 7* 9% ns I* ns 1* ns 3*
450 0,620 0943 0,796 0,890 0,759 0,723 0,697 0434 0,706 0,551 0,720 0,663 04034 0,613 0,546 0,614
4% 3% Qs 7% 7% 6* 6* 1* 3% 7% 6* ] ns 6% 2% 3%
475 0,726 0,596 0,740 0,774 0,722 0,552 0469 0,770 0,714 0435 0,588 0,1953
3% 6* 3% 4% 3* 3% 3* 0* 2% 3% 5* ns
675 0,806 0,369 0,541 0439 0,567 03773 0,626 0,587
0* 9% 2% 7* 4% ns 3% 0*
950 0,817 0,769 0,759 0,429
7* 1* 2% 3%

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = nao significativo, pelo teste T.
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Quadro 23 - Cont.

Carater AM
Florescimento Inicio da frutificag@o Frutificac@o plena Senescéncia
Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0870 0,706 0,819 0,736 0945 0,529 0,603 0,726 0,628 0,669 0456 02273 0,609 0434 0578 0,625 - - 0,0274 04019
I* 1* 9% 1* 3% 3% 3% 5% 6* 0* 9% ns 0* 0* 5% 5% 03132 0M12 ™ ns
450 0,658 0891 0,748 0874 0,862 0,704 0,698 03713 0,543 0,559 0,732 0,753 - 03421 04092 0,598
7* 2% 9% 3% 9% 8* 0* ns 7* 0* 3% 3* 01129 ™ ns I*
475 0,734 0,547 0,729 0,782 0,730 04013 03381 0,689 0,681 02593 0,3888 0,1266
3* O* 9* 4* 4* ns ns 5* 8* ns ns ns
675 0,738 0,865 0,607 04002 0,557 0,575 0,611 0447
1* 5% 3* s 0* 3% 0* 8*
950 0,779 0,692 0,710 0,3099
1* 2% 5% ns
Carater MF
Florescimento Inicio da frutificacdo Frutifica¢o plena Senescéncia
Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,818 0,908 0,837 0,858 0,872 0564 0494 04220 0,605 00238 0,541 03990 02300 0,751 03667 0,646 0,640 0,580 0,643 0,496
I* 8* 8* 1* 1* 2% 5% ns 0* ns 4% ns ns 2% ns 6* 7* 6* 0* 0*
450 0935 0915 0,866 0,968 0,702 0,594 0,817 04162 0,592 03780 0,685 0,702 0,813 0,786 0,731 0,698
475 0,867 0,901 0,934 0919 0,691 0,600 0,1894 0,652 0,616 0,676 0,763 0,527
0* 6* 1* 1* 8* 0* s 9* 5% 2% 1* I*
675 0,820 0,920 0,553 0473 0444 0571 0,773 0,594
7* 8* 7* 7* 5% 6* 8* 2%
950 0,887 0,458 0,724 0,674




Carater N1
Florescimento Inicio da frutificagdo Frutificac@o plena Senescéncia

Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150

210 0,1674 0,490 02349 03417 03243 0,0482 - - 02303 02031 0,643 0531 0,576 0,635 0,651 0,658 00398 0434 0,591 0,517
ns 3* ns s ns s 019 0118 ™ ns 4% 6* 8* 8* 4% 6* ns 6* 1* 8*

450 - 0,548 0,2243 04018 0,610 0,771 0,757 03106 0,719 0,785 0,928 0,907 02392 0,703 0453 0,818
0o@1  8* ns ns 2% 5% 6* ns 9% 3% 2% 6* ns 5% 2% 0*

475 0,1451 0,679 0,3893 0,683 0,642 02121 0,609 0,817 0,808 0483 03292 04142
ns 3* ns 6* 2* ns 5* 2* 2* 1* ns ns

675 0,3881 0,2753 0,590 04082 0,775 0,687 0427 0,603
ns ns 2* ns 5* 2* 4* 0*

950 0,601 0,2898 0,862 0,482
2* ns 7* 2*

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.
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Pela magnitude da plasticidade fenotipica estimada pelos coeficientes de
variagdo ambiental (CVa) detectou-se variabilidade na plasticidade. A média de
13,72 indica magnitude média (CVa 10-20) (Quadro 21). Nas andlises
detectaramrse  baixa ¢ alta magnitudes, respectivamente na senescéncia do
gendtipo 210 (7,61) e no florescimento do gendtipo 450 (21,36).

A média do indice de determinagdo ambiental ([az) foi de 0,8083. Os
valores variaram de 0,0415 (genodtipo 210, frutificacdo plena) a  0,9783 (genotipo
950, senescéncia) indicando que pode ser encontrada plasticidade desde muito
baixa at¢ muito alta, demonstrando que deve-se avaliar a plasticidade fenotipica
em varias caracteristicas. Os valores dos indices de determinacdo ambiental (Iaz)
demonstraram que a propor¢do da variagdo total atribuida aos efeitos da altitude
foi baixa no genotipo 210 por ter florescido precocemente € o tempo foi
insuficiente ao efeito do ambiente, enquanto que o gendtipo 950 floresceu duas
semanas apos o genotipo 210 o que proporcionou maior variagdo devido a
altitude. Esse fato pode ser verificado nos valores da andlise de varidncia ndo
serem  significativos no genotipo 210  (florescimento, frutificacdo plena e
senescéncia) (Quadros 17, 18 € 19).

O padrao de plasticidade do gendtipo 210 foi divergente em relagdo aos
demais genétipos, entretanto, no comprimento do caule ndo houve grandes
semelhangas entre os demais gendtipos, significando maior influéncia genética

do que ambiental (Quadro 23).

4.3.3. Numero de ramos (NR)

Os valores dos quadrados médios dos ambientes nos estddios reprodutivos
foram significativos, ndo se detectando significancia no inicio da frutificacdo
(Quadro 17). Nos quatro estddios, entre os genotipos 210 e 450 ndo houve
diferencas significativas.

A dominincia apical em Bidens pilosa ¢ perdida quando a gema apical se
diferencia em capitulo estimulando o desenvolvimento das gemas laterais e
producdo dos ramos. O florescimento, além de determinar o final do

desenvolvimento apical, foi adotado como inicio da época de colheita, e nessa
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fase todas as plantas estavam aptas a terem seus ramos desenvolvidos desde o
florescimento, cujo estimulo ocorreu amplamente em todas as plantas, gerando
concordancia de resposta na maioria dos estadios.

Apesar da maioria dos quadrados médios terem sido ndo significativos, os
valores dos coeficientes de variacdo ambiental (CVa) indicaram variabilidade na
plasticidade fenotipica (Quadro 21). Nos seis genétipos € nos quatro estadios
reprodutivos, foi detectada média plasticidade fenotipica (CVa 11,23). O
gendtipo 1150 teve o maior CVa (19,64) no florescimento ¢ o menor, (CVa
5,47), foi observado no genotipo 210 no inicio da frutificacdo.

Os valores dos indices de determinagdo ambiental (Iaz) foram positivos €
negativos com a menor média dos caracteres morfométricos (0,5657) (Quadro
22). Estimativas negativas do Ia® foram desconsideradas e observadas no inicio
da fiutificacio e em plena fiutificagio. Os menores valores de Ia* foram
observados no gendtipo 210 e demonstram que a proporcao da variagdo total
atribuida aos efeitos da altitude foi baixa e que a maior proporcdo da variacdo foi
devido ao gendtipo e ndo ao ambiente, o que pode ser verificado pelos valores

ndo significantes na andlise de variancia do genétipo 210 (Quadros 16, 17, 18 e 19).

Houve divergente padrio de plasticidade, sendo o gendtipo 210 o mais divergente (Quadro 23).

4.3.4. Numero de capitulos (NC)

Houve valores significativos dos quadrados médios das altitudes nos
estadios reprodutivos variados, ndo sendo detectados wvalores significativos no
florescimento, nos gendtipos 475 e 675, e inicio da frutificagdo, no gendtipo 950
(Quadro 17).

Por computar o mnimero de capitulos em floragdio e em frutificacdo,
constata-se que a altitude influenciou o mnimero de capitulos na altitude
correspondente, sendo os maiores valores de coeficientes de variacdo
respectivamente 29,80 e 15,02 (Quadros 16 e 17).

Houve magnitude da plasticidade fenotipica, com média de 2739,
indicando alta magnitude (CVa >20) (Quadro 21). Foram detectadas magnitudes
médias e, principalmente, altas. A menor ¢ a maior magnitude foi no genotipo

112



950, respectivamente na frutificagdo plena (12,50) e florescimento, (53,50).
SCHLICHTING e LEVIN (1984), estudando a plasticidade fenotipica da planta
anual Phlox, obtiveram valores de plasticidade de cerca de 20% quanto ao
numero de capitulos.

Os indices de determinacio ambiental (Ia®) foram altos, principalmente na
senescéncia, ¢ a média dessa caracteristica foi de 0,8465. O valor maior, 0,9536,
foi no gendtipo 210, no inicio da frutificacdio e o menor wvalor, 0,5411, no
gendtipo 475, no florescimento (Quadro 22). Os altos valores de I&" indicam que
esse carater ¢ fortemente influenciado pelo local de cultivo e, por isso, a
proporgao da variagao total &, em média, 84,65% devido aaltitude.

No Quadro 23 encontramrse as estimativas de padrdo de plasticidade,
sendo mantido padrdo semelhante nos gendtipo 210 e 450. As semelhangas
foram aumentando, com o avangar dos estddios reprodutivos, entre os pares de
gendtipos 210 e 475,210 e 1150 e 450 e 675.

A influéncia da altitude na producdo de capitulos foi observada em funcho
(Foeniculum vulgare), que ao nivel do mar produzem mais aquénios € esses com
maior massa, do que quando cultivado em altitudes mais elevadas (MATTOS,
1984). A explicagdo possivel dessa diminuigdo do numero de capitulos com o
aumento da altitude pode ser devido a radiacdo solar. Segundo JONES (1994), a
radiacdo solar aumenta com a altitude e, principalmente, os raios UV,

promovendo o fechamento estomatal e inibindo o desenvolvimento vegetal.
4.3.5. Massa seca caulinar (MC)

Ocorreram ~ valores ~ significativos nos gendtipos nas quatro altitudes e
efeito ndo significativo na interacdo gendtipo 950 x altitude no florescimento
(Quadros 16, 17, 18 e 19). Isso evidencia a plasticidade dos genotipos nas
altitudes de cultivo.

A magnitude da plasticidade fenotipica estimada pelos coeficientes de
variagdo ambiental (CVa) e indices de determinagdo ambiental (Ia2) indicaram
alta plasticidade fenotipica (valor médio de CVa 39,03 e de la® 0,9532) (Quadros
21 e 22). O CVa estima que a resposta de cada gendtipo ¢ diferente nas altitudes
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e estadios reprodutivos (Quadro 21). O alto valor de Ia* demonstra que a quase
totalidade da variagdo total ¢ atribuida aos efeitos da altitude nos gendtipos
(Quadro 22). KAMADA (1998) observou alta magnitude de plasticidade em
manjericao (Ocimum sp.), com valores de CVa maiores que 50%.

O genotipo 210, no florescimento, teve padrdo de plasticidade divergente
dos demais. A semelhanga entre os genotipos foi alta no inicio da fiutificagdo, na
frutificacdo plena e na senescéncia. Nota-se forte influéncia ambiental nessa
caracteristica, estando o padrdio de plasticidade correlacionado com a

adaptabilidade a altitudes (Quadro 23).

4.3.6. Biomassa aérea seca (BA)

Os valores dos quadrados médios de BA foram significativos nas altitudes
e nos estadios reprodutivos (Quadros 16, 17, 18 e 19).

As diferencas de biomassa aérea seca que compreende as massas
caulinares e foliares refletem a plasticidade das plantas de mesmo gendtipo entre
as altitudes, sendo que a magnitude da plasticidade fenotipica, estimada pelos
coeficientes de variagdo ambiental (CVa) (35,15) e indice de determinacdo
ambiental (la’) (0,9604), indicaram alta magnitude de plasticidade (Quadros 21 e
22). Os altos valores de CVa comprovam que a altitude influencia a produgdo de
biomassa aérea (Quadro 21). SCHLICHTING e LEVIN (1984), estudando a
plasticidade fenotipica da planta anual Phlox, detectaram valores de plasticidade
de cerca de CVa 30% na BA.

Os indices de determinagio ambiental (la) foram altos, principalmente na
senescéncia, com o maximo 00,9536 no gendtipo 210 (inicio da fiutificagdo), e o
minimo 0,5411 no gendtipo 475 (florescimento) (Quadro 22). Os valores altos de
la" revelam que a variagio possui a maior parte atribuida aos efeitos da altitude
(Quadro 22), causando respostas genotipicas confirmadas pelos valores da
andlise de variancia significativos nos genotipos (Quadros 16, 17, 18 € 19).

No Quadro 23 estdo as estimativas de padrio de plasticidade, com
destaque ao gendtipo 950 que diferiu, em direcdo e sentido, no florescimento e
inicio da frutificagho e em sentido nos demais estadios reprodutivos. Ha

tendéncia de wvalores crescentes observados do florescimento até a senescéncia.
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Essa tendéncia plastica na mesma diregdo e sentido indica que a altitude

influencia uniformemente os gendtipos.

4.3.7. Valor de SPAD foliar (SP)

O SPAD estima a quantidade relativa de clorofila das folhas de maneira
rapida e ndo destrutiva, sendo essas detectadas sobre a superficie da folha. Essa
quantificagdo foi utilizada como indicador das condicdes dos gendtipos. O valor
de SPAD foliar foi determinado pelo aparelho SPAD-502 (Minolta Co. Ltd.) e
pode variar de 0 at¢é mais de 100 SPAD (unidade de medida) (MINOLTA, 1989).
Nas altitudes e estddios, apenas os gendtipos 210, no inicio da frutificagdo e
frutificagdo plena; e 950, no florescimento, foram nao significativos (Quadros 16,
17 e 18). As médias de SPAD foram decrescentes em relagdo aos estadios
reprodutivos, indicando o avangar da senilidade das folhas e, conseqiientemente,
das plantas. Nos Quadros 16 a 19, observam-se valores de 50,81, 45,16, 36,36 e
35,95, respectivamente no florescimento, inicio de frutificacdo, frutificacio plena
e senescéncia.

Os wvalores dos coeficientes de variagdo ambiental (CVa) foram baixos
(CVa <10) a médios (CVa 10-20), no florescimento, inicio de fiutificagdo e
frutificacdo plena, sendo médios a altos (CVa>20) na senescéncia (Quadro 21).
Nos genotipos, obteve-se o valor médio de SPAD de 13,25, indicando média
plasticidade fenotipica. No genotipo 210, foi detectado o menor valor de CVa,
4,70 (inicio da frutificagdo) e no genotipo 475 o maior valor, 24,90 (senescéncia).

Os valores dos indices de determinacdo ambiental ([az) foram altos,
indicando altas magnitudes de plasticidade (0,8414 em média) (Quadro 22).
Interessante notar os valores minimo e méximo de la® do genotipo 950,
respectivamente, 0,2258 no florescimento e 00,9777 na senescéncia, indicativos de
que a resposta da plasticidade expressa-se no tempo de exposicdo do gendtipo a
variavel —ambiental  (plasticidade fenotipica temporal). Os valores de Ia’
demonstram que a propor¢do da variagdo total atribuida aos efeitos da altitude foi
alta nos gendtipos (Quadro 22) e que a maior proporcdo da variagdo total desse

cardter ¢ devida ao ambiente. Quando a maior propor¢do da variacdo deve-se ao
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gendtipo, pode-se verificar auséncia de significAncia do cardter na andlise de
variancia, como o caso do genotipo 950, no florescimento (Quadro 16).

O padrio de plasticidade foi divergente entre os genétipos, considerando
as altitudes. O gendtipo 950, no florescimento, diferiu de todos em diregdo e
sentidlo de padrio de resposta plastica. A variagdo genotipica nos estadios
reprodutivos pode enfatizar os graus de senilidade intrinsecos nos genétipos ou

causados por estimulos ambientais (Quadro 23).

4.3.8. Numero de folhas (NF)

Os valores dos quadrados médios das altitudes nos genotipos foram
significativos, exceto nos  genotipos 450 (no  florescimento), 475 (na
senescéncia), 950 (no florescimento) e 1150 (na fiutificagdo e senescéncia)
(Quadros 16, 18 e 19). Nos Quadros 16 a 19 ¢ observado aescente coeficiente de
variacdo de acordo com o estadio reprodutivo.

As diferencas no nimero de folhas refletem a plasticidade dos gendtipos
frente & altitudes, cuja magnitude da plasticidade fenotipica estimada pelo
coeficiente de variagdo ambiental (CVa) foi de baixa a alta no florescimento e
média a alta nos demais estadios reprodutivos (Quadro 21). Os valores de CVa
tiveram a amplitude variada, sendo de 3,47 no genotipo 950 (florescimento) a
47,63 no gendtipo 210 (senescéncia).

Os valores dos indices de determinagdo ambiental ([az) demonstraram que
a proporcdo da variacdo total atribuida aos efeitos da altitude foi, em média, alta
nos  genotipos (Ia2 = 0,8084) (Quadro 22). O genétipo 675, em inicio de
frutificagio, teve o maior valor de Ia® (0,9623). Apenas o gendtipo 950
(florescimento) teve valor negativo sendo desconsiderado porque a maior
proporcdo da variagdo total foi entdo devido ao genotipo e ndo ao ambiente, fato
que pode ser wverificado nos valores da andlise de variancia ndo serem
significativos no gendtipo 950, no florescimento (Quadro 16).

No Quadro 23 encontram-se estimativas de padrdo de plasticidade,
havendo menor similaridade na senescéncia. O padrio de plasticidade foi

divergente nos genétipos nos quatro estadios e apenas o par de genotipos 450 e
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675 mantiveram o padrdo de resposta similar, com mesma direcdo mas com
diferente  sentido, comprovando que essa caracteristica ¢ influenciada pela

altitude em todas os estadios reprodutivos (Quadro 23).

4.3.9. Area foliar por planta (AF)

A area foliar por planta estd intimamente relacionada a captagdo de
energia luminosa pelas folhas e a produgdo de matéria organica, por meio da
fotossintese. A 4rea foliar da cultura ¢ expressa pela superficie total das folhas
vivas (PENNING DE VRIES, 1989). A equagdo empregada na estimacdo da &rea
foliar foi citada anteriormente ¢ trés fatores de comre¢do foram utilizados, um a
cada tipo foliar de Bidens pilosa: o fator de correcio de 0458044 (R=0,9911)
foi wutilizado no «calculo da drea foliar das folhas simples; o 0,335963
(R*=0,9915), nas trifoliadas ¢ 0 0,486000 (R°=0,9256), nas pentafoliadas.

Nos Quadros 16 a 19 encontramse os quadrados médios da érea foliar
(AF) e os desdobramentos dos gendtipos. Essa caracteristica foi significativa nos
gendtipos, exceto nos 675 (em frutificagdo plena) e 1150 (em senescéncia)
(Quadros 18 e 19). De acordo com o estaddio reprodutivo sdo observados
crescentes valores de coeficiente de variagdo e progressiva diminuicdo na média
de area foliar por planta (Quadros 16 a 19).

As diferengas na area foliar refletem a plasticidade dos gendtipos frente &
altitudes, cuja magnitude da plasticidade fenotipica estimada pelo coeficiente de
variacdo ambiental (CVa) foi a maior dentre todas as caracteristicas (média de
CVa 46,02) (Quadro 21).

A  magnitude da plasticidade estimada pelo indice de determinacdo
ambiental (Ia’) foi alta, exceto no gendtipo 675 (em fiutificagio plena), cujo
valor estimado foi 0,0123 (Quadro 22). Esse mesmo genotipo teve valores ndo
significativos na andlise de varidncia indicando que a maior parte da variagdo
total foi genotipica e ndo devido aaltitude (Quadro 18).

A tendéncia do padrdo de plasticidade foi diminuir a similaridade com o
avango do desenvolvimento da planta (Quadro 23). O padrdo de plasticidade

variou nos quatro estiddios reprodutivos, ndo mantendo o padrio de resposta em
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nenhum par de genodtipos, comprovando que essa caracteristica ¢ fortemente

afetada pela altitude.

4.3.10. Area foliar média (AM)

O célculo da area foliar média (AM) foi feito pela divisdo da area foliar
por planta (AF) pelo nimero de folhas (NF), em cada genétipo e estadio
reprodutivo. Houve quadrados médios significativos nas altitudes nos estddios e
nos gendtipos, exceto na frutificagdo plena, no gendtipo 675 e na senescéncia,
nos gendtipos 475, 675 e 1150 (Quadros 16 a 19). Nestes mesmos quadros
observa-se o crescente valor do coeficiente de variacdo de acordo com o estadio
reprodutivo, concomitantemente com a diminuicdo média da area ocupada por
uma folha, ou segja, a diminuicio da é4rea das folhas a medida que avancam as
etapas pos-florescimento dos genotipos. Essa caracteristica ¢ importante do ponto
de vista de conhecer o doseamento da planta medicinal quando de sua
recomendacdo se referir a quantidade de folhas a ser utilizada no preparo de
remédios caseiros.

A diferenca da 4area foliar reflete a plasticidade dos genotipos frente &
altitudes de cultivo. A magnitude da plasticidade fenotipica, estimada pelo
coeficiente de variacdo ambiental (CVa) e pelo indice de determinagdo ambiental
(Ia*), foi alta. Na estimativa do CVa, obtiveramse valores altos (CVa >20),
exceto no gendtipo 450 (inicio de frutificagdo) (Quadro 21). O valor de CVa
médio foi 33,65 ¢ o maximo, observado no genodtipo 475 (plena frutificacdo), de
49,73.

O valor médio do indice de determinagio ambiental (I&") foi 0,8503. O
menor la® foi 03414 (gendtipo 675, na frutificacdo plena), € o maior na
senescéncia (varios genotipos). O maior valor observado nessa caracteristica foi
0,9916, no gendtipo 950 (inicio de frutificagdo) (Quadro 22). Como a média de
la" foi alta, indica que a édrea foliar foi muito influenciada pela altitude e grande
parte da propor¢ao da variagao total desse carater ¢ devido ao ambiente.

O padrdo de plasticidade apresentou similaridade no florescimento e

dissimilaridade na senescéncia. O padrdo de plasticidade teve, na maioria dos
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pares de genotipos, diregdo semelhante (valores positivos) e sentido divergente
(baixa correlagdo). A variagdo entre os estddios reprodutivos considerando o
mesmo par de genotipos comprova que essa caracteristica ¢ afetada pela altitude
de maneira diferente em cada gendtipo em todos os estadios reprodutivos

(Quadro 23).

4.3.11. Massa seca foliar (MF)

Os wvalores dos quadrados médios das altitudes nos genotipos foram
significativos, exceto no gendtipo 675 (frutificacgdo plena e  senescéncia)
(Quadros 16 a 19). Houve tendéncia de aumento do coeficiente de variacdo e
diminuicio das médias no decorrer dos estddios reprodutivos. As diferencas
significativas indicam plasticidade dos genotipos.

A magnitude da plasticidade fenotipica, estimada pelo coeficiente de
variagdo ambiental (CVa) e pelo indice de determinagdo ambiental (Iaz), foi alta.
O valor médio de CVa foi 2928 ¢ de Ia° foi de 0,8500 (Quadros 21 e 22,
respectivamente). A parte da variagdo total devido ao efeito da altitude foi alta na
maioria dos genotipos, entretanto, no gendtipo 675 (frutificagio plena) houve
baixa variagio (CVa 12,82 e Ia*> = 0,1781) (Quadros 21 e 22, respectivamente),
observando valores ndo significativos na andlise de variancia de MF, na
frutificacdo plena (Quadro 18).

No Quadro 23 estdo as estimativas de padrdo de plasticidade, com o

mesmo gendtipo alternando entre similaridade e divergéncia.

4.3.12. Nimero de folhas em 1 grama (N1)

O namero de folhas em 1 grama (N1) foi calculado pela divisio do
numero de folhas (NF) pelo valor da massa seca foliar (MF). Os quadrados
médios das altitudes nos genotipos foram  significativos, principalmente na
frutificacdo  plena. Foram observados valores ndo significativos nos —genotipos
210 (florescimento e inicio de fiutificagdo), 450  (florescimento), 475

(florescimento e  senescéncia), 675  (senescéncia) e 1150  (florescimento)
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(Quadros 16 a 19). Apenas no gendtipo 950 os quadrados médios foram
significativos em todos os estadios reprodutivos.

A plasticidade dos gendtipos foi estimada, em magnitude, pelo coeficiente
de variagio ambiental (CVa) e indice de determinacio ambiental (Ia’). Os valores
de CVa foi baixo a alto, o genétipo 210 teve o menor valor e o genotipo 950 o
maior valor, respectivamente 7,39 (no estddio de florescimento) e 74,33 (no
estddio de plena frutificacdo) (Quadro 21). Os valores de la* vararam de 02104
a 09881, tendo o gendtipo 950 wvalores altos nos quatro estadios reprodutivos
(Quadro 22), e esse ¢ o Unico genotipo cujos valores na andlise de variancia
foram significativos nas quatro estadios (Quadros 16 a 19).

Houve divergéncia nos pares de gendtipos, quanto ao padrdo de
plasticidade considerando os quatro estddios reprodutivos, o que comprova o

efeito da altitude sobre os componentes de N1 (Quadro 23).

4.4. Padrao de plasticidade fenotipica

O padrio de plasticidade fenotipica foi avaliado entre pares de gendtipos
pelo coeficiente de correlacdo de Pearson a fim de determinar se, entre os pares,

havia mesma dire¢do e 0 mesmo sentido de resposta aos ambientes.

4.4.1. Coeficiente de correlaciao de Pearson

No Quadro 23, encontram-se as matrizes de correlacdo entre os pares de
gendtipos em relacdo a cada caracteristica.

O padrdo de plasticidade variou entre os quatro estadios reprodutivos.
Padrao de respostas em mesma direcdo e sentido foi observado nas caracteristicas
MC e BA; no mesmo sentido mas com direcdo contraria ou mesma foi observado
nas caracteristicas NF, AF e MF; com padido de resposta divergente nas

caracteristicas AP, CC, NR, NC, SP, AM e N1.
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4.5. Coeficiente de coincidéncia (CCo)

As caracteristicas morfométricas sdo expressas ao longo do crescimento e
desenvolvimento ~ vegetal. Devido a isso, a coincidéncia pode ser mais
evidenciada em uma fase de desenvolvimento, ou seja, em um estddio do que em
outro. Essa coincidéncia foi quantificada com base nas médias contidas nos
Quadros 15, 24, 25, 26 e 27, nos quais os retangulos delimitam as maiores ou
menores médias que coincidlem com as altitudes de coleta dos gendtipos, sendo
os valores dos CCo mostrados no Quadro 28.

A adaptagdo dos gendtipos & altitudes onde foi coletado foi medida pelo
CCo e varia de 0 a 100%. Como, na média dos seis gendtipos, o CCo foi 53,33,
evidenciou-se adaptacdo intermediaria (CCo de 25 a 75%) dos gendtipos &
altitudes de origem (Quadro 28). Notam-se, no Quadro 28, quatro genotipos com
adaptacao intermedidria (CCo de 25 a 75%), gendtipos 210, 450, 950 e 1150, e
dois com alta adaptagdo (CCo de 75 a 100%), gendtipos 475 e 675.

No ntimero de dias at¢ o florescimento (IN) os genotipos 475, 675 e 950
foram coincidentes (CCo 100,00, Quadro 28), tendo o menor niimero de dias até
o inicio de florescimento (Quadro 15). Apesar da coincidéncia das médias dessa
caracteristica nesses trés gendtipos, as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas (Quadro 15).

Nos  primeiros  estddios  reprodutivos  (florescimento e  inicio de
frutificacdo), os gendtipos de menor altitude (210, 450 e 475) tiveram maior
CCo, ja os de maior altitude (675, 950 e 1150) tiveram nos ultimos (frutificacdo
plena e senescéncia) (Quadro 28). Em geral, os maiores coeficientes foram os dos
genotipos das altitudes intermedidrias (genotipos 450, 475 e 675). O maior valor,
91,67, foi detectado no inicio de frutificacdo nos gendtipos 450 e 475, € o menor
coeficiente, 16,67,detectado nos gendtipos 950 e 1150, respectivamente, no
inicio de frutificagdo e florescimento.

No florescimento (Quadro 24), as caracteristicas que mantiveram maior
coincidéncia foram AP, CC, MC e NF em quatro genétipos e suas altitudes de

origem. As menores coincidéncias foram as caracteristicas MF e NI, com apenas

duas.
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No inicio de frutificacdo (Quadro 25), a maior coincidéncia foi em NC e
N1, com coincidéncia entre a altitude de origem e cinco genotipos. As menores
coincidéncias foram nas caracteristicas AP, CC, MC, BA, SP, AF, AM e¢ MF,
com trés altitudes cada.

Nas plantas de frutificacdo plena (Quadro 26) e senescentes (Quadro 27), a
caracteristica de maior coincidéncia foi NF, que coincidiu todos os gendtipos e
suas altitudes de origem e as menores foram nas caracteristicas AF, AM e MF,
com apenas uma coincidéncia cada.

A folha ¢ o orgdo vegetal mais plastico e, por isso, ¢ o que mais reflete o
ambiente (CUTTER, 1986). Houve variagdes, quanto a coincidéncia, entre a
altitude de origem do genétipo e altitude. Em média, o ntimero de folhas (NF) e a
massa seca foliar (MF) tiveram, respectivamente, a maior € a menor coincidéncia
nos quatro estadios reprodutivos.

Comparando-se os valores de area foliar por planta (AF) dos genotipos
nos quatro estiddios reprodutivos (Quadros 24 a 27), observa-se éarea foliar maior
na menor altitude (198 m) quando comparada com a maior altitude (962 m).
GUREVITCH (1988) observou em mil folhas (Achillea millefolium) a
diminuicdo da area foliar com o aumento da altitude, com maior area foliar na
altitude de 1.417 m comparada com 2.890 m.

No Quadro 27 ¢ verificado que nos gendtipos, em geral, os valores de
SPAD (SP) foram crescentes de acordo com o aumento da altitude. Isso pode ser
devido ao fato de que nas altas elevacdes a concentragdo de CO, ¢ diminuida. A
concentragio de CO, ao nivel do mar é de 340 vppm (340 cm’ de CO, por m de
ar) ¢ na altitude de 1.000 m ¢ de 290 vppm (PENNING DE VRIES, 1989). Além
dsso, em maiores altitudes a pressdo diminui, decrescendo o coeficiente de
difusdio dos gases, o que dificulta a disponibilidade desse a planta (JONES,
1994), acarretando menor taxa fotossintética. Isso causa aumento da quantidade
de clorofila, principalmente em plantas tipo C3, a fim de compensar a menor
concentracdo de CO, (PENNING DE VRIES, 1989).
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Quadro 24 -

Meédias dos caracteres altura da planta (AP), comprimento do caule (CC), nimero de ramos (NR), nimero de capitulos (NC), massa seca
caulinar (MC), biomassa seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), drea
foliar média (AM), massa seca foliar (MF) e numero de folhas em 1 g (N1), no estddio reprodutivo de plantas em florescimento, dos seis

gendtipos de Bidens pilosa L. crescidos nas altitudes de 198, 479, 739 ¢ 962 m

Genotipos  Altitude AP CC NR NC MC BA SP NF AF AM MF N1
210 198 [2318A [2318A [ILI3A  1963A [2,12A [388A [50,19B [8238AB 47567A [S587A  [176A  [4670A
479 22,16A  22,16A  1125A  1463A  196AB 399A 5263B  10000A S0141A  504A  2,03A  4936A
739 2155A  2155A  1288A 1975A  142BC 2,74B  60MMA  6600B  19900B  3,05B 1,32B 50,30A
962  1868A  1868A  1075A 600B  090C 2,17B 5330B  7000B  219.83B  3,14B 127B 55,60A
450 198  4839AB 4839AB 1275A 1188A 372B  637B  5003B  7563A  70797A  952A  2,66B 28 46A
479 [5898A [5898A [1363A  10.88AB [S31A [870A |54,79AB 70064A  7,72A [338A [2664A |
739  3778B  3778B  1063A  1538A  234C  4,19C 5684A  5538A  25651B  4,66B 1,85C 29,63A
962  3904B  3904B 1L,I3A  425B  243C 436C SLI3AB 6838A  32860B  4.87B 1,93C 3505A
475 198  4844A  4844AB 1375AB I113A 39IBC 7,06B 4853B  7288B  60524B  8,19AB 324B 2.87A
479 [5530A [5530A [1563A  2300A [742A [1157A |50,53B  [103,50A [108822A |[1044A  414A | 2503A
739 3990B  3990C 1125B  1888A  2,60C 4,77C 5790A  6863B  34347B  50IC  2,18C 31,56A
962 5408A  4624BC 11,88B  1800A 434B  649BC 4646B  61,00B  31280B  515BC  2,15C 2961A
675 198 4969A  49,69AB 12,63AB 950A  3,79B 726B 4634B  91,03AB 87499A 957A  347B 26,57AB
479 ST29A  ST29A  1525A  1700A  709A  11,76A 4801B  10763A 96796A  897A  467A  23,17B
739 [3859B [38359B |11,63AB 1750A [250B [494B [5693A  [6025C [32734B |542B  244C 24,71B
962  5558A  4564B  1075B  1125A  401B  643B  4699B  7925BC  42009B 526B  242C 3297A
950 198  5878A  5878A  1238B  8,50B  434AB 747AB 4785A  7400A  67932A 920A  3,13AB  24,43AB
479 6145A  6145A  1500A  1275B  584A  947A  4814A  7888A  71468A 9,03AB 363A  21,78B
739 4949B  430IB  938C  2800A 340B 577B  S3,15A  T7413A  49739A  6,68BC  2,37B 31,19A
B
962  5956A  4785B  11,63BC  14,00AB 4,72AB 724AB [4781A [73,13A  [410,15B [566C  [2,52B 29,06A
1150 198  7836A  5953A  13,63AB 2725AB 6,19B 9,50B 4316B  7563AB 84148A  1122A  331A 2.87A
479 8LE9A  6250A  1500A  3325A 967A 1358A 41,73B 88,13A  82047A  938A  391A  2254A



739 4295C  4295B  11,38BC  12,63BC 236C 459C  5896A 61,00B 326,82B  5,36B 2,23B 27,13A
962 5831B  54,11AB |9,50C 11,50C [391C  6,16C  4799B 62,00B 34133B  547B 2,24B 27,55A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Os valores de AP, CC
foram determinados em c¢cm; AF em cn?; BA, MC, MF em gramas; NC, NO, NF, NR contados; SP, em SPAD; IF em dias; AM e N1 calculados. Os

retdngulos delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos genotipos.
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Quadro 25 -

Meédias dos caracteres altura da planta (AP), comprimento do caule (CC), nimero de ramos (NR), nimero de capitulos (NC), massa seca

caulinar (MC), biomassa seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), area
foliar média (AM), massa seca foliar (MF) e nimero de folhas em 1 g (N1), no estddio reprodutivo de plantas em inicio de frutificagdo,
dos seis genotipos de Bidens pilosa L. crescidos nas altitudes de 198, 479, 739 € 962 m

Gendtipo  Altitude AP CcC NR NC MC BA SP NF AF AM MF N
S
198 4645B  2403AB |[1075A  |6600A [459B  640B  [4786A  |63,13A [37624AB [S91A  182B  [3501A
210 479 6540A  2514A  1138A  6338A  869A  11,22A  5000A  12563A 71798A SATA  254A 4813A
739 3638C  2248AB 1125A  4538B 290C  429C  S5360A  6575A  27426AB 422AB  139B  4815A
962 39,70C  1859B  1225A  4000B  3,59BC  546BC  S021A  6938A  23796B 34IB  187AB  394IA
198 8LOOA  5255A  1325A  6383A  835B 1,16B  4675B  8588AB 54060B  628AB  28IAB  30,74B
450 479 [86,13A  [5494A  |1275A  [6600A  [11,77A  1516A  [4588B  [9700A [727,13A [748A  339A  [2874B |
739 5276C  4196B  1275A  4838AB 494C  725C  5574A  9325AB 47422B  508B  231B  4042A
962  6488B  4629B  1138A  3463B  570C  822BC  4816B  7650B  42245B  552B  2,52AB  3136B
198 7096AB 4880A  1388A  70,75AB 8.85B 11,84B  4319B  8888A  661,00B 740B  299B  29,84AB
475 479 [7429A  [5441A  [1450A  [8200A  [1471A  1904A  [43,18B  [10538A [107933A [10,16A  433A  [2431B |
739 4956C  4181A  1388A  4588B  532C  7.84C  S5476A  8725A  45497BC 522C  2,52BC  3464A
962  6256B  4810A  1200A  60,13AB 6,67C  855C  4058B  5538B  28346C 508C  187C  30,01AB
198 7643AB S166A  1438A  66,50AB 920B 1256B  4461AB  96,75A  694,56B 724AB 335B  2880B
675 479 8340A  5420A  1450A  8675A  1506A  1956A  41,63B  11413A 99837A 873A  450A  2545B
739 [5441C  [4003B  |1325A  [4600B [6,09C  9,0C  [50,18A  |111,75A 620,03B 558B  3,01BC
962  6571B  46,I8AB  1138A  5500B  726BC  9,76C  4044B  6388B  33302C 523B  250C  2648B
198 8365A  5283A  1375A  6063A  925B 1249B  4399A  8,13A  73338A 834A  324AB  2748B
950 479 8970A  5925A 1275A 5950A  129A  1671A  4393A  8588A  706,70A 816A  372A  2355B
739 5696C  4256B 1263A  8I138A  705B  792C  3209B  4575B  11447B 257C  087C  5246A
962 7043B  S51,89A  [1175A  [5663A  |7,96B 1000BC  4046A  5175B  260,75B  5,10B  205BC  2514B
198 8739A  5539A  1250A  8388A  1147A  1462A  3608B  7763A  T72926A 945A  3,16A  2484A
1150 479 RNOA  6069A  1300A  8950A  I362A  1650A  3564B  8025A  509.80B 628B  2,89AB  2812A



739 5846C  4544B  1300A  4075B  626B  9,03B  5225A  8338A  39470BC 4,75B  2,78AB  30,10A
962 6921B  52,61AB [1138A  [50,00B  721B 932B 42688  [5063B  [287,69C [571B 2,11B [23902A |

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Os valores de AP, CC em cm; AF em cm’; BA, MC, MF em gramas; NC, NO,
NF, NR contados; SP, em SPAD; IF em dias; AM e N1 calculados. Os retangulos delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos genotipos.
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Quadro 26 -

Meédias dos caracteres altura da planta (AP), comprimento do caule (CC), niimero de ramos (NR), niimero de capitulos (NC), massa seca
caulinar (MC), biomassa seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), drea
foliar média (AM), massa seca foliar (MF) ¢ nimero de folhas em 1 g (N1), no estadio reprodutivo de plantas em frutificacio plena, dos
seis gendtipos de Bidens pilosa L. crescidos nas altitudes de 198, 479, 739 € 962 m

Genotipo  Altitude AP CC NR NC MC BA Sp NF AF AM MF N1

S

210 198 5531A  [2620A  [1063A  [13550AB 631B 7.80B 4071A  [9513A  [25873A [2,76AB  149A 62,85AB
479 6409A  2376A  11,00A  16475A 1029A  1180A  3453A  71,50AB 23500AB 327A  151A  48,89BC
739 369B  21,76A  1213A  100,75BC 3,55C  434C  44]18A  5738AB 10973B  1,86B  080B  7238A
962 4416B  2133A  1263A  8925C  542B  673B  4311A  4750B  1589AB 333A  131AB  3647C

450 198 82,73A  4939AB  1463A  101,00AB 1025B  1226A  3531BC 77,13A  36194A 466A  20lA  3847B
479 [8518A  [5335A  [1375A  [11063A [I13,2A  1448A  [3225C  [4338B  |139,56BC 326AB 136B  33,00B
739 57,13B 3879C  1475A  9325AB 599C  694B  3890B  6425A  ®44C  1,53B  095B  6767A
962 6683B  41,89BC 1213A  7375B  7,12C  9,14B  4508A  6188A  259,99AB 428A  202A  3062B

475 198  6605B  4560BC 14,50AB 11825A 1081B  1345A  3225B  8300A  576,2A 687A  264A  3139B
479 [7783A  [S513A [I575A  |11625A [1442A  1580A  |3293B  [3513B_ |13257B  3,66BC  1,38B
739 5041C  4006C  1388AB 9350AB 6,11C  7,05B  3560AB 5525B  106,58B 1,86C  094B  5921A
962 6274B  50,13AB 1L13B 7250B  721C  871B  3994A  4513B  19509B 429B  1,50B  29,90B

675 198 8743A  S06IA  1400AB 15200A 1245A  1421A  2890B  8025A  32275A 404A  176A  46,18AB
479 8629A  5584A  1550A  14900A 1447A  1616A  3089B  4888B  18464A 338A  168A  29,14B
739 [5625C  [3949B  [1588A  |114,00AB [7,03B  851B  [3400B  [8925A |21642A [236A  147A  [62,15A |
962 6960B  4715AB 11,63B  90,13B  7,16B  88IB  4148A  5425B  23599A 446A  165A  3510B

950 198  8904A  S519A  1400A  100,50AB 1132B  1344AB 3166B  6350A  38516A 596A  2,12A  3105B
479 243A  6006A  1388A  11425A 1601A  1755A  3420AB 38,13B  167,17B 433A  1,54AB  2623B
739 6091B  41,88B  1350A  10525AB 7.80B  848C  3246AB 5988A  117,80B 196B  068B  9085A
962 6920B  S5134AB |I1175A  [84,13B  |850B  10,05BC |4058A  [3725B  |169,76B  4,555A  1,55AB  [|2407B |

1150 198 8698A  5581AB 12,88AB 121,00A 1275A  1458A  3453B  S813A  33553A S581A  183A  3240B
479 9473A  6LI9A  1375A  12250A I563A  169A  3378B  4788A  17258B 362B  136AB  3529B
739 6180B  43,10C  13,00AB 9650AB 745B  840B  3443B  5225A  12334B  229B  095B  5535A




962  6674B  51,00BC [1050B [6800B [6,87B  833B  [4L09A [3738A [20243B S540A  146AB [2600B

As médias seguidas de uma mesma letra nfo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Os valores de AP, CC em cm; AF em cm*; BA, MC, MF em
gramas; NC, NO, NF, NR contados; SP, em SPAD; IF em dias; AM e N1 calculados. Os retangulos delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos
gendtipos.
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Quadro 27 - Meédias dos caracteres altura da planta (AP), comprimento do caule (CC), nimero de ramos (NR), nimero de capitulos (NC), massa seca
caulinar (MC), biomassa seca aérea (BA), valor de SPAD foliar (SP), nimero de folhas por planta (NF), area foliar por planta (AF), drea
foliar média (AM), massa seca foliar (MF) e numero de folhas em 1 g (N1), no estddio reprodutivo de plantas em senescéncia, dos seis
gendtipos de Bidens pilosa L. crescidos nas altitudes de 198, 479, 739 ¢ 962 m

Gendtipo  Altitude AP CcC NR NC MC BA SP NF AF AM MF N1

S
198 5494AB [2406A [11,63A  16550A 6,26B 726B  3695AB [88,88A  [15969A [1.92B  [0.99A  [88,05AB
210 479 6l46A  2251A  11,63A  16563A  939A 1039A  3546B  5988AB 11823AB 197B  099A  624IB
739 3630C  2058A  1288A  121,63B 3,59C  403C  3828AB 41,75B  5955B 139B  043B  9998A
962  4608BC 2065A  1125A  9875B  533BC  629B  4300A  2863B  111,66AB 385A  096AB  31,50C
198  8461A  4918A  1325A  130,63A 9,59B 1094B  2703C  7563A  18738A 2,52AB  135A  56,02AB
450 479 [8818A  [50,10A T1338A  [12350A [1254A  [1397A  |3428BC 56,75AB 160,83AB 2,79AB [I43A  ]4024B
739 5478B  3863B  1225A  103,00AB 6,13C  693C  3728B  5650AB 93,56B  161B  08IB T824A
962  6290B  4084B  1138A  7425B  622C  748C  4881A  4425B  14297AB 336A  126AB  3549B
198 71,79A  50,14AB  13,75AB 157,00A 10,11B  11,54B  2538C  6750A  I8461A 268A  143A  4741A
475 479 [7676A  [5520A  [1600A  |151,38AB [14,16A  [1556A  [31,14B  59,13A  17745A 1,40A
739 5420B 4275C  1463A  11688BC 693C  7,68C  29,65BC 4513A  8089A  190A  0,75B 59.87A
962 61,I0B  4641BC 11,63B  9838C  7.68C  881C  4420A  6375A  7858A  132A  LI3A  5531A
198 77,71AB  4795AB 1350A  174,13AB 1086B  1223B  2673B  8825A  20008A 231A  137A  6553A
675 479  8760A  5555A  1363A  183,75A 1405A  1548A  3199B  5938B  15627AB 2,67A  142A  4635A
739 [5809C  [4031B  [1388A  133,88BC [695C  [781C  |[31,78B [58,75B [7241B  [127A  [0.86A  [7166A |
962 66,63BC  4926AB 1125A  9963C  7,15C  869C  4506A  7750AB 13628AB 1,77A  154A  5012A
198 8635B  5463B  1288AB 13800A 1057B  1190B  2873C  63,63AB 19637A 3,08AB 133A  4306B
950 479 9665A  6521A  1400A  14300A 1521A  1645A  3228BC 4838AB I91,69A 400A  125A  39,69B
739 5870C  4210C  10,75BC 122,63AB 680C 727D  3675B  3713B  3515B  1,03C  047B 78,59A
962 6520C  4626C  [9,75C  [94,13B  [7,32C 894C  [4553A  [7075A  ]16709A  235B 162A  |4342B
198 9029A  5685AB 11,63A  168,13A 1271A  1406A  3478B  5400A  15LI6A 277A  135AB  4430AB
1150 479 93,18A  G6459A  11,75A  144,88AB 1398A  1519A  4301A  4975A  113,79A 217A  121AB  42,73AB



739 5799C  4140C  1125A  107,75BC 6,81B 739B  2970B  3975A  4983A  130A  0,58B 69,33A
962 6876B  5154B  [1063A  [9338C  |7.42B 891B  [4495A [5738A  [13901A 238A  [149A  [3954B |

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. Os valores de AP, CC em
cm; AF em cm?; BA, MC, MF em gramas; NC, NO, NF, NR contados; SP, em SPAD; IF em dias; AM e N1 calculados. Os retingulos delimitam as

maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos genotipos.
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Quadro 28 - Estimativas dos coeficientes de coincidéncia (CCo) dos caracteres
morfométricos nos seis genotipos de Bidens pilosa L. crescidos em
quatro altitudes no inicio do florescimento (IN) e colhidos em quatro
estadios reprodutivos (plantas em florescimento (FL), em inicio de
frutificagao (IF), em frutificacdo plena (FP) e em senescéncia (SE))

Genotipos
Estadio 210 450 475 675 950 1150 Meédia

NO 0,00 0,00 100,00 100,00 100,00 0,00 50,00

FL 50,00 66,67 83,33 66,67 33,33 16,67 52,78
IF 50,00 91,67 91,67 58,33 16,67 41,67 58,34
FP 33,33 58,33 58,33 75,00 41,67 58,33 54,17
SE 33,33 50,00 58,33 75,00 41,67 50,00 51,39

Meédia 33,33 53,33 78,33 75,00 46,67 33,33 53,33

YUIN, refere-se & médias do Quadro 15; FL, IF, FP e SE, referem-se¢ & médias
dos Quadros 24, 25, 26 e 27, respectivamente.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Seis gendtipos de Bidens pilosa, selecionados com base na divergéncia de
padrdes  isozimaticos, foram clonados e estudados quanto a plasticidade
fenotipica influenciada pela altitude e pelos estddios reprodutivos. Os gendtipos
foram coletados em seis localidades, de altitudes de 210, 450, 475, 675, 950 e
1.150 m e foram crescidos nas altitudes 198, 479, 739 e 962 m.

Avaliaramrse  caracteristicas morfométricas durante o crescimento € na
colheita das plantas. Durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas foi
avaliado o inicio do florescimento. Os caracteres morfométricos quantificados
apos a colheita foram altura da planta, comprimento do caule, niimero de nds,
numero de ramos, numero de capitulos, massa seca caulinar, biomassa seca
aérea, valor de SPAD foliar, nimero de folhas por planta, 4rea foliar por planta,
area foliar média, massa seca foliar, nimero de folhas em 1 grama; esses
caracteres foram avaliados em quatro estadios reprodutivos.

Utllizowse o delineamento em blocos casualizados com quatro repeticoes
e duas plantas por parcela. As andlises de variancia dos caracteres por genotipo
indicaram que houve resposta plastica dos gendtipos com as variagdes de altitude
e que os gendtipos se diferenciam com relagdo a essa plasticidade. A
plasticidade foi estudada quanto a magnitude e ao padido de resposta. A
magnitude foi estimada por meio do coeficiente de variagio ambiental (CVa) e
do indice de determinagio ambiental (Ia’). O CVa estimou a magnitude da
plasticidade. As caracteristicas com valores de CVa menores que 10 foram

consideradas de baixa magnitude, entre 10 a 20 de média magnitude e acima de
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20 de alta magnitude. Os valores de Ia’ representaram a quantidade da variagio

total atribuida ao efeito ambiental.

Além desses indices foi calculado o coeficiente de coincidéncia (CCo)
entre as altitudes de origem dos gen6tipos e as altitudes de cultivo.

O inicio de florescimento nas altitudes foi a caracteristica adotada na
determinacdo da primeira colheita. As plantas da maior e da menor altitude,
respectivamente  gendtipo 210 e 1150, foram as unicas que tiveram diferenca
significativa de florescimento. O inicio da floragdio em planta de inflorescéncia
terminal, como ¢ o caso de Bidens pilosa, limita o nimero de noés e,
conseqiientemente, os valores de nimero de nos ndo foram significativos. Essa
limitagdo do numero de noés interfere no numero de folhas no eixo principal, que
possui folhas maiores, mas promove o crescimento dos ramos laterais que
produzem folhas menores € em maior nimero.

Os resultados permitiram as seguintes conclusoes:

1) A altitude influencia os caracteres morfométricos de Bidens pilosa.

2) A mesma caracteristica nos genotipos pode variar em fungdo da altitude e do
estadio reprodutivo, demonstrando plasticidade fenotipica espacial (altitude) e
temporal (estddio). Os mesmos pares de gendtipos sdo afetados em suas
caracteristicas pela altitude de maneira particular nos estddios reprodutivos
em cada genotipo.

3) A magnitude e o padrdo de plasticidade foram especificos em cada genotipo,
podendo diferir entre os estadios reprodutivos e estimou-se que cerca de 83%
da variacdo foi devido ao efeito da altitude.

4) Na verificagdo do grau de adaptagdo dos genotipos & suas altitudes de coleta,
utiizando-se o CCo, determinow-se que os caracteres coincidiram em cerca
de 53% com a resposta a altitude semelhante a de coleta, o que corresponde a
adaptagdo intermedidria arespectiva altitude de origem.

5) A folha foi o 6rgdo adaptativo mais plastico, tendo o ntimero de folhas (NF) o
maior CCo ¢ a massa seca foliar (MF), o menor.

6) Os valores de SPAD (SP), que mede a quantidade relativa de clorofila, foram
crescentes, de acordo com o aumento da altitude e decrescentes, de acordo

com o estadio reprodutivo.
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7) Os efeitos da plasticidade foram relevantes com relagdo ao niimero de folhas
em 1 grama (N1) e a area foliar (AF), bem como ao nimero de folhas por
planta (NF), significando que importa a altitude de cultivo e o estddio
reprodutivo da planta a ser utilizado nos preparados medicinais e considerar

esses parametros quando da selecdo dos melhores gendtipos.
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CAPITULO 4

PLASTICIDADE FENOTIPICA DO ACIDO CLOROGENICO E DO
ACIDO CAFEICO DE GENOTIPOS DE Bidens pilosa L.

1. INTRODUCAO

Bidens pilosa L., planta medicinal da familia Asteraceae, tem ampla
dispersdo nos tropicos e subtropicos, desde o nivel do mar até cerca de 3.000 m
de altitude (BALLARD et al, 1986). Por onde ocorre ¢ adotada na fitoterapia,
principalmente nos problemas hepaticos (hepatite e ictericia), sendo preferido o
uso das folhas (VASQUES et al., 1986b). A folha ¢ o 6rgdo que mais responde &
variagdes ambientais. A resposta ao ambiente ¢ elaborada no metabolismo
secundario vegetal e as substincias produzidas interessam a quem trabalha com
planta medicinal, por terem efeito teraputico. Entre os compostos amplamente
difundidos no reino vegetal, com atividade hepatoprotetora, encontramrse o &cido
clorogénico e o 4cido caféico (HARBORNE, 1980; CARVALHO et al, 1999). O
acido clorogénico e o acido caféico podem ter sua biossintese induzida pelas
condicdes ecologicas e pelo desenvolvimento vegetal. A altitude destaca-se por
ser composta de variantes de temperatura, umidade, pressdo atmosférica,
luminosidade, dentre outras (JONES, 1994). No desenvolvimento vegetal ha
expressdo génica regulatéria da biossintese desses compostos promovendo o
acimulo em o6rgdos que estejam na fase apropriada, sendo provavel que a altitude
interfira nesses genes e varie a producdo de 4cido clorogénico e caféico. Como

esses compostos auxiliam na adaptacdo vegetal ao local de ocorréncia (DIXON e
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PAIVA, 1995), espera-se que as altitudes de crescimento e desenvolvimento das
plantas promovam respostas de plasticidade.

Estes compostos, presentes nas folhas de Bidens pilosa, foram objetos de
estudo da plasticidade fenotipica de plantas crescidas em quatro altitudes. A
plasticidade fenotipica ¢ a expressdio da variagdo fenotipica do gendtipo em
resposta aos ambientes (KAMADA et al, 1999). O estudo da plasticidade dos
fitofsrmacos 4cido clorogénico e 4cido caféico foi feito pela estimacdo da
magnitude e do padrdo de respostas plasticas em Bidens pilosa cultivadas em
quatro altitudes. Foi estimado o coeficiente de coincidéncia e determinado o grau
de adaptacdo dos gendtipos. Foram obtidas correlagdes entre as caracteristicas e

alguns fatores climéticos de cada altitude.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bidens pilosa L.

2.1.1 Dispersao

Na historia da humanidade, as espécies de plantas medicinais que tiveram
mais chances de serem usadas pelo homem foram as ruderais € as presentes o ano
todo. Nesse grupo de espécies encontra-se Bidens pilosa, o popular picdo, de
ocorréncia em todo o Brasil e nas regides tropicais e subtropicais do globo
(BALLARD, 1986). A ampla dispersdo dessa espécic se faz pela disseminacdo
de seus frutos (aquénios) aderidos aos pélos dos mamiferos ¢ do homem, bem
como & suas vestes (STRANG et al, 1980; MITICH, 1994). Seu emprego
fitoterdpico ¢ favorecido pela facilidade de identificacio e localizagdo dessa
espécie entre as demais de ocorréncia esportanea, pois suas flores e seus frutos

estdo presentes 0 ano todo.

2.1.2. Fitoterapia

Na fitoterapia adota-se Bidens pilosa desde o recémrnascido até o adulto,
internamente  ou  externamente, devido a propriedade colagoga, colerética,
depurativa,  emoliente, = vermifuga,  antisséptica,  antidiarréica,  antileucorréica,
antiescorbutica, estimulante, diurético, antidiabética e cicatrizante. A  planta
inteira ¢ utilizada, mas as folhas sdo as preferidas (GRANDI e SIQUEIRA,
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1981/1982, GAVILANES et al, 1981/1982; VASQUES et al, 1986b). Os
indigenas do sul do Brasil usam-na nos casos de anemia, samma e diabetes
(MARQUESINI e MOREIRA, 1996) e os indigenas peruanos usam-na nas dores
de dente (bochecho do sumo) e na hemicrania, ou seja, dor na metade da cabeca
que é lavada com o decocto da planta (FEO, 1991).

Em paises, como Meéxico, Peru e Brasil, usam-se as folhas de Bidens
pilosa externamente em dores de cabeca e seu sumo nas micoses de pele. No
Peru, ¢ feita a decoccdo das raizes a serem usadas na dismenorréia € como
diurética, nos problemas de anuria (KLINAR et al., 1995). Na Nigéria, o decocto
das folhas serve ao tratamento de colites e diarréias € o sumo quente de toda a
planta ¢ usado em dores no ouvido e em conjuntivites (AKAH e EKEKWE,
1995). Como hemostatico, em cortes e lesdes da pele, no Arquipélago da
Madeira usam o sumo das folhas (RIVERA e OBON, 1995) ¢ no Nepal o sumo
da planta toda (MANANDHAR, 1993). No oeste da Africa e em Zambia, serve,
a0 mastigar seus brotos, ao tratamento de problemas reumdticos e ao alivio da
dor, ao friccionar as cinzas de seus aquénios carbonizados em incisdes feitas no
corpo do paciente (BENHURA e CHITSIKU, 1997).

O emprego de Bidens pilosa nos problemas hepaticos, como hepatite e
ictericia, ¢ o mais divulgado pelo Brasii (YOMURA et al., 1988). Nesses casos,
pode-se usar a planta toda ou apenas as folhas, na forma de cha ou banho
(CORREA, 1984). Como auxiliares ao tratamento, as folhas frescas sdo usadas
em saladas ou colocadas sobre o colchdo onde se repousa o enfermo.

Os indigenas da Amazbnia usamna como antimaldrica. Ao testar essa
atividlade, BRANDAO et al. (1997) comprovaram que os extratos das raizes,
apés o estddio de florescimento, eram ativos e identificaram poliacetilenos e
flavonoides.

A medicina popular de Ruanda (Africa) utiliza Bidens pilosa nos casos de
doencas pulmonares e, devido a isso, foi averiguada sua agdo antibidtica contra
Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora de pneumonia. Nesse estudo foi
comprovado a atividade antimicobacteriana in vitro do extrato foliar na

concentragio de 1000 pgmL" (PUYVELDE et al., 1994).
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A nibigdo in vitro do crescimento de Staphylococcus aureus foi obtida
usando-se extratos de plantas no estddio de cotilédone, na concentragdo de 1000
Hg mL'; de duas folhas, na concentragio de 500 pg mL'; de juvenilidade antes
do florescimento, na concentracio de 250 pg mL’ e de adulto com capitulos
formados, na concentracdo de 500 pg mL'l, e floridos, na concentragdo de 125
Mg mL'. Essa atividade foi observada em plantas de origem variada
(MACHADO et al., 1988).

Na China, Bidens pilosa é utlizada nos casos de enterite, disenteria e
faringite e por isso seu extrato aquoso (50 g de planta seca em 500 mL de agua
deionizada) foi testado in vitro contra bactérias causadoras dessas enfermidades e
detectou-se média atividade antibacteriana. Como o uso dessa espécie naquele
pais estd associado ao de outras plantas ¢ aceitavel, segundo WONG-LEUNG
(1988), seu uso popular nessas doengas. FEsses autores atribuem que essa
atividade seja devido aos poliacetilenos por terem propriedades antibidticas,
antivirais ¢ moluscicidas. A atividade antiviral, contra o virus da hepatite B, foi
verificada in vitro por LUCCHETTI e SILVA (1996).

A atuagdo no figado foi avaliada por YOMURA et al. (1988). Esses
autores utilizaram a solucdo aquosa de Bidens pilosa e verificaram o fluxo biliar
de ratos. O aumento na quantidade ingerida da solucdo aquosa ocasionava
aumento de fluxo biliar. Com base nesses resultados, os autores sugeriram que o
efeito estimulante da fungdo hepética ¢ atribuidko a um ou mais principios ativos

que resultam no efeito colerético e colagogo.
2.1.3. Compostos Quimicos de Bidens pilosa

Dos estudos quimicos realizados em Bidens pilosa, ha relatos de
flavondides  (principalmente  chalconas e  auronas), cumarinas, poliacetilenos
(alifaticos, aromaticos e  tiofénicos), fenilpropandides, derivados do  acido
caféico, terpenos (mono, sesqui e diterpenos), esterdides, glicosideos e
hidrocarbonetos (HOFFMANN e HOLZL, 1988; OGAWA e SASHIDA, 1992;
ZULUETA et al, 1995; ZOLLO et al, 1995, BRANDAO et al. 1997). As
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saponinas estdo presentes nas folhas e no caule (MANANDHAR, 1993).

Inimeros efeitos bioldgicos tém sido atribuidos a esses compostos quimicos.

2.2. Compostos fendlicos: acido caféico e acido clorogénico

Os compostos fendlicos sdo substancias aromaticas formadas pelo
metabolismo secunddrio nas rotas do &cido chiquimico ou do &cido mevalonico.
Os vegetais sintetizam os compostos fenolicos na rota do &cido chiquimico e os
fungos e bactérias, na do 4cido mevalonico (TAIZ e ZEIGER, 1991). A rota do
acido chiquimico inicia em carboidratos simples, tendo como precursores o
oxaloacetato, e sdo produzidos variados compostos que conttm um grupo fenol e
uma hidroxila funcional no anel aromatico (HARBORNE, 1980).

O 4cido cinamico ¢ o precursor do acido caféico e do acido clorogénico
(Figuras 1 e 2). O acido caféico € o precursor do acido clorogénico, cuja reagdo €
reversivel (DIXON e PAIVA, 1995). Durante o desenvolvimento vegetal, a
fenilalanina ¢ preferencialmente incorporada na sintese protéica antes de se
tornar disponivel em quantidade e ser incorporada na sintese dos compostos
secundarios, como flavonoides e compostos fenolicos pela enzima fenilalanina
amonia liase (PAL). Presumivelmente, nas condigdes em que a sintese protéica ¢
minima, maior quantidade de fenilalanina toma-se disponivel para ser convertida
em compostos fenolicos. Esse fato pode ocorrer na fase final do florescimento,
especialmente em espécies anuais. Nas plantas com 20% de défice hidrico houve
produgdo de poucos compostos fenolicos, pois o Ciclo de Calvin, nessa condigao,
fornece pouca quantidade de carboidratos (HARBORNE, 1980; TAIZ e
ZEIGER, 1991).

Fenodis simples sao amplamente distribuidos nas plantas vasculares e sdo
adaptativos por participarem das interagdes planta-herbivoro, planta-fingo e
planta-planta (TAIZ e ZEIGER, 1991). Interferéncias nestes mecanismos de
interagdes, como ativagdo ou desativacdo destes compostos, sdo executadas pelas
peroxidases  por  atuarem  como  oxidantes de  compostos  fendlicos

(SCANDALIOS, 1975).
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Cidode —>  Acido  —Ro@dos o itanin AL Acido
Chigquimat

p-cumaril <+«—— Acido p- —  Acido

| O\
p-cumaril \ / Cafeoil Acido ferl'ﬂico

Acido Escopoletin

Figural- Rota biossintética do 4cido caféico e do 4acido clorogénico (Adaptado
de HARBORNE, 1980).

COOH
CH=CH— COOH CH=CH— CO—O

Acido caféico .. .
Acido clorogénico

Figura2 - Estrutura do 4cido caféico e do acido clorogénico.

A Dbiossintese de 4cido clorogénico pode ocorrer devido a danos por cortes
ou na interagdo planta-herbivoro. O 4acido clorogénico pode atuar diretamente na
defesa ou pode servir como precursor da sintese de lignina, suberina e outras
barreiras fendlicas. A taxa de desenvolvimento de lesdes fungicas ¢ grande em
plantas contendo niveis reduzidos dos compostos fendlicos  constitutivos
(DIXON e PAIVA, 1995). A defesa ¢ mais intensa em plantas silvestres
comparadas com as domesticadas e o 4cido clorogénico pode ser o mais
importante componente antimicrobiano correspondendo, na batata, a 90% dos
componentes fenolicos de defesa (DAO e FRIEDMAN, 1992)

O é4cido caféico ¢ amplamente difundido no reino vegetall com sua
deteccdo desde os musgos (Bryophyta) at¢ as plantas superiores (Angiospermae)
(GOTTLIEB et al, 1996). Sua participagdo na interacdo planta-planta ocorre por
ter atividade alelopdtica que inibe a germinagdo de sementes € o crescimento das
plantas. Esse &cido ocorre no solo em quantidades significativas, devido ao seu
escape pelas raizes ou pelas folhas caidas (TAIZ e ZEIGER, 1991).
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Acido caféico possui grande ocorréncia como éster simples de acido
quinico, como o &cido clorogénico, ou éster dicafeil de acido quinico, como a
cinarina (HARBORNE, 1980). O 4cido caféico, o acido clorogénico e a cinarina
estdo presentes na alcachofra (Cynara scolymus), espécie utilizada em problemas
hepéticos, sendo atribuida a atividade hepatoprotetora principalmente & cinarina.
Nessa espécie foi observada interacdo entre o acido clorogénico e a cinarina. Nas
folhas, o contetido de 4cido clorogénico diminui e o de cinarina aumenta durante
o desenvolvimento da planta at¢ atingir o estddio de diferenciacdo dos capitulos
(SOUZA et al., 1991).

A atividade medicinal do 4cido caf€éico e do 4acido clorogénico foi
detectada como antioxidante (OHNISHI et al, 1994, CARVALHO et al., 1999).
Ao é4cido caféico foi atribuida a propriedade citoprotetora de células hepaticas
por ULRICHOVA et al. (1995), quando analisaram fragdes fendlicas de quatro
espécies de Colchicum. Ao écido clorogénico e a trigonelina, presentes nas folhas
de café (Coffea arabica), ¢ atribuida a acdo hepatoprotetora do chd de suas
folhas. Além das folhas, o &cido clorogénico encontra-se nas raizes e nas
sementes jovens de café e sua concentragdo nas folhas ¢ de 5 a 10%
(GERMOSEN-ROBINEAU,  1996).  Folhas maduras de  Chrysanthemum
coronarium tém maiores concentracdes de acido clorogénico que as folhas jovens
(CHUDA et al, 1998). Bidens pilosa, planta utll como hepatoprotetora, possui
acido caféico e acido clorogénico.

Outras propriedades sdo atribuidas ao acido caféico, como a antisséptica e
ao 4cido clorogénico, como a antifingica (GERMOSEN-ROBINEAU, 1996).
Esses compostos sdo depositados nos vactolos das c€lulas vegetais (TAIZ e
ZEIGER, 1991) e, por serem soliiveis na agua, podem estar presentes nos chas e
banhos e, dessa nmaneira, contribuir com suas propriedades coleréticas,
antibacterianas e antioxidantes ao melhor funcionamento do organismo. O 4cido
clorogénico ¢ exemplo de éster vegetal, que pode ser hidrolisado no sistema
gastrico liberando mondmeros de 4cido caféico e acido quinico. O &cido caféico
liberado atua bloqueando os efeitos dos agentes carcinogénicos (HARRIS e
MAGGERTY, 1993).
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A presenca de dacido clorogénico nas infusdes (chas) se deve a integridade
desse em altas temperaturas (CHUDA et al, 1998; RODRIGUEZ de SOTILLO
etal., 1994).

Diversas técnicas estdo descritas na literatura na determinagdo de acido
caféico e de acido clorogénico, dentre essas a cromatografia em camada delgada
(CCD) (WAGNER e BLADT, 1996) e de espectrofotometria (DAO e
FRIEDMAN, 1992; GRIFFITHS et al, 1992) e cromatografia liquida de alta
eficiéencia (CLAE) (DAO e FRIEDMAN, 1992; CHUDA et al, 1998; ESCARPA
e GONZALES, 1998), que é a preferida devido a alta resolugdo. O acido caféico
e o acido clorogénico possuem a maxima absorvancia no comprimento de onda

de 325 nm (DAO e FRIEDMAN, 1992; ESCARPA e GONZALES, 1998).

2.3. Plantas medicinais e altitude

As plantas interagem com o ambiente, modificamno e sdo por ele
modificadas. Essa interagdo ¢ intensa e as plantas crescem e se desenvolvem a
medida que respondem aos estimulos ambientais, sejam temperatura, altitude,
regimes de chuva, umidade, luminosidade, fotoperiodo, vento, herbivoria, biota
associada, poluigdo atmosférica, tipo e fertilidade do solo. A necessidade de
resposta a esses estimulos faz com que a planta altere a composicdo e
concentragdo dos metabolitos secundarios produzidos (GOTTLIEB et al, 1996).
Concomitantemente, podem ocorrer variagdes desses metabolitos de acordo com
a fase do ciclo de vida da planta. Isso exemplifica a importincia em se
determinar o orgdo a ser colhido, o estddio reprodutivo e o ambiente onde
crescem as plantas medicinais. O cultivo de espécies vegetais de diferentes
regides climaticas e o estudo das variagdes produzidas em seu metabolismo
secundario estdo sendo feitos em diversos centros de pesquisa, conforme cita
BRAGA (1997).

Ha espécies medicinais que necessitam ser cultivadas em altitudes, como
por exemplo a Cinchona (Quina), produtora do alcaldide quinina. As plantas de

Cinchona succirubra crescem bem a baixas altitudes mas praticamente ndo

produzem esses alcaldides (BALBAA, 1983). De acordo com TETENYI (1983),
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a Arnica montana produz altos teores de flavondides a 1.800 m de altitude, sendo

este o seu habitat 6timo.
Exemplos da influéncia da altitude e dos estddios de desenvolvimento dos
vegetais na produgdo de esterdides entre individuos da mesma espécie estio no

Quadro 1.

Quadro 1 - Relagdo entre altitude e estadios de desenvolvimento de cinco espécies
produtoras de esterdides (Adaptado de CHATTERIJEE et al., 1983)

Espécie Altitude  Biomassa % Diosgenina-Solasodina

(m) (kg/ha)  Vegetativo Reprodutivo P ds-reprodutivo
Dioscorea composita 50 5500 2,00 3,00 325
500 4800 2,26 3,50 3,92
Dioscorea floribunda 50 4550 2,33 3,54 3,86
500 4100 2,46 3,79 412
Dioscorea prazeri 50 2000 0,70 2,00 2,51
500 1100 0,86 2,20 2,78
Costus speciosus 50 2250 0,95 1,21 0,74
500 1200 1,52 1,85 1,02
Solanum laciniatum 50 625 - 0,96 1,32
(frutos) 500 950 - 1,49 1,76

Nessas espécies, CHATTERIJEE et al. (1983) observaram que a sintese de
esteroides (diosgenina e solasodina) aumentava em altitudes mais elevadas e esse
fato manteve-se associado, exceto em Solanum laciniatum, & menor producdo de
biomassa. Os estadios pos-reprodutivos de desenvolvimento revelaram  altos
conteidos de diosgenina-solasodina nas espécies de Dioscorea e Solanum,
enquanto em Costus speciosus a diosgenina foi alta durante o estadio
reprodutivo.

A altitude de crescimento influenciou os compostos fendlicos presentes
nas folhas de Inga densiflora e Inga punctata. Nas maiores altitudes, tanto as
folhas jovens quanto as velhas continham maiores concentragdes  desses
compostos, o que motivou KOPTUR (1985) a sugerir que isso foi adaptacio de
defesa contra os predadores ou 0 aumento da luz UV nas altas altitudes.

Em Solanum tuberosum, foi verificado que a luz aumenta a atividade da
enzima fenilalanina amonia liase (PAL), seguida do aumento na atividade de
hidroxicnamoit CoA:quinato ~ hidroxicinamoil ~ transferase ~ (HQT), gerando o
acimulo de é&cido clorogénico (LUCKNER, 1980). Quanto ao é&cido caféico,
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GOTTLIEB et al. (1996) comentam que seu acimulo € notavelmente maior em
plantas de latitudes maiores.

2.4. Plasticidade fenotipica

A plasticidade fenotipica ¢ a habilidade do genotipo particular produzir
fendtipos  especificos dependendo do contexto ambiental, significando que os
efeitos genéticos e ambientais ndo sdo independentes, pois as respostas
fenotipicas dos gendtipos podem diferir segundo as variagdes ambientais
(SCHEINER, 1993).

Ao estudar os efeitos dos ambientes no gendtipo observa-se variaveis
fenotipicas quanto a caracteristicas morfologicas ou quimicas. Os efeitos
ambientais  podem  alterar as  caracteristicas  morfologicas  (plasticidade
morfologica) e a concentragdo dos constituintes ativos (plasticidade fisiologica)
(BRADSHAW, 1965) das plantas medicinais e essas modificacdes afetarem suas
propriedades medicinais e as colocarem fora das especificacdes farmacéuticas
(TRENTINL, 1997). Os pesquisadores de plantas medicinais atualmente estdo
voltados, preferencialmente, ao estudo das espécies que produzem oOs
fitofirmacos  desejados, ignorando o0s processos genéticos e ambientais que
influenciam na produgdo destes (KAMADA et al., 1999).

A plasticidade fenotipica assume grande importancia devido a sua
aplicabilidade no plangjamento de estratégias pelos melhoristas, significando
aproveitar a flexibilidade dos gendtipos em resposta & varidveis ambientais,
objetivando as combinacOes superiores. Hoje, apesar de ter sido realizado pouco
estudo sobre plasticidade fenotipica em plantas medicinais, € essencial este
conhecimento a fim de conseguir uniformidade de produgdo. A importancia
disso, estd na qualidade da matéria fresca e/ou seca destinada ao uso in natura,
matérias-primas  a fim de obter confidveis fitofirmacos e medicamentos
industriais (OLIVEIRA et al., 2001).

A concentragdo das substincias bioativas nas plantas pode ser ou nao
alterada por fatores bidticos e abidticos encontrados no meio ambiente. Os

fatores bidticos sdo expressos pelas interagdes entre individuos, tais como:
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alelopatia, simbiose, parasita-hospedeiro, etc. Os fatores abidticos sdo expressos
pelas condigdes climaticas (luz, temperatura, umidade, pluviosidade, altitude,
latitude, longitude) e edaficas (composicdo, tipo e textura do solo) em que as
plantas  s3o  submetidas  durante  seu  crescimento e  desenvolvimento
(GERSHENZON, 1984). Pelo exposto, pode-se atentar sobre a importancia do
papel da interagdo gendtipo x ambiente, cujo conhecimento permite determinar o
meio mais adequado de produgio desejada e estavel.

Dessa forma, o ambiente possui importancia primordial no emprego de
uma planta como medicinal. Muitos fatores ambientais influenciam  nesse
metabolismo, e dentre eles estd a altitude, cuja variagdo implica, principalmente,
em diferencas de temperatura e luminosidade. A planta que ocorre em altitudes
pode variar os seus constituintes quimicos e dessa forma pode variar o uso de
acordo com sua procedéncia. Os estudos da influéncia da altitude sobre os
compostos metabolicamente ativos ainda sao incipientes.

H4 muitos métodos de quantificar a plasticidade em resposta & variagdo
ambiental. As estimativas se tornam mais precisas quanto menor for a variagdo
genética dentro do tratamento. Por meio de esperancas de quadrado médio, pode-
se estimar a varidncia do tratamento, a qual, sendo significativa (Teste F), indica
que o carater em questdo ¢ plastico (SCHLICHTING, 1986). Com a andlise de
variancia (conjunta) pode-se comparar as plasticidades de dois ou mais genotipos
cultivados em ambientes. Dessa andlise, pode-se separar trés componentes
principais de variagdo: varidncia atribuida ao genétipo, variancia atribuida aos
ambientes e varidncia atribuida a interacdo gendtipo X ambiente. A variancia
ambiental e a interacdo resultam de resposta plastica. O termo de interagdo
significativo indica que ndo somente hd plasticidade, como também diferengas
entre gendtipos na plasticidade. Este termo pode ser significativo, mesmo quando
o ambiente ndo o é (SANTOS, 1990).

As plasticidades podem diferir quanto ao cardter, ou seja, diferentes
caracteres podem ter comportamentos distintos no mesmo ambiente. Portanto,
ndo se justifica determinar a plasticidade de um carater e ter idéia do grau de
plasticidade de todo o grupo taxondmico. Quando dois caracteres respondem
diferentemente a0 estimulo ambiental, indica que a plasticidade envolve
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organizacdo de relacionamento entre caracteres, no intuito de manter a integracdo
fenotipica na mudanga ambiental (SANTOS, 1990).

SCHLINCHTING e LEVIN (1984), estudando a planta anual Phlox,
estimaram a magnitude da plasticidade fenotipica em coeficiente de variagdo
ambiental (CVa) e classificaram em magnitude alta, CVa > 20%, média, CVa
entre 10 e 20%, e baixa, CVa < 10%. KAMADA et al. (1999) adotaram essa
classificacgdo ao estudar a plasticidade fenotipica de trés acessos de manjericio
(Ocimum  spp.): manjericdo-branco, manjericdo-roxo ¢ basilicio. Neste trabalho,
foram testadas adubagdes quimicas e orginicas e a plasticidade foi estimada
pelos caracteres dos oOleos essenciais: teor, composicdo quimica € concentracoes
do terpinoleno e eugenol. Os valores da plasticidade foram estimados pelo
coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e indice de determinagdo ambiental
(Ia*). O CVa foi utilizado na estimagio da magnitude de plasticidade e o Ia® na
representacdo da proporcdo de variagdo total atribuida ao efeito ambiental. O
CVa indicou magnitude média e o Ia’ demonstrou que o ambiente teve influéncia
alta na variacao total.

Estudos visando associar a variabilidade genética com a plasticidade
fenotipica demonstraram que as correlagdes sdo varidveis de acordo com a
espécic e o cardter em questio. COUNTS (1993), analisando as populagdes de
Zizania spp., desenvolvidas ao longo de gradiente de altitude, observou que a
magnitude da plasticidade ndo estava correlacionada com o grau de heterozigose
das populagdes. SACCO et al. (1992) avaliaram a variabilidade genética e a
plasticidade fenotipica na progénie F, de Mentha viridis com relagdo aos
constituintes do Oleo essencial e observaram que o constituinte de maior
variabilidade genética foi diferente do de maior plasticidade fenotipica. Pelos
resultados foi sugerido que as trés hipdteses podem explicar a magnitude e o
padrio de plasticidade e que, nenhuma, sozinha, seria suficiente a essa
explicacdo. Nao foi possivel considerar uma hipotese como sendo a principal

com relagdo aresposta quantitativa ou qualitativa de plasticidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Testes preliminares

Os testes foram feitos em plantas de Bidens pilosa nos trés estadios
reprodutivos: antes, durante e depois do florescimento. Em cada estadio foram
analisados trés orgaos: folha, caule e raiz.

O local de coleta das plantas foi a Horta Biodindmica, em Vigosa-MG,

cuja analise do solo estd no Quadro 2.

Quadro 2 - Resultado das andlises quimicas do solo da Horta Biodindmica onde
foram coletadas as plantas de Bidens pilosa L. Vigosa-MG

pH 3 K Ca® Mg AP H+Al CTC \
HO mg/dm’ cmolc/dm’ %
54 14 740 23 1,0 0,0 547 90 39

pH em agua, KCl e CaCl, - Relagdo 1:2,5;

P, K - Extrator Mehlich 1;

Ca, Mg, Al - Extrator KCI - 1 mol L'l;

H + Al - Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol L'- pH 7,0;
CTC = Capacidade de Troca Cationic a;

V = Indice de Saturacio de Bases.

As plantas foram coletadas dia 16/12/1999, no periodo da manha, com trés
repeticoes € cada uma contendo trés plantas. As trés plantas de cada repeticdo
foram analisadas individualmente e consideradas as médias dos dados.

O estaddio antes do florescimento caracterizou-se por plantas na fase

vegetativa, o estddio durante o florescimento, por plantas contendo apenas
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inflorescéncias e o estddio depois do florescimento, por plantas em frutificagdo
na maior parte dos &pices reprodutivos. A coleta das plantas foi feita com auxilio
de enxaddo, obtendo as raizes. As folhas, o caule e as raizes foram separados e,
imediatamente, iniciada a secagem artificial, em sala com desumidificador, no
Grupo Entre Folhas - Plantas Medicinais, campus da Universidade Federal de
Vigosa (UFV). As raizes foram lavadas antes da secagem.

A massa seca de cada Orgdo e a massa seca total da planta foram
determinadas em balanca de precisio. A extragdo e a andlise em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram feitas no Laboratorio de Andlise e
Sintese de Agroquimicos (LASA), do Departamento de Quimica da UFV. Os
extratos dos trés Orgdos foram analisados de maneira semelhante aos extratos

foliares descritos no item 3.5 e 3.6 deste capitulo.

3.2. Material experimental

Seis genotipos de Bidens pilosa foram selecionados de grupos divergentes
com vistas ao estudo de plasticidade fenotipica dos fitofarmacos: 4cido
clorogénico e 4cido caféico. Cada gendtipo foi representado por plantas
propagadas vegetativamente pela técnica de cultura de tecidos e aclimatadas em
telado. Os grupos divergentes foram determinados pela analise isozimatica
descrita no capitulo 1 e a micropropagacdo descrita no capitulo 2. Os genotipos
foram cultivados em quatro altitudes e coletados em quatro estadios reprodutivos
(conforme descrito no capitulo 3).

No Quadro 3, ¢ descrito o local ¢ o habitat de coleta, além do numero do
herbario (VIC). A altitude de coleta foi adotada como representativa do genotipo,
ou seja, o gendtipo 210 foi coletado na altitude 210 m, o gendtipo 450 foi

coletado na altitude 450 m e assim os demais.
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Quadro 3 - Altitude, local, arca e habitat de coleta dos 6 gendtipos de Bidens
pilosa L. e seus respectivos numeros do herbario (VIC)

Genotipo  Local de Coleta Area e Habitat de Coleta VIC
210 Leopoldina (MG)  Urbana - terreno baldio, ensolarado e seco ~ 25.311
450 Leopoldina (MG) Rural — horta, sombreada e timida 25.313
475 Oratorios (MG) Rural — horta, ensolarada e imida 25.312
675 Vigosa (MG) Rural — horta, ensolarada e timida 25.308
950 Araponga (MG) Rural — horta, ensolarada e umida 25.309

1150 Araponga (MG) Rural — horta, ensolarada e umida 25.310

Genotipo = representado pela altitude de origem, em metros; VIC = Herbario da
Universidade Federal de Vigosa.

3.3. Instalagiio e conducio do experimento

O presente trabalho foi instalado e conduzido em quatro locais, cujas
altitudes sao: 198, 479, 739 e 962 m, no periodo de junho a outubro de 2000.

Utllizowse o delineamento estatistico em blocos casualizados, com trés
repeticdes, € 0s seguintes tratamentos: seis genotipos, quatro altitudes, quatro
estddios reprodutivos, sendo a parcela constituida de duas plantas, cada uma em
um vaso de 5 L.

Foram feitas anotagdes manuais diarias das condigdes atmosféricas
referentes a temperatura maxima e minima do ar, capacidade evaporativa do ar e
precipitagdo. Os instrumentos foram instalados ao lado dos experimentos a 1,5 m
de altura do solo. Os dados sdo relativos e serviram a comparagdo entre as quatro
altitudes de cultivo.

As medidas de temperaturas do ar foram feitas em termOmetro de
maximas € minimas, as de capacidade evaporativa do ar em atmometro de Piche
e as de precipitagdo em pluvidmetro. Os termOmetros € os atmoOmetros foram
mantidos na posicdo vertical dentro de abrigos. Os abrigos, os pluvidmetros, € os
atmOmetros utilizados neste experimento foram construidos e seguindo descricdo
de TUBELIS e NASCIMENTO (1980) e com orientagdo ¢ auxilio do Professor
Hélio Vieira (Professor aposentado do Departamento de Engenharia Agricola da
Universidade Federal de Vigosa). Os atmémetros foram aferidos com os da
estacdo climatologica da UFV com os valores de correlagio média de 0,9932. Os
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abrigos foram fabricados de maneira a proporcionar prote¢do contra a radiacdo
solar, a chuva e os animais, e permitir, entretanto, a livre circulagdo de ar. Os
pluviometros e os abrigos foram colocados proximos aos experimentos €

mantidos a cerca de 1,5 m de altura do solo.

3.4. Analise estatistica e estimadores da plasticidade

Foram feitas andlises de variancia conjunta com desdobramento das somas
de quadrado da altitude e da interacdo altitude x gendtipo submetidos a andlise de
variancia  individual, contendo as variaveis estudadas nos seis genotipos nas
quatro altitudes, considerando um estddio reprodutivo de cada vez. A diferenca
enfre gendtipos na interagdo com o ambiente que revela plasticidade foi
quantificada pela resposta plastica. A quantificacdo da plasticidade foi feita com
base na magnitude de resposta € no padrdo de resposta plastica. A magnitude foi
estimada pelo coeficiente de variagdo ambiental (CVa) (SCHLICHTING e
LEVIN, 1984) e pelo indice de determinacdo ambiental ([az) (KAMADA, 1999).
Estimativas ~ negativas dos  indices de  determinagdo  ambiental  foram
desconsideradas e representadas por tragos. O padrao de plasticidade foi
estimado pelo coeficiente de correlagdio de Pearson. O coeficiente de
coincidéncia (CCo) foi estimado, de acordo com CRUZ (1997), pelas médias
submetidas ao teste de Tukey. Esses estimadores encontramrse descritos no

capitulo 3.
3.4.1. Magnitude de plasticidade

A magnitude da plasticidade foi wutilizada na quantificacdo da resposta
plastica dos gendtipos em relagio ao ambiente por meio do coeficiente de

variagio ambiental (CVa) e do indice de determinagio ambiental (Ta®), descritos

no Capitulo 3.
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3.4.2. Padriao de plasticidade fenotipica

A diregdo e o sentido da resposta aos ambientes de um gendtipo sdo
denominados de padrdo de plasticidade fenotipica. Esse padrio pode ser
estimado pelo coeficiente de correlacdo de Pearson ao se analisar os pares de
gendtipos. O célculo desse coeficiente foi feito por recursos computacionais do
programa SAEG (Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas) versao 5.0,
desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa, cujas instrucdes operacionais

estdo descritas em GOMES (1992).

3.4.3. Coeficiente de coincidéncia (CCo)

O CCo serviu a estimagdo do grau de adaptagdo do genotipo ao seu local
de origem, ou seja, a altitude de onde foi coletado. Esse coeficiente, segundo
CRUZ (1997), estima a concordancia de ocorréncia de observacdes superiores ou
inferiores, em relagdo a cada par de caracteristicas do genotipo. No presente
estudo, o par foi composto pelas caracteristicas fenotipicas plasticas e pelas
altitudes de cultivo semelhantes ada coleta do genétipo.

A andlise foi feita com base nas médias, pelo teste de Tukey, das
caracteristicas do genOtipo nas quatro altitudes e nos quatro estddios
reprodutivos.

A concordancia (maxima ou minima) de resposta plastica recebe nota 1 e
os demais valores intermedidrios expressam a discorddncia adaptativa e recebe
nota 0 (zero) A média das caracteristicas ¢ multiplicada por 100 a fim de
determinar o coeficiente de coincidéncia em porcentagem.

Visando determinar a adaptagdo do genotipo ao local de origem (altitude),
considerou-se:

d) baixa adaptacao, quando CCo for de 0 a 25%;
e) adaptacdo intermediaria, quando CCo for de 25 a 75%; e
f) alta adaptacao, quando CCo for de 75 a 100%.
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3.4.4. Dados climéticos e sua correlagdo com acido clorogénico e acido caféico

Dados de temperatura maxima e minima do ar, capacidade evaporativa do
ar e precipitacdo foram anotados diariamente nas altitudes de 198, 479, 739 e 962
m e serviram a comparacdo entre as quatro altitudes de cultivo e entre os quatro

estadios reprodutivos dentro de cada altitude.

345. Influéncia da altitude e do estddio reprodutivo na producdo de dacido
clorogénico e &cido caféico

Analisou-se a produgdo do 4cido clorogénico ¢ do 4cido caféico em

funcdo das variagdes no espaco (altitude) e no tempo (estddio reprodutivo), nas

quatro altitudes e nos quatro estadios reprodutivos.

3.5. Coleta das plantas e caracteristicas avaliadas

As plantas colhidas em quatro altitudes e em quatro estadios reprodutivos
foram colocadas em sacos de papel identificados, acondicionadas em embalagens
plasticas e transportadas ao Grupo Entre Folhas - Plantas Medicinais, onde foram
submetidas a secagem artificial em sala de secagem (temperatura média de 30
°C) e ficaram armazenadas até a analise dos fitofarmacos. As caracteristicas
avaliadas foram massa seca foliar, teores de 4cido clorogénico e de &cido caféico
por grama de folha e por massa seca foliar da planta e porcentagem de &cido

clorogénico em relagao asoma de 4cido clorogénico e acido caféico.

3.6. Analise dos fitofarmacos

As folhas de cada planta foram moidas separadamente, acondicionadas em
sacos de papel e, dentro de embalagens plasticas, foram levadas ao Laboratorio
de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA) da Universidade Federal de
Vigosa onde foi feita a pesagem de 0,25 g em balanga analitica. As duas plantas
da parcela foram reunidas, obtendo 0,5 g, e colocadas em tubo de ensaio onde

foram feitas as extragdes em etanol 80% atemperatura ambiente.
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No tubo de ensaio contendo 0,5 g de folhas foi adicionado 7,5 mL de
etanol (80%). A cada 24 horas o sobrenadante foi retirado e adicionado mais 7,5
mL de etanol 80%. Foi feita quatro vezes essa extragdo totalizando 30 mL de
etanol 80% adicionados a cada 0,5 g de folhas, propor¢do de 1:60 (massa foliar:
extrator). O extrato recolhido a cada extracdo foi colocado em frasco de wvidro,
etiquetado € envolvido em papel laminado, ¢ mantido em refrigeragio (5 °C).
Foram avaliados 96 tratamentos, compreendendo seis gendtipos de Bidens pilosa,
quatro altitudes de cultivo e quatro estddios reprodutivos, sendo realizadas trés

repeticoes.

3.6.1. Preparo da amostra a ser analisada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Foi retirada a clorofila do extrato obtido pela eluigdo em cartucho de
extragdo em fase solida, contendo 500 mg de sorvente C18 e com capacidade de
3 mL (Fabricante PR Cola). O cartucho foi acoplado ao erlenmeyer e a filtragem
de 3 mL de extrato foi feita sob pressio de 200 mm Hg. Apds a extragdo, a
clorofila retida nesse cartucho foi retirada com a cluigdo de 3 mL de acetona e, a
seguir, recuperowrse o cartucho com a eluicio de 3 mL de etanol (80%). Apos
eluir todo o etanol, o cartucho encontrava-se novamente apto a filtrar outra
amostra. O volume final do extrato filtrado foi colhido em frasco de vidro
envolvido por papel laminado e, a seguir, foi mantido refrigerado (5 °C) até o

momento da analise cromatografica.
3.6.2. Dilui¢ao da amostra

Antes da aplicagdo da amostra no CLAE foi feita a diluigho do extrato
filrado em etanol (80%). Utilizowse amostras de 100 pPL de extrato e 900 pL de
etanol (80%). Apos a diluido fez-se a filtragem utilizando membrana de “nylon”
(0,45 pm x 47 mm de malha, Supelco) acoplada a seringa de vidro que continha

ponteira do tipo “luer-lock™.
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3.6.3. Analise dos constituintes do extrato das folhas de Bidens pilosa

A andlise dos extratos foi feita no LASA utilizando o CLAE. A
identificacgdo do 4acido caféico e do 4cido clorogénico foi por co-injecdo de
padrio em CLAE. Os dados cromatograficos das &reas dos picos foram
integrados apds 30 minutos do inicio da comida. A quantificagdo foi feita
mediante os valores correspondentes & areas dos picos de cada composto serem
inseridos na sua respectiva equagdo de reta determinada pelas curvas padrdo. Na
andlise  dos  fitofirmacos  quantificou-se  dois  componentes  quimicos e
considerou-se também a relacdo desses com a massa seca foliar.

A curva padrdo foi feita a partir da solugdo-estoque de 20,0 ppm dos
padrdes de dacido caféico (Aldrich) e &cido clorogénico (Aldrich). Com essas
solugdes preparou-se a concentragdes: 0,0, 0,2, 04, 0,6, 0.8, 1,2, 2,0, 3,0, 4,0,
5,0, 10,0, 14,0, 16,0 e 20,0 ppm. No mesmo dia em que foi feita a solugdo, foi
feita a curva padrdo. A curva foi feita ao iniciar a analise das amostras.

Foi utiizado o aparelho Shimadzu Liquid Chromatograph (Shimadzu
Co.), modelo LC 10-AD, equipado com duas bombas, “loop” de 20 pL, detector
SPD-10AV (leittra no UV-Visivel) e acoplado pela unidade CBM-10A ao
computador. A pré-coluna usada foi a Hibar Pre-Packed Columm RT 250-4 e a
coluna foi LiChrosorb RP-18, de 250 mm de comprimento, 4 mm de diametro
interno e preenchida com particulas de 5 pm (Merck, Darmstadt, Germany).

A andlise foi feita em temperatura ambiente, fluixo de 1 mL min h
comprimento de onda de 325 nm e fase moével acetonitrila (grau espectroscopico,
EMScience, Gibbstown, N.J., EUA) e 4gua purificada em Mili-Q System
(Millipore Inc.) com 2% de 4cido acético. O tempo de andlise foi 30 minutos. O
gradiente de eluicdo empregado foi de: 0 a 25 minutos com acetonitrila de 10 a
90%; de 26 a 30 minutos com acetonitrila de 90 a 10%. Depois do final do
gradiente, manteve-se a concentracdo de acetonitrila em 10% por mais seis
minutos a fim de estabilizar a coluna, observada no equilibrio da linha de base.

Assim, 0 tempo entre uma injecdo e outra foi 36 minutos.
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3.6.4. Caracteristicas analisadas

A quantificagdo do 4cido clorogénico e do 4acido caféico foi feita a partir
da insercdo dos valores das areas de seus picos nas suas respectivas equacdes de
reta. A partir destes valores foi feita a andlise estatistica e a quantificacdo da
plasticidade  fenotipica dos fitofArmacos, considerando-se também a relagdo

desses com a massa seca foliar.

3.6.4.1. Teor de acido clorogénico por grama de massa foliar (CLg)

Ao fazer a curva padrdo foi possivel calcular o teor de 4cido clorogénico
em miligrama por grama de massa foliar (CLg) basecado na area dos picos
gerados quando da injecdo e andlise das amostras do extratos etandlicos das
folhas de Bidens pilosa por CLAE.

3.6.4.2. Teor de acido caféico por grama de massa foliar (CFg)

O teor de 4cido caféico em miligrama por grama de massa foliar (CFg) foi
baseado na 4area dos picos das amostras as quais foram comparadas com valores

da curva padrdo.

3.6.4.3. Massa seca foliar (MF)

Essa caracteristica foi analisada no capitulo 3 mas, como neste
experimento foram consideradas apenas trés blocos, foi analisada novamente. A
massa seca foliar, em gramas, foi determinada em balancas analiticas. Os valores

expressos sdo relativos amédia das duas plantas da parcela .

3.6.4.4. Rendimento de acido clorogénico por massa seca foliar (CLmf)

O rendimento foi estimado pela multiplicagdo do wvalor observado da

massa seca foliar pelo teor de &cido clorogénico de cada grama de folha.
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3.6.4.5. Rendimento de acido caféico por planta (CFmf)

O rendimento foi estimado pela multiplicagdo do wvalor observado da

massa seca foliar pelo teor de &cido caféico de cada grama de folha.

3.64.6. Percentual de 4cido clorogénico na soma de acido clorogénico e dacido
caféico (%CL)

O valor foi determinado pela divisao do teor de 4cido clorogénico pela soma dos teores de acido

clorogénico e acido caféico e multiplicado por 100.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Testes preliminares

O 4cido clorogénico foi detectado nos extratos de Bidens pilosa por
cromatografia em camada delgada. Devido ao é&cido caféico ser precursor do
acido clorogénico e ambos terem atividade hepatoprotetora e a Bidens pilosa ser
atribuida essa atividade (GERMOSEN—ROBINEAU, 1996; CARVALHO et al.,
1999; YOMURA et al, 1988), foram realizados estudos de quantificagdo dessas
substincias durante o desenvolvimento vegetal, com o objetivo de verificar em
qual fase e em qual Orgdo hd maior acimulo desses compostos. As andlises
foram feitas em plantas de Bidens pilosa nos tés estadios: antes, durante e depois
do florescimento. Em cada estddio analisaramrse os trés oOrgdos: folha, caule e

raiz.

4.1.1. Andlise do estadio reprodutivo e do d6rgiao vegetal onde ha aciimulo de
acido clorogénico e acido caféico em Bidens pilosa L.

O pico do 4cido clorogénico foi identificado com tempo de retencdo de
cerca de 8,1 minutos € o de acido caféico, com cerca de 9,3 minutos. Baseado na
area obtida da integragdo dos picos de padrdes nas 14 concentragdes de 0 a 20
ppm foi determinada a equacdo y = 53,662x — 8248 que relacionou a
concentragdo do 4cido clorogénico com a resposta do detector com alto grau de

correlagdo, R = 0,9989, ¢ a equacdo y = 99,939x — 4,018 que quantifica o acido
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caféico com R® = 0,9996 (Figura 3). Nessas equacdes, a vartivel “x” corresponde
a area do pico, em absorvancia, ¢ a variavel “y” corresponde a concentragdo, em
ppm, de 4cido clorogénico ou 4acido caféico. Os valores dos acidos clorogénico e
caféico em ppm foram transformados em mg por g de massa seca € em mg por
massa total do 6rgdo, a fim de determinar teor e produtividade, respectivamente.

O resumo da andlise de variancia estd contido no Quadro 4. Os caracteres
tiveram valores significativos, demonstrando que os estadios fenologicos e os
orgdos considerados possuem diferenga significativa na quantidade de 4cidos
clorogénico e caféico.

A avaliagdo das médias das varidveis (Quadro 5) indicou que a massa seca
(MS) aumenta em todos os o¢rgdos e que depois do florescimento o caule tem
massa significativamente maior que os demais estadios e Orgdos. Este aumento
de massa do caule apoés o florescimento foi observado em Bidens pilosa por
BASTIDAS et al. (1989) e esta relacionado ao maior rendimento de &cido
clorogénico (CLplanta) nesse 6rgdo e ndo nas folhas, como ocorreu com o acido
caféico (CFplanta). Enfatizando essa observagdo, pode-se constatar, nos dados de
porcentagem de massa seca de cada orgdo sobre a massa total da planta na
mesma fase fenologica (%eMS/org), que depois do florescimento a massa do caule
correspondeu a 75,75% da massa seca da planta e as folhas a apenas 13,87%. Como
as raizes na %MS/org tiveram pequena alteracdo no decorrer dos estadios, entdo

o0 aumento de massa do caule foi devido adiminui¢ao percentual das folhas.

Curva padréo do Acido Clorogénico Curva padrao do Acido Caféico
2000 - 2000 -
y = 53,662x - 8,248 y = 99,939x - 4,018
1600 A R = 10,9989 1600 - R? = 0,9996
8 ©
2 1200 1 2 1200 -
«© «©
c c
S 800 S 800
< <
400 1 400 A
0 O T 1
0 4 8 12 16 20
Concentragao (ppm) Concentracéao (ppm)

Figura3 - Curvas padrdo de 4&cido clorogénico e 4cido caféico e respectivas
equacdes de regressao.
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Quadro 4 - Resumo da analise de varidncia dos caracteres de massa seca do 6rgdo (MS), porcentagem da massa seca de cada orgdo sobre a
massa total da planta na mesma fase fenologica (%MS/org), teor de acido clorogénico (mg/g matéria seca) (CLteor), teor de
acido caféico (mg/g matéria seca) (CFteor), teor de 4cido clorogénico + 4cido caféico (mg/g matéria seca) (CL+CF), percentual
de acido clorogénico na soma de dacido clorogénico e caféico (%CL), rendimento de acido clorogénico por planta (mg/g de
matéria seca) (CLplanta) e rendimento de acido caf€ico por planta (mg/g matéria seca) (Cfplanta) em trés oOrgdos e trés estadios
de desenvolvimento de Bidens pilosa L.

FV GL Quadrados médps
MS %MS/org CLteor CFteor CL+CF %CL CLplanta CFplanta
Tratamento 8 368,46**  1619,47** 0,96%* 4,49%** 22,53 538,44%* 260,92%* 91,71%*
Residuo 18 12,76 27,45 0,37 0,17 0,98 9,45 45,73 9,51
Meédia 7,66 33,33 1,70 0,98 2,68 74,63 10,26 5,90
CV (%) 46,61 15,72 35,98 41,54 36,84 4,12 65,91 59,93

** = Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.



No Quadro 5 mostra-se que o rendimento de 4cido clorogénico e de &cido
café¢ico por planta (CLplanta e CFplanta) ¢ crescente com o avangar do estadio
fenoldgico, sendo antes do florescimento menor que durante que ¢ menor que
depois do florescimento. O teor de acido clorogénico e de 4cido caféico (CLteor,
CFteor e CLACF) ¢ maior nas folhas. Os oOrgdos acumulam mais &cido
clorogénico do que 4acido caféico, independente da fase fenoldgica, com
proporcdo mantida dentro do o6rgdo. O percentual de 4cido clorogénico na soma
de acido clorogénico e acido caféico no orgao (%CL) quantitativamente segue a
ordem na raiz ¢ menor que no caule que ¢ menor que na folha. Nos trés orgdos ha
aumento do rendimento de 4cido clorogénico (CLplanta) e acido caféico por
planta (CFplanta), o que esta relacionado ao aumento da massa seca de cada
orgdo (MS). Esses resultados foram tteis na padronizagdo do estadio reprodutivo
a ser feita a colheita do experimento de plasticidade. Além disso, serviu como
alerta ao estaddio de desenvolvimento da planta a ser usada na infusio ou
decocgdo. As plantas depois do florescimento t€m maior quantidade de &cido
clorogénico e é4cido caf€ico que as de outras fases e produz efeito pronunciado,
caso os efeitos sejam atribuidos a esses componentes. Por outro lado, se a
quantidade a ser utilizada em massa seca for fixa em relagdio ao drgdo vegetal de
interesse (folha, caule ou raiz), hd maior confiabilidade de uso nos trés estadios
pois ¢ mantido o teor de acido clorogénico e de acido caféico por grama de massa
seca (CLteor e CFteor, respectivamente) nas trés fases fenologicas nos trés
orgdos. Dai que a confiabilidade de uso aumenta com a determinagdo do Orgdo
vegetal a ser utilizado e o doseamento terapéutico.

No Quadro 6 ¢ demonstrado que a quantidade de acido clorogénico e de
acido caféico por grama de material ¢ maior nas folhas que ¢ maior que no caule
que ¢ maior que na raizz A maior porcentagem de dcido caféico nas folhas em
relacdo aos outros Orgdos ¢ marcante. J4 a quantidade de 4acido clorogénico nas
folhas ¢ maior quando se considera a mesma massa, entretanto, com o avango das
fases fenologicas, ha aumento considerdvel da massa do caule, como observado
no Quadro 5, o que resulta em maior quantidade desse componente no caule nas

plantas depois do florescimento (Quadro 6). H4 maior concentragdo de &cido
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Quadro 5 - Médias das andlises dos caracteres de massa seca do orgdo (MS), porcentagem de massa seca de cada 6rgdo em relagdo a massa
total da planta na mesma fase fenologica (%MS/org), teor de 4cido clorogénico (CLg), teor de acido caféico (CFg), teor de acido
clorogénico + acido caféico (CL+CF), percentual de acido clorogénico na soma de acido clorogénico e caféico no orgdo (%CL),
rendimento de 4cido clorogénico por planta (CLplanta) e rendimento de 4cido caféico por planta (CFplanta) em trés 6rgdos e trés

estadios de desenvolvimento de Bidens pilosa L.

Orgdo Fase de florescimento MS %MS/org CLteor Cfteor CL+CF %CL CLplanta CFplanta
Antes 3,23B 40,61BC  4,21A 2,85% 7,06A 59,63C 13,70ABC 9,23ABC

Folhas Durante 4,15B 32,14C 3,53A 2,68A 6,21A 57,06C 14,54ABC  10,77AB
Depois 6,48B 13,87D 3,25A 2,24A 5,50A 58,96C 22,28AB 15,06A
Antes 3,77B 47,16B 0,80B 0,29B 1,09B 73,76B 3,10BC 1,14CD

Caule Durante 7,13B 55,40B 1,43B 0,41B 1,84B 77,49B 10,49ABC  3,06BCD
Depois 36,73A 75,75A 0,66B 0,19B 0,85B 77,15B 24,97A 6,66ABCD
Antes 0,97B 12,23D 0,62B 0,06B 0,69B 90,94A 0,60C 0,06D

Raiz Durante 1,62B 12,47D 0,41B 0,05B 0,47B 88,10A 0,72C 0,09D
Depois 4,87B 10,38D 0,39B 0,05B 0,44B 88,56A 1,94C 0,24D

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
As médias de CLteor, CFteor ¢ CL+CF sao em miligrama por grama de matéria seca; as de CLplanta e CFplanta sdo em miligrama por massa seca

total de cada orgdo vegetal.



Quadro 6 - Percentual de 4cido clorogénico e dacido caféico de cada orgdo vegetal, em relagdo a soma desses dois componentes, e
considerando a massa das plantas de Bidens pilosa L. em trés estddios de desenvolvimento. Os dados siao médias de trés
repeti¢oes, cada uma com trés plantas

Por grama de material Por planta
Estadio de Acido Clorogénico (%) Acido Caféico (%) Acido Clorogénico (%) Acido Caféico (%)
florescimento Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz
Antes 74,56 14,30 11,14 88,89 9,13 1,97 78,25 18,25 3,49 88,30 11,11 0,58
Durante 65,89 26,45 7,66 85,28 12,93 1,79 56,71 40,57 2,72 77,47 21,89 0,64
Depois 73,80 16,13 10,08 89,88 7,90 2,23 44,91 50,45 4,64 65,62 33,07 1,30
Média geral 71,42 18,96 9,63 88,02 9,99 2,00 59,96 36,42 3,62 77,13 22,03 0,84




clorogénico nas folhas jovens ou maduras do que no caule em Chrysanthemum
coronarium (CHUDA et al., 1998).

A correlacdo foi calculada entre os caracteres. Nao houve correlagdo entre
massa seca (MS) e o teor de acido clorogénico (CLteor) (-0,1682) e de acido
caféico (CFteor) (-0,1825). O mesmo ocorreu entre porcentagem de massa seca
de cada orgdo sobre a massa total da planta na mesma fase fenologica (%MS/org)
e o teor de 4cido clorogénico (CLteor) (0,0373), o de 4cido caféico (CFteor) (-
0,0322) e o de acido clorogénico + 4&cido caféico (CL+CF) (0,0067). A
correlagdo positiva foi observada entre CLteor x CFteor (0,9783) e o aumento do
acido caféico ha oportunidade de aumento proporcional de acido clorogénico. o

que ja foi relatado por DAO e FRIEDMAN (1992).

4.2. Quantificaciio de acido clorogénico e de acido caféico

A quantificacdo de acido clorogénico e de dacido caféico foi feita a partir
da insercdo dos valores das areas de seus picos nas suas respectivas equacdes de
reta. A equagio de 4cido clorogénico utilizada foi y = 53662x - 82477 (R =
0,9989) ¢ a de 4cido caféico determinada foi y = 99939x - 4000,7 (R* = 0,9996).
A partir desses valores foi feito andlise estatistica e a quantificacdo da
plasticidade fenotipica dos fitofArmacos, considerando-se também a relacdo

desses com a massa seca foliar.

4.3. Analise estatistica e estimadores da plasticidade fenotipica

4.3.1. Analises de variancia

Foram feitas andlises de varidncia conjunta com desdobramento das somas
de quadrado da altitude e da interacdo altitude x gendtipo submetidos a andlise de
variancia individual, contendo as varidveis estudadas nos seis genétipos nas
quatro  altitudes,  analisando  separadamente = cada  estddio  reprodutivo:
florescimento, inicio de  frutificacdo,  frutificacdlo  plena e  senescéncia,
respectivamente Quadros 7, 8, 9 e 10. As andlises conjunta dos genétipos nos

quatro estadios reprodutivos encontram-se no Quadro 11.
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Quadro 7 - Resumo da andlise de varidncia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interacdo altitude x
gendtipo nos genodtipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres teor de acido
clorogénico (CLg), teor de &cido caféico (CFg), massa seca foliar (MF), rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf),
rendimento de d4cido caféico por planta (CFmf) e percentual de 4cido clorogénico na soma de 4cido clorogénico e caf€ico
(%CL) em plantas no estadio reprodutivo de florescimento

FV GL Quadrados médios

CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
Bloco/Altitude 8 2,91%* 0,34* 0,42%* 24,70%* 2,68™ 154,37*
Altitude (A) 3) 30,93%* 1,66%* 12,29%* 144,78** 22,19%* 2918,40**
Genotipos (G) 5 2,34%* 1,51%** 4,32%* 26,10%** 22,39%* 261,98%*
AxG (15) 1,91%* 0,42%* 0,26** 10,90%** 4,56%* 86,39™
A /G210 3 4,16%* 0,52%* 0,53** 5,26™ 0,53™ 1002,92%*
A /G450 3 19,52%* 1,13%* 1,84%%* 60,43** 5,79%* 418,32%*
A/ G475 3 2,04%* 0,64** 3,72%* 23,36%* 15,08** 371,95%*
A/ G675 3 2,01%* 0,12" 3,83%* 26,89%* 10,11%* 405,46**
A /G950 3 8,31%* 1,15%* 1,27%* 63,49%* 10,25%* 577,57**
A/ G1150 3 4,42%* 0,17 2,42%% 19,82%* 3,240 574,12%%*
Residuo 40 0,40 0,13 0,06 3,50 1,29 61,71
Meédia 1,64 1,16 2,70 4,20 3,19 53,09
CV (%) 38,80 31,07 9,27 44,56 35,49 14,80

* ¢ ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.
CLge CFg valores em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf e CFmf em miligrama por massa seca total das folhas.



Quadro 8 - Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interagcdo altitude x
gendtipo nos genotipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres teor de acido
clorogénico (CLg), teor de &cido caféico (CFg), massa seca foliar (MF), rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf),
rendimento de &cido caféico por planta (CFmf) e percentual de acido clorogénico na soma de 4cido clorogénico e caféico
(%CL) em plantas no estadio reprodutivo de inicio de frutificagdo

FV GL Quadrados médios

CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
Bloco/Altitude 8 1,35%* 0,43™ 0,31% 18,40** 4,58™ 86,39*
Altitude (A) 3) 14,44%* 6,23%* 10,57** 85,03** 145,67** 807,24**
Genotipos (G) 5 9,91** 18,27%* 2,36%* 02,44** 169,67** 215,04%*
AxG (15) 1,42%%* 2,49%* 0,86** 15,19%* 31,67** 59,50™
A /G210 3 1,42%%* 0,88™ 0,97** 521" 3,43™ 108,94*
A /G450 3 5,54%%* 1,56* 1,15%* 26,60** 10,94 199,81%*
A/ G475 3 1,86** 2,46%* 3,54%* 11,99* 52,11%** 178,92%*
A/ G675 3 8,72%* 0,71 1,92%%* 22,37%* 13,24™ 308,78**
A /G950 3 2,21%* 0,44™ 6,47** 71,82%%* 41,47** 84,11™
A/ G1150 3 1,77%* 12,65%* 0,81%* 22,98%* 182,81%* 224,19%*
Residuo 40 0,30 0,39 0,12 3,16 4,88 35,23
Meédia 2,25 2,51 2,71 6,13 7,06 46,93
CV (%) 24,36 24,77 12,79 29,02 31,31 12,65

* ¢ ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.
CLg e CFg valores em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf e CFmf em miligrama por massa seca total das folhas.



Quadro 9 - Resumo da analise de varidncia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interacdo altitude x
gendtipo nos gendtipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres teor de acido
clorogénico (CLg), teor de &cido caféico (CFg), massa seca foliar (MF), rendimento de &cido clorogénico por planta (CLmf),
rendimento de 4cido caféico por planta (CFmf) e percentual de &cido clorogénico na soma de acido clorogénico e caféico (%CL)
em plantas no estadio reprodutivo de frutificacdo plena

FV GL Quadrados médios

CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
Bloco/Altitude 8 0,21™ 1,73% 0,09™ 0,75" 8,40%* 158,53%%*
Altitude (A) 3) 2,73%* 10,78%* 3,73%* 11,69%* 78,57** 657,65%*
Genotipos (G) 5 0,46* 3,75%* 0,23" 2,17%* 10,32%* 345,14%*
AxG (15) 0,31™ 2,51%* 0,25% 1,32* 9,20%* 87,94**
A/ G210 3 0,16"™ 1,21™ 0,32* 0,64™ 3,63" 18,86™
A /G450 3 0,69* 1,49™ 0,93%* 3,55%* 8,62%* 110,17*
A/ G475 3 0,52%* 3,73%* 1,78%* 3,08%* 37,04%* 383,55%*
A/ G675 3 2,10%* 2,41%* 0,11"™ 6,73%** 7,96* 171,71%*
A /G950 3 0,47" 4,77** 1,41%* 1,86* 18,79%* 255,08%*
A/GI1150 3 0,35™ 9,71%* 0,40%* 2,40%* 48,54** 157,96%*
Residuo 40 0,18 0,58 0,10 0,53 2,78 28,18
Meédia 1,18 2,33 1,52 1,83 3,71 35,90
CV (%) 36,38 32,74 21,03 39,65 44,93 14,78

* ¢ ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.
CLg e CFg valores em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf e CFmf em miligrama por massa seca total das folhas.



Quadro 10- Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interacdo altitude x
genodtipo nos genotipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. nas quatro altitudes, dos caracteres teor de acido
clorogénico (CLg), teor de acido caféico (CFg), massa seca foliar (MF), rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf),
rendimento de 4acido caféico por planta (CFmf) e percentual de &cido clorogénico na soma de é&cido clorogénico e caféico

(%CL) em plantas no estadio reprodutivo de senescéncia

FV GL Quadrados médios

CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
Bloco/Altitude 8 0,41™ 0,96%* 0,06™ 0,73" 1,44 65,27
Altitude (A) 3) 1,26* 7,17%* 2,03%* 5,39%* 18,03** 2434, 45%*
Genotipos (G) 5 1,35%* 0,67* 0,32%* 2,54%%* 2,00™ 826,65%*
AxG (15) 0,42™ 1,27%* 0,08™ 0,81™ 1,49™ 211,41%*
A /G210 3 0,10™ 0,92%* 0,16"™ 0,14™ 0,81™ 92,58™
A /G450 3 1,46%* 2,51%* 0,26** 0,72™ 3,31% 230,69*
A/ G475 3 0,44™ 1,98%* 0,26** 2,12% 3,78%* 761,17**
A/ G675 3 0,59 1,92%* 0,40%* 1,72* 3,27*% 503,64**
A /G950 3 0,57™ 2,60%* 0,87*%* 3,26%* 7,45%* 976,48**
A/ G1150 3 0,22™ 3,57** 0,49%* 1,47" 6,83%* 926,94**
Residuo 40 0,33 0,22 0,06 0,52 0,87 66,76
Média 1,13 1,70 1,09 1,32 1,85 41,18
CV (%) 50,95 27,75 21,60 54,53 50,41 19,84

* ¢ ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.

CLg e CFg valores em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf e CFmf em miligrama por massa seca total das folhas.



Quadro 11- Resumo da andlise de varidncia conjunta dos caracteres teor de acido clorogénico (CLg), teor de 4cido caféico (CFg), massa
seca foliar (MF), rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf), rendimento de &cido caféico por planta (CFmf) e
percentual de 4acido clorogénico na soma de 4cido clorogénico e caféico (%CL) nos seis genotipos de Bidens pilosa L.
crescidos em quatro altitudes e colhidos em quatro estadios reprodutivos

FV GL Quadrados médios

CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
Bloco/Altitude 8 2,80%* 1,50%* 0,22%* 24,66%* 7,28%* 236,61%*
Altitude (A) 3 28,51%** 6,19%* 17,14%* 127,82%* 113,57** 4419,35%*
Genotipo (G) 5 7,79%* 14,54%* 5,19%* 70,83%* 117,78** 914,16**
Estadio (E) 3 19,32%* 27,36** 48,87** 357,21%%* 352,70%* 3947,98%*
AxG 15 0,90%* 2,88%* 0,46** 9,34%* 19,87** 112,47**
AXE 9 6,95%* 6,55%* 3,82%* 39,69%** 50,30%* 799.,46%**
GxE 15 2,09%** 3,22%* 0,68** 17,47*%* 28,87** 244 88**
AxGxE 45 1,05%* 1,27%* 0,33%* 6,29%* 9,01%* 110,92%*
Residuo 184 0,36 0,37 0,10 2,54 2,56 51,62
Meédia 1,55 1,93 2,01 3,37 3,95 44,28
CV (%) 38,53 31,70 15,97 47,32 40,48 16,23

* e ** = Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Valores de CLg, CFg e CLCFg em miligrama por de matéria seca; de MF, em gramas e de CLmf ¢ CFmf, em miligrama por massa seca total das
folhas.



Na maioria dos caracteres morfométricos os quadrados médios da
interagdo altitude x gendtipo foram significativos, demonstrando que a resposta
plastica foi diferente entre os genétipos de Bidens pilosa nas altitudes e nos
quatro estadios reprodutivos. Nesses quadros observa-se no percentual de &cido
clorogénico na soma de &cido clorogénico e caféico (%CL) os menores valores
de coeficiente de variagao (CV %).

Valores significativos em todas as varidveis foram observados no gendtipo
475 no florescimento, inicio de frutificacdo e frutificagdo plena (Quadros 7, 8 e
9), nos gendtipos 450 e 950 apenas no florescimento (Quadro 7) e no genotipo
1150, em inicio de frutificacao (Quadro 8).

Considerando cada gendtipo individualmente, as andlises de varidncias
mostram que ha diferengas  significativas entre as altitudes dentro de cada
gendtipo, em todos os gendtipos e em todas as altitudes.

No Quadro 7 estdo as analises referentes ao estddio de florescimento.
Interessante notar que na varidvel %CL a interacdo altitude X gendtipo ndo foi
significativa, porém foi significativa na andlise individual por gendtipo o que
demonstra que as variagdes entre os genotipos sdo semelhantes em resposta
plastica devido aaltitude.

No estadio de inicio de frutificacdo os resultados das analises individuais
(Quadro 8) tiveram a maioria dos quadrados médios significativos € nota-se que
as variaveis teor de d4cido clorogénico (CLg) e massa seca folar (MF) foram
significativas em todos os genotipos, significando que cada gendtipo respondia
de maneira particular em cada altitude.

A  maioria dos quadrados médios das caracteristicas teve valores
significativos no estddio de frutificagdo plena, sendo que no gendtipo 210 apenas
a varidvel massa seca foliar (MF) foi significativa (Quadro 9).

No estadio de senescéncia (Quadro 10), a maioria dos caracteres avaliados
ttm quadrados médios significativos, sendo o teor de acido caféico (CFg)
significativo em  todos os  gendtipos, indicando  plasticidade  fenotipica
relacionada s altitudes.

A andlise de varidncia dos gendtipos em todas as altitudes (Quadro 11)

revela que houve diferencas significativas, a 1% de probabilidade, entre
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gendtipos e entre altitudes. A interacdo gendtipo x altitude, também significativas
a 1% de probabilidade, indica que os efeitos dos fatores gendtipo e altitude ndo
explicam toda a variacdo encontrada na producdo de 4cido clorogénico e d4cido
café¢ico demonstrando que a resposta da plasticidade fenotipica foi diferente entre
os gendtipos. Os valores significativos observados na interagdo genétipo X
estadio reprodutivo demonstram que a resposta da plasticidade fenotipica foi

diferente entre os gen6tipos em relagdo aos estadios reprodutivos.

4.3.2. Magnitudes da plasticidade fenotipica

A interacdo dos genotipos individuais com as altitudes foi significativa,
demonstrando que os gendtipos t€m plasticidade fenotipica nas caracteristicas. A
andlise quantitativa da resposta plastica da magnitude foi avaliada pelo
coeficiente de variagio ambiental (CVa) e indice de determinacdo ambiental
(Ia’).

No Quadro 12, estio os valores do coeficiente de variagdo ambiental
(CVa) e no Quadro 13, o indice de determinacio ambiental (Ia"), indicando as
magnitudes da plasticidade fenotipica das caracteristicas observadas nos quatro
estadios reprodutivos.

Adotando a classificacdo das magnitudes de plasticidade citada por
SCHLICHTING e LEVIN (1984) (CVa > 20% alta, 10-20% média ¢ < 10%
baixa), foi observado que, em média, as caracteristicas t€m altas magnitudes de
plasticidade, CVa = 4447 (Quadro 12). Em média, o menor coeficiente de
variacdo ambiental (CVa) foi observado no percentual de &cido clorogénico na
soma de &cido clorogénico e caféico (%CL) e o maior foi no rendimento de acido
clorogénico por massa seca foliar da planta (CLmf), respectivamente, 23,50 e
59,02.

Os valores dos indices de determinacio ambiental (Ia¥) demonstraram que
a variagdo total atribuida aos efeitos ambientais (altitude) foi alta nos gendtipos,
média de 0,7603 (Quadro 13). Em média, os caracteres tiveram la’ altos, com o
maior valor observado na caracteristica massa seca foliar (MF) e o menor na

caracteristica teor de acido clorogénico (CLg), respectivamente 0,8549 e 0,6956.
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Quadro 12 - Estimativas dos coeficientes de variagdo ambiental (CVa) dos

fitofarmacos de extratos foliares nos estddios reprodutivos  de
florescimento (FL), inicio de fiutificacdo (IF), frutificacdo plena (FP)
e senescéncia (SE) de seis gendtipos de Bidens pilosa L. cultivados
em quatro altitudes

Caracteristicas
Estadios Genotipos | CLg  CFg MF CLmf CFmf  %CL | Média
210 113,69 6626 2642 9389 4830 31,60 | 63,36
450 11494 5982 31,36 9444 5741 20,02 | 63,00
FL 475 61,33 3899 3783 7292 63,66 22,66 | 49,57
675 56,30 1939 3432 6283 51,72 21,33 | 40,98
950 83,00 42,11 2222 8234 4481 2792 | 5040
1150 6845 14,76 3048 53,15 22,19 2861 | 36,27
210 120,44 9095 29,68 118,49 91,71 1343 | 7745
450 60,67 38,65 2228 50,02 3724 1550 | 37,39
IF 475 38,05 32,20 37,19 3494 5094 17,80 | 35,19
675 55,53 1830 2453 30,03 2477 19,80 | 28,83
950 33,35 13,72 5589 72,05 53554 11,24 | 39,96
1150 2599 4733 1890 34,11 62,76 2042 | 3492
210 2621 31,32 2577 3985 41,56 8,07 | 28,80
450 41,51 39,12 3483 5851 56,75 1504 | 40,96
FP 475 3745 5258 4853 56,70 9149 2933 | 52,68
675 5893 4382 11,70 6236 46,68 17,59 | 40,18
950 35,64 4625 4443 4786 6234 29,58 | 44735
1150 2459 5477 2480 4189 76,10 23,18 | 40,89
210 3446 3577 30,18 47,62 4400 21,50 | 3559
450 47,75 56,83 2587 3040 5798 18,15 | 39,50
SE 475 26,55 4135 2526 4826 4859 3538 | 37,56
675 37,72 5740 2926 51,14 6248 2724 | 4421
950 3997 55,59 48,08 7754 8354 4437 | 58,18
1150 2470 5494 36,19 5518 67,72 4430 | 47,17
Média 5280 4384 31,50 59,02 56,18 2350 | 44,47
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Quadro 13 - Estimativas dos indices de determinacdo ambiental (Iaz) dos

fitofarmacos de extratos foliares nos estddios reprodutivos  de
florescimento (FL), inicio de fiutificacdo (IF), frutificacdo plena (FP)
e senescéncia (SE) de seis gendtipos de Bidens pilosa L. cultivados

em quatro altitudes
Caracteristicas
Estadios Genotipos | CLg  CFg MF CLmf CFmf  %CL | Média
210 0,9453 0,9621 0,9238 0,9072 0,8495 10,8947 | 0,9138
450 0,9556 0,9655 0,9410 0,9432 0,9885 0,8299 | 0,9373
FL 475 0,5616 0,4023 0,9899 04978 0,7760 0,6575 | 0,6475
675 0,6050 - 0,9338 0,7094 0,8013 0,8658 | 0,7831
950 0,7582 0,7820 0,8812 0,7255 0,8272 09157 | 0,8150
1150 |0,9676 0,2850 0,9427 0,9351 0,4432 0,9031 | 0,7461
210 0,9407 0,8969 10,8702 09279 0,8749 0,5785 | 0,8482
450 0,9301 0,9040 0,9367 0,8703 0,8783 0,8975 | 0,9028
IF 475 0,8616 0,8041 0,9456 0,6676 0,9397 0,5373 | 0,7926
675 0,8939 0,2588 10,9657 0,6001 04825 0,9520 | 0,6922
950 0,6326 - 0,9626 0,8159 0,8382 0,0975 | 0,6693
1150 |0,7853 0,9554 0,7409 0,8152 0,9425 0,8991 | 0,8564
210 0,5107 0,6067 0,7801 0,6737 0,7297 0,1607 | 0,5769
450 0,6786 0,4253 0,9535 0,8524 04796 0,6291 | 0,6697
FP 475 0,3752 0,5772 09258 0,7375 0,7519 0,7888 | 0,6927
675 0,8599 0,3977 0,0494 0,8484 0,3153 0,4715 | 0,4903
950 0,9100 0,9697 0,8792 09153 0,9621 0,8935 | 0,9216
1150 |0,5136 0,9854 0,8095 0,7200 0,9696 0,7228 | 0,7868
210 0,5156 0,8482 0,8167 0,4945 09011 0,4255 | 0,6669
450 0,1149 0,8387 0,8635 - 0,7084 0,7522 | 0,6555
SE 475 0,5758 0,6784 0,9272 0,7395 0,6524 0,8411 | 0,7357
675 0,5924 0,9412 0,8626 0,8212 09219 0,8811 | 0,8367
950 0,5902 0,8590 0,9629 0,8352 0,8070 0,9546 | 0,8348
1150 ]0,6193 0,8869 0,6522 0,8159 0,7469 09314 | 0,7754
Média 0,6956 0,7378 0,8549 0,7769 0,7745 0,7284 | 0,7603
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Os valores negativos de Ia° dos gendtipos 450 (na senescéncia), 675 (no
florescimento) ¢ 950 (no inicio da frutificagdo) foram desconsiderados. O maior
valor, a8 = 0,9899, foi observado no gendtipo 475 (no florescimento) na

caracteristica de massa seca foliar (MF).

44. Caracteristicas avaliadas, respostas em magnitude e padriao de
plasticidade

4.4.1. Teor de acido clorogénico por grama de massa seca de folha (CLg)

O teor de é&cido clorogénico em miligrama por grama de massa foliar
(CLg) apresentou, nas andlises individuais (Quadro 7, 8, 9 e 10), quadrados
médios  significativos no conjunto dos  gendtipos nos quatro  estadios
reprodutivos. Essas diferencas foram, principalmente, entre genétipos, pois na
senescéncia os  gendtipos tiveram resposta ndo significativa e o conjunto
apresentou  valor  significativo (Quadro 10). Os valores ndo significativos
observados nos quatro estddios reprodutivos podem relacionar-se ao alto valor do
coeficiente de variagdo observado nessa variavel (de 24,36 a 50,95) (Quadro 7, 8,
9¢10).

No Quadro 12 encontramrse coeficientes de variagdo ambiental (CVa)
altos, variando de 24,59 a 12044, com média de 52,80, que indicam
variabilidade na plasticidade fenotipica dessa caracteristica.

Os valores dos indices de determinagdo ambiental ([az) foram, em média,
altos (0,6956) e variando entre os estddios reprodutivos. Os maiores valores
foram observados no florescimento e inicio da frutificagdo € os menores, na
senescéncia (Quadro 13).

No Quadro 14, observa-se que o teor de &cido clorogénico por grama de
massa foliar teve padrio de plasticidade semelhante no florescimento e inicio da
frutificacdo, porém divergentes em plena frutificagdo e senescente. Isso indica
que as altitudes influenciam continuamente na plasticidade dos fitofarmacos e,
apos o florescimento (plena fiutificagdo e senescente), as alternativas individuais
de producdo desses componentes tomam direcio e sentido de respostas

divergentes.
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Quadro 14 - Matrizes contendo os coeficientes de correlagdo de Pearson dos caracteres teor de 4cido clorogénico (CLg), teor de &cido
caféico (CFg), massa seca foliar (MF), rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf), rendimento de acido caféico por
planta (CFmf) e percentual de 4cido clorogénico na soma de 4cido clorogénico e caféico (%CL) dos seis gendtipos de Bidens
pilosa L., cultivados nas altitudes de 198, 479, 739 e 962 m e analisados nos quatro estadios reprodutivos

Caréater CLg
Florescimento Inicio da frutificacdo Frutificagdo plena Senescéncia
Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,886 03801 04636 0,505 0,860 0,804 0,688 0,774 04610 0,1611 00876 03291 - - 0,591 - 0,543 0,0689 04774 04941

IFmomogk 7 R gE 7R mmomm o o] 0101 3F 05 4% e m

ns

450 0,678 0,762 0,789 0942 0977 0942 0,687 02729 04817 04300 0,616 0,0917 - - 0,2365 -
7* 2% 9* 3* 9% 0* 5* s s s 8* s 0006 00316 ™ 01921
475 0,855 0941 0,723 0916 0,655 03076 0,545 02626 0,533 0,745 04215 04710
4* 0* 7* 1* 8* ns 7* ns 2* 2* ns ns
675 0947 0,709 0,661 0,0616 0,703 0,3381 0,0753 0,0729
0* 6* 8* ns 6* ns ns ns
950 0,798 0,2206 0,3356 0,557
6* ns ns 3*
Carater CFg
Florescimento Inicio da frutificagdo Frutificaco plena Senescéncia

Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150

210 03326 0,1460 - 02259 03159 0498 03912 03544 0,1772 - 0,0254 - - 0,0425 - - - -
s I 03 )V T s s s 02934 01119 ™ 0189 04328 ™ 02293 0497 04048 02439 03072

450 0,280 0,1377 0,725 0,1234 0,718 0,626 0,0064 02608 0,700 0,687 0,703 0,1618 0,657 0,751 0,626 0,715
ns ns 3* ns 8* 9* ns ns 3* 7* 1* ns 3* 7* 8* 2*
475 03643 0,805 00112 0,532 0,1296 0,4859 0,741 04827 0,575 04633 0,608 0,638

ns 6* ns 4* ns ns 2* ns 3* ns 2* 8*



675 04139 - - 0,2162 0,640 0,1067 0,662 0,592
03950 005 ™ 1* s 7* 4%

950 0,0831 - 0,1911 0,870
ns O ,4927 ns 2*

Carater MF
Florescimento Inicio da frutificag@o Frutificac@o plena Senescéncia

Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150

210 0818 0908 0,837 0,858 0,872 0,564 0494 04220 0,6050 0,0238 0,541 03990 02300 0,751 03667 0,646 0,640 0,580 0,643 0,496
1* 8* 8* 1* 1* 2* 5* ns % ns 4* ns ns 2* ns 6* 7* 6* 0* 0*

450 0,935 0915 0,866 0968 0,702 0594 0817 04162 0,592 03780 0,685 0,702 0,813 0,786 0,731 0,698

475 0,867 0901 0934 0919 0,691 0,600 0,1894 0,652 0,616 0,676 0,763 0,527
0* 6* I* I* 8* 0* s o* 5% 2% I* I*

675 0,820 0,920 0,553 0473 0444 0,571 0,773 0,594
7* 8* 7* 7* 5% 6* 8* 2%

950 0,887 0,458 0,724 0,674

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.
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Quadro 14- Cont.
Carater CLmf
Florescimento Inicio da frutificagdo Frutificacdo plena Senescéncia
Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 @ 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,711 0,059 0,1509 03716 0,721 0,722 0,385 0,652 0,1564 - 0,1985 03185 - 0,2989 049%5 - 0,684 04296 0,562 03553
1* ns ns ns 8* 5* ns 1* ns 0,1958 ns ns 0’1504 ns ns 0,0452 1* ns O* ns
450 0,546 0,665 0,790 0,827 0644 00862 0,577 0,1420 0,682 0,568 0,579 04424 0,0434 0,0220 0,0149 0,0163
3* 5* 9* 6* 9* 5* 9* ns 3* 4* 8* ns ns ns ns ns
475 0,854 0,923 0,596 0,592 0,865 0,606 04381 0,564 04858 0,772 0,585 03136
6* 5% 8* 1* 3* 9% s 1* s 9* 4% ns
675 0,898 0,656 0,546 0,1060 04606 02704 04197 0,2789
0* % 5% ns ns ns ns ns
950 0,795 0,614 0,837 0,852
Carater CFmf
Florescimento Inicio da frutificac@o Frutificagdo plena Senescéncia
Genstipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 - - - - - 03702 - - 0,0492 - 0,1963 02695 - 0,0664 0,1736 00432 - 0,1120 0,3859 0,2238
02624 0332 04936 0277 04063 ™ 00921 Qo003 ™ 0335 ™ s 01341 ™ s ns 00709 "¢ s ns
450 0,517 04316 0,773 - 0,581 04667 04007 03790 0,837 0,695 0,734 04377 0,501 0,749 04867 0,714
8* ns 9% 01375 9% ns ns ns 4% 2% 3% ns 8* 3* ns 7*
475 0,607 0,853 02257 0,581 0,781 0,589 0582 0,853 0,603 04486 0,780 0,3204
0* 0* ns 6* 3% 4% 4% 0* 6* ns 7* ns
675 0,524 02151 0,3407 0,543 04610 0,1157 0,632 0,638
9* ns ns 2* ns ns O* 3*



950 0,0573 0,2998 0,802 04666
ns ns 2* ns
Carater %CL
Florescimento Inicio da frutificagdo Frutificagdo plena Senescéncia
Genstipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 04787 03860 0,735 0,736 0,690 0,628 02370 0,631 0,1180 04089 - - - - - - - 0,0149 - -
ns ns 8* 7* 4% 2% ns 1* ns ns 02429 03327 00240 02497 01929 0109% 0032 " 03101 00625
450 0,838 0,774 0,777 0,674 04652 0,816 0,501 0,851 0,719 0,739 0,707 0,513 04908 0,610 0,569 0,617
475 0,638 0,803 0,586 0,629 0,1536 0,613 0,775 00813 0,555 0,863 0,630 0,693
6* 7* 4% 5% s 7* 4% o* 5% 9* 0* 6*
675 0,837 0,691 0,2484 0,752 0,783 0,522 0,671 0,892
4* 6* ns 5* 1 * 3 % 6* 8*
950 0,857 03723 0,711 0,805
7* ns 8* 0*

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.
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No inicio da frutificagdo (Quadro 14), o padrdo de resposta do genotipo
1150 foi divergente dos demais. Ainda nesse quadro, observa-se que nos quatro
estadios reprodutivos, os menores valores foram os das correlagdes do genotipo

210, tendo valores negativos nas plantas com plena frutificagdo e senescente.

4.4.2. Teor de acido caféico por grama de massa foliar (CFg)

Nos Quadro 7, 8, 9 e 10, encontramrse valores significativos do teor de
acido caféico em miligrama por grama de massa foliar (CFg) nas quatro altitudes
considerando o conjunto dos gendtipos e efeito ndo significativo na interagdo
entre gendtipos individuais x altitudes, como foi observado, por exemplo, a
interagdo ndo significativa entre o gendtipo 475 x altitude, no florescimento, na
plena frutificagio e em senescéncia, € na interagdo gendtipo 675 x altitudes, no
florescimento, no inicio da frutificagdo e na plena frutificagdo.

Foi alta a magnitude de plasticidade fenotipica estimada pelos coeficientes
de variagdo ambiental (CVa) em todos os gendtipos (CVa > 20), com valor
médio de 43,84 (Quadro 12). O menor ¢ o maior valor de CVa foram
determinados na mesmo estddio reprodutivo (inicio da  frutificagdo) nos
gendtipos 950 e 210, respectivamente, 13,72 e 90,95.

O indice de determinagio ambiental (Ia®) teve valores positivos e
negativos. Esse indice quantifica quanto da resposta observada foi devido a
altitude. Os valores menores € os negativos indicam que as diferencas observadas
foram devido ao genétipo e, no Quadro 13, foram observados principalmente no
florescimento e inicio da frutificacdo. Esse fato indica que a expressio da
plasticidade dos fitofsrmacos pode variar no espago (altitude) e no tempo
(estddio reprodutivo). Os valores médios de la* foram de 0,7378 ¢ indicaram que
73,78% da variagdo observada deveram-se aaltitude de cultivo.

Quanto ao teor de dacido caféico por grama de massa foliar (CFg), os
valores de padrio de plasticidade foram pequenos e negativos (Quadro 14). Essa
caracteristica ndo apresentou grandes semelhancas entre gendtipos, entretanto, na

senescéncia ha tendéncia de respostas mais similares. O genotipo 210 foi
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divergente aos demais genoétipos, indicando que suas respostas podem se dever

mais ainfluéncia genética do que aambiental.

4.4.3. Massa seca foliar (MF)

Quanto a massa seca foliar (MF) os valores dos quadrados médios das
altitudes em todos os gendtipos foram significativos, exceto no genotipo 675
(frutificacdo plena) e 1150 (no inicio da frutificacdo e senescente) (Quadros 7, 8,
9 e 10). Observa-se a tendéncia de aumento do coeficiente de variagdo e
diminuicdo das médias no decorrer dos estddios reprodutivos. As diferencas
significativas na massa seca foliar indicam plasticidade dos gendtipos quando
submetidos a varia¢oes de altitude.

A  magnitude da plasticidade fenotipica, estimada pelo coeficiente de
variagdo ambiental (CVa) e pelo indice de determinagdo ambiental (Iaz), foi alta.
O valor médio de CVa foi 31,50 e de Ia” foi 0,8549 (Quadros 12 e 13,
respectivamente). A parte da variagdo total devido ao efeito da altitude ¢ alta,
entretanto, no genotipo 675 (plena frutificagdo) houve baixa variagdo, [ =
0,0494 (Quadro 13), e por isso os valores foram ndo significativos na andlise de
variancia, na frutificacdo plena (Quadro 9).

No Quadro 14 estio as estimativas de padrdo de plasticidade, com

genotipos alternando entre similaridade e divergéncia.

4.4.4. Rendimento de acido clorogénico nas folhas (CLmf)

O rendimento de 4cido clorogénico nas folhas (CLmf) foi estimado pela
multiplicacao do teor de acido clorogénico, em cada grama, pela massa seca
foliar. Considerando os gendtipos em conjunto houve valores significativos em
todos os estadios reprodutivos, no entanto, o efeito ndo significativo foi
observado quando considerou, individualmente, a interacdo gendtipo x altitude, e
todos os genotipos em pelo menos um estadio reprodutivo e no gendtipo 475 em

todos os estadios reprodutivos (Quadros 7, 8, 9 e 10). Isso real¢a a diferenga de
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resposta dos fitofarmacos de cada gendtipo, mas, pode estar relacionado também
ao valor alto de coeficiente de variagdo nas quatro altitudes (29,02 a 54,53).

Alta magnitude de plasticidade fenotipica foi estimada pelos coeficientes
de variagdo ambiental (CVa) em todos os gendtipos (CVa > 20), com valor
médio de 59,02 (Quadro 12). No inicio da fiutificagdo foram detectados o menor
e o maior valor de CVa. O menor CVa foi o do genétipo 675 (CVa 30,03) e o
maior o do gendtipo 210 (CVa 118,49).

O indice de determinacdo ambiental (Iaz) representa quanto da variacdo foi
devido ao efeito ambiental, sendo estimado que, em média, cerca de 78% da
variagdo deveu-se a altitude (Quadro 13). Valores de la’> foram positivos €
negativos, os negativos € pequenos indicam que as diferencas devem-se ao
gendtipo e os positivos ¢ elevados ao ambiente. Interessante notar que a
plasticidade do gendtipo 450, com o maior valor de Ia (0,9432) e o valor
negativo, respectivamente no florescimento e na senescéncia. Este fato enfatiza
que a plasticidade dos fitofirmacos variou no espago (altitude) e no tempo
(estadio reprodutivo).

Padrdo de plasticidade semelhante foi observado entre os genotipos 950 e
1150, nos quatro estadios reprodutivos (Quadro 14). Nos demais genotipos o0s
comportamentos foram variaveis, sendo observado sentido divergente (valores
negativos) nos pares formados com o gendtipo 210, o que indica que o genotipo

210 responde com padrao divergente amesma influéncia ambiental.

4.4.5. Rendimento de acido caféico nas folhas (CFmf)

Os valores de rendimento de 4cido caféico nas folhas foram significativos
no florescimento, inicio da frutificagdo e plena frutificacdo, nas quatro altitudes,
considerando o conjunto dos gendtipos (Quadro 7, 8, 9 e 10). Na senescéncia foi
observado efeito ndo significativo na interagdo entre o conjunto dos genotipos
com as altitudes, mas, valores significativos foram observados nos genétipos
210, 675 e 950. O que pode ter ocorrido ¢ que o alto valor do coeficiente de

variagdo interferiu na andlise, além disso, as respostas semelhantes dos gendtipos
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na senescéncia podem ser devido ao mesmo padrdo de comportamento entre os
genotipos nas quatro altitudes.

A  magnitude da plasticidade fenotipica estimada pelo coeficiente de
variagdo ambiental (CVa) foi alta nos genotipos (CVa > 20), com valor médio de
56,18 (Quadro 12). A maior magnitude foi observada no inicio da frutificagdo no
gendtipo obtido na menor altitude (genotipo 210, CVa 91,71) e a menor no
florescimento no gendtipo obtido na maior altitude (genétipo 1150, CVa 22,19).

Os valores do coeficiente de determinagdo ambiental (Iaz) foram positivos
e variou de 09885 (gendtipo 450, florescimento), até 03153 (genodtipo 675,
frutificacdo plena) (Quadro 13). Em média, 77,45% da variagdo foram devido a
altitude.

O rendimento de acido caféico na massa foliar (CFmf) apresentou padrao
de plasticidade com valores de correlagdes pequenos e negativos no genotipo 210
(Quadro 14). Nos quatro estadios reprodutivos foram observados padrdes de
resposta semelhantes entre os genotipos 475 e 950. Nessa caracteristica ndo
houve grandes semelhancas entre genotipos, entretanto, na senescéncia ha
tendéncia de respostas mais similares. Essa semelhanga na senescéncia evidencia
os valores ndo significativos observados na interacdo entre o conjunto dos

gendtipos com as altitudes (Quadro 10).

4.4.6. Percentual de acido clorogénico na soma de acido clorogénico e caféico
(%CL)

O percentual de 4cido clorogénico na soma de 4cido clorogénico e 4cido
caféico serviu a verificacgdo da plasticidade fenotipica entre esses fitofarmacos.
Nesse percentual os valores dos quadrados médios das altitudes no conjunto dos
genotipos  foram  significativos.  Valores  significativos foram  observados na
maioria  dos  gendtipos  individuais,  principalmente no  florescimento e
senescéncia. Foram ndo significativos os percentuais nos gendtipos 210 (no
inicio da frutificagdo, plena fiutificagdo e senescente), 450 (frutificacdo plena),
475 (mo florescimento e inicio da fiutificagdo), 675 (frutificagdo plena), 950
(inicio da frutificagdo) e 1150 (frutificacdo plena) (Quadros 7, 8, 9 e 10).
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A plasticidade dos genotipos frente & altitudes de cultivo foi estimada, em
magnitude, pelo coeficiente de variaghio ambiental (CVa) e indice de
determinagio ambiental (Ia’). A média de CVa foi de 23,50 que, segundo a
classificaggo de SCHLICHTING e LEVIN (1984), ¢é considerada de alta
magnitude (CVa > 20). O menor CVa foi do gendtipo coletado na menor altitude,
gendtipo 210, na frutificacdo plena (CVa 8,07) e os maiores valores foram dos
gendtipos coletados nas maiores altitudes, gendtipo 950 (CVa 4437) e 1150
(CVa 44.30) no estadio de senescéncia (Quadro 12). Foram estimados valores de
Ia’ desde baixos (0,1607) a altos (0,9546), com a média de 0,7284 (Quadro 13).

O padrdo de plasticidade foi divergente nos pares formados com o
gendtipo 210, com valores negativos mas altitudes, no inicio da frutificacdo e
plena frutificacio (Quadro 14). A variagdo observada nos genotipos indica
padrdes de respostas diferenciadas em cada estadio reprodutivo.

Como estes dois compostos pertencem a mesma via metabolica e o acido
caféico ¢ o precursor do 4acido clorogénico (DAO e FRIEDMAN, 1992) a
interdependéncia entre o 4acido clorogénico ¢ o 4acido caféico fica evidente devido
aos baixos valores de coeficiente de variagdo observados nos Quadros 7, 8, 9 e

10.

4.5. Coeficiente de coincidé ncia (CCo)

Devido &  caracteristicas varlarem ao longo do  crescimento e
desenvolvimento ~ vegetal, a coincidéncia pode variar entre as fases de
desenvolvimento, ou seja, entre os estadios reprodutivos. A quantificagdo dessas
coincidéncias foi baseada nas médias das caracteristicas encontradas nos Quadros
15, 16, 17 e 18, nos quais os retangulos delimitam as maiores ou menores médias
que coincidem os gendtipos € suas respectivas altitudes de origem. Por essas
coincidéncias estimou-se o CCo (Quadro 19).

A adaptacdo dos genétipos & altitudes onde foi coletado foi medida pelo
CCo e varia de 0 a 100%. A coincidéncia entre os genotipos e respectivas
altitudes de origem foi, em média, de 45,14% (Quadro 19), evidenciando-se
adaptacdo intermediaria (CCo entre 25 e 75%).
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Quadro 15- Médias dos caracteres teor de dacido clorogénico (CLg), teor de &cido caféico (CFg), massa seca foliar (MF),
rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf), rendimento de &cido caféico por planta (CFmf) e percentual de
acido clorogénico na soma de acido clorogénico e caféico (%CL), no estddio de florescimento dos seis gendtipos de

Bidens pilosa L. cultivados nas altitudes de 198, 479, 739 e 962 m

Genotipo Altitude ClLg CFg MF CLmf CFmf %CL
198 | 0,40B | 0,35B 1,79A 0,71B 0,63AB 55,81AB
210 479 0,43B 0,20B 2,08A 0,90B 0,42B 68,36A
739 0,52B 1,05A 1,26B 0,64B 1,33A 32,99B
962 2,80A 091A 1,22B 3,39A 1,10AB 74,29A
198 037B 0,34C 2,70AB 0,99B 0,90C 52,59B
450 479 1,67B 1,12B | 3,52A | 5,55B | 3.87A |  5567AB
739 0,87B 0,84BC 1,94BC 1,69B 1,63B 51,23B
962 5,96A 1,81A 1,83C 10,78A 3,28A 76,48A
198 0,39A 0,53A 3,46B 1,37A 1,81B 45,57A
475 479 1,83A | 1,60A | 426A | 7,61A | 6,80A | 47,92A
739 095A 1,34A 2,18C 2,14A 2,99AB 38,38A
962 221A 1,28A 1,88C 4,18A 2,48AB 64,69A
198 0,96A 0,99A 3,53AB 342A 3,57AB 52,09AB
675 479 1,90A 1,33A 4,79A 8,29A 6,12A 55,09AB
739 | 0,59A | 0,85A | 2,33B | 1,40A | 2,01B | 4134B |
962 2,36A 0,99A 2,52B 5,94A 2,50AB 69,54A
198 0,48A 0,65B 3,34AB 1,55A 2,13B 42,23BC
950 479 2,96A 1,79AB 3,61A 1,69A 631A 5727AB
739 0,73A 1,36AB 2,34B 10,07A 3,17AB 34,40C
962 | 3,86A | 2,08A | 2,40B 9,03A 490AB | 64,88A
198 0,88B 1,70A 3,35A 2,94B 5,78A 35,15B
1150 479 1,66B 1,33A 4,02A 6,45A 531A 54,38AB
739 1,03B 1,56A 2,26B 2,38B 3,55A 38,958
962 | 3,52A | 1,90A | 2,15B | 7,59A | 4,09A | 64,UA |

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Os valores de CLg e CFg sdo expressos em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf e CFmf em miligrama por massa
seca total das folhas. Os retingulos delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos gen6tipos analisados.



Quadro 16- Médias dos caracteres teor de acido clorogénico (CLg), teor de acido caféico (CFg), massa seca foliar (MF),
rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf), rendimento de &cido caféico por planta (CFmf) e percentual de
acido clorogénico na soma de dacido clorogénico e caféico (%CL), no estddio de inicio de frutificagdo dos seis
genotipos de Bidens pilosa L. cultivados nas altitudes de 198, 479, 739 ¢ 962 m

Genotipo Altitude CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
198 | 0,17B | 0,28B 1,79AB 0,31B 0,51B | 3961A |
210 479 0,31B 0,42B 2,67A 0,83B 1,12AB 43,67A
739 0,20B 0,278 1,30B 0,26B 0,35B 42,63A
962 1,60A 1,40A 1,92AB 3,05A 2,69A 53,52A
198 1,56B 2,13A 2,86B 431B 5,99A 41,86B
450 479 197B 1,71AB | 3,62A | 709AB | 6.21A |  52,34AB
739 121B 0,96B 2,38B 2,85B 2,27B 54,99A
962 422A 2,66A 2.25B 9,56A 6,04A 61,47A
198 1,79B 3,17AB 3,03B 520A 9,48AB 36,10A
475 479 1,90AB 307AB | 4,36A | 831A | 1333A | 37,79A
739 1,39B 1,49B 2,50BC 347A 3,71C 52,22A
962 321A 3,53A 1,80C 581A 6,20BC 4743A
198 2,14B 3,04A 341B 725A 10,32A 40,95C
675 479 2,18B 242A 426A 9.18A 10.22A 46,15C
739 2,34B | 2,08A |  301BC | 7,02A | 621A | 53,53B
962 5,63A 3,08A 2,35C 12,92A 7,18A 64,35A
198 1,56A 227A 342A 5,10AB 7,18AB 42,25A
950 479 3,19A 2,76A 420A 13,49A 11,68A 51,90A
739 2,18A 2,88A 091B 1,89B 2,63B 42,80A
962 | 3,38A | 3,19A | 1,98B 6,68AB 6,29AB 51,46A
198 3,01AB 7,06A 323A 9,76AB 23,01A 29,67B
1150 479 381A 471B 2,98AB 11,11A 13,66B 44,63A
739 1,94B 2,38C 2,75AB 5,30B 6,50B 4593A
962 3,07AB 321BC | 2,03B |  6.28AB 6,58B | 49,08A |

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Os valores de CLg e CFg sdo expressos em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf e CFmf em miligrama por massa
seca total das folhas. Os retangulos delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos gen6tipos analisados.



Quadro 17- Médias dos caracteres teor de &cido clorogénico (CLg), teor de acido caféico (CFg), massa seca foliar (MF),
rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf), rendimento de acido caféico por planta (CFmf) e percentual de
acido clorogénico na soma de 4cido clorogénico e caféico (%CL), no estddio de frutificacdo plena dos seis gendtipos
de Bidens pilosa L. cultivados nas altitudes de 198, 479, 739 € 962 m

Genotipo Altitude CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
198 0,94A 1,86A | 1,60A | 1,48A | 2,99AB | 33324 |
210 479 1,01A 2,58A 1,48AB 1.47A 3,69A 27,73A
739 0,55A 1,20A 0,88B 0,49A 1,10B 32,62A
962 1,06A 2A4TA 1,13AB 1,20A 2,80AB 30,59A
198 0,90A 2,09A 2,14A 1,97AB 4,66A 33,74A
450 479 | 0,64A | 0,75A | 127B | 0,85B | 0,99A | 4546A |
739 1,36A 2,26A 0,98B 1,29B 221A 36,57A
962 1,71A 2,10A 1,99A 3,34A 4,08A 4545A
198 0,96A 3,14A 2,67A 2,58A 8,58A 28,58B
475 479 | 0,79A | 0,66A | 1,27B 0,92A | 0,75A | 5475A |
739 0,99A 1,86A 0,88B 091A 1,67A 34,40AB
962 1,73A 2.82A 1,53B 2,75A 437A 36,47AB
198 0,82B 2,04A 1,87A 1,53B 3,74A 35,95A
675 479 0,79B 0,79A 1.49A 1,19B 1,17A 51,54A
739 1,49AB 2,56A 1,51A 2,36AB 4,10A 3737A
962 2,58A 2,80A 1.81A 4,53A 495A 47,17A
198 0,90B 2.87A 2,38A 2,11AB 6.87A 24,05B
950 479 0,72B 0,91B 1,52AB 1,12BC 1,37B 43,83A
739 1,22AB 32A 0,71B 0,85C 2,56B 24,61B
962 | 1,62A | 341A 1,56AB | 2,50A | 526A 3220AB
198 1,51A 571A 191A 2,93A 10,83A 20,88A
1150 479 1,28A 1,95C 1,34AB 1,76A 2,61BC 37,69A
739 0,97A 1,89C 1,05B 1,05A 2,04C 33,62A
962 | 1,77A | 3,59B 1,59AB 2,80A 5,67B 33,05A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Os valores de CLg ¢ CFg sao expressos em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf ¢ CFmf em miligrama por massa
seca total das folhas. Os retangulos delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos genotipos analisados.



Quadro 18- Médias dos caracteres teor de acido clorogénico (CLg), teor de acido caféico (CFg), massa seca foliar (MF),
rendimento de acido clorogénico por planta (CLmf), rendimento de &cido caféico por planta (CFmf) e percentual de
acido clorogénico na soma de 4cido clorogénico e caféico (%CL), no estddio de senescéncia dos seis genodtipos de
Bidens pilosa L. cultivados nas altitudes de 198, 479, 739 ¢ 962 m

Genotipo Altitude CLg CFg MF CLmf CFmf %CL
198 0,56A 143AB | 1,00A | 0,57A 142AB 26,97A
210 479 0,53A 1,08B 0,88AB 0,49A 0,95BC 32,48A
739 031A 1,33B 0,45B 0,13A 0,59C 19,03A
962 0,76A 2,35A 0,77AB 0,59A 1,78A 24,87A
198 1,59A 241A 1,32A 2,13A 3.24A 39,64B
450 479 0,96A 1,09AB 1,28A 1,26A 143A 4721AB
739 2,39A 2,35A 0,70B 1,94A 1,82A 4594AB
962 0,90A 0,59B 127A 1,14A 0,75A 60,50A
198 1,90A 2,32A 1,46A 2,80A 3.49A 4548AB
475 479 | 1,01A 2.25A 127A 1,28A 2,85A 30,86B
739 1,29A 2,54A 0,76B 0,97A 1,99A 36,60B
962 1,58A 0,76A 1,18A 1,84A 0,90A 67,15A
198 1,64A 2.20A 1,48A 241A 3,19A 42,88B
675 479 0,60A 0,90B 1,20AB 0,74B 1,18B 42,08B
739 1,35A 1,94A | 0,76B | 1,01AB 1,46B | 38,51B |
962 1,11A 0,54B 1,57A 1,77AB 0,85B 66,79A
198 1,33A 2,96A 1,35AB 1,84AB 4,18A 30,89B
950 479 0,54A 1,52AB 1,01B 0,54B 1,52AB 26,13B
739 0,97A 1,50AB 0,43C 0,42B 0,62B 39,13B
962 | 1,53A | 0,73B | 1,69A | 2,58A | 123AB | 66,50A |
198 133A 3,29A 1,29A 1,58AB 420A 28,51B
1150 479 0,96A 2,24AB 1,06A 0,97AB 2,62A 31,72B
739 0,78A 1,75AB 0,58A 0,46B 1,05A 32,58B
962 1,31A | 0,67B | 1,53A | 2,06A | 1,04A | 6592A |

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Os valores de CLg e CFg sdo expressos em miligrama por grama de matéria seca; MF em gramas; CLmf ¢ CFmf em miligrama por massa
seca total das folhas. Os retangulos delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de coleta dos gendtipos analisados.



Quadro 19 - Estimativas dos coeficientes de coincidéncia (CCo) dos fitofarmacos
analisados de seis gendtipos de Bidens pilosa L. cultivados em
quatro  altitudes e coletados nos estddios reprodutivos  de

florescimento (FL), inicio de frutificacdo (IF), frutificacdo plena (FP)
e senescéncia (SE)

Genotipos
Estadio 210 450 475 675 950 1150 Meédia

FL 16,67 33,33 66,67 100,00 50,00 83,33 58,33
IF 33,33 33,33 50,00 50,00 33,33 33,33 38,89
FP 50,00 83,33 66,67 0,00 33,33 16,67 41,67
SE 16,67 0,00 33,33 33,33 83,33 83,33 41,67

Meédia 29,17 37,50 54,17 45,83 50,00 54,17 45,14

O florescimento, em média, proporcionou maior coincidéncia  dos
gendtipos com as altitudes de origem (CCo 58,33) (Quadro 19), sendo as maiores
nos gendtipos 475 e 1150, CCo 54,17. Interessante notar que no gendtipo da
maior altitude (1150) detectou-se o maior CCo 54,17 e no da menor altitude
(210), o de menor CCo 29,17, entretanto, todas as estimativas de CCo encerram:
se no intervalo de 25 a 75%, o que revela adaptacdo intermedidria.

Interessante notar a variagdo do gendtipo 675, que no florescimento teve
coincidéncia total (100%) e na frutificacdo plena teve discordancia total (0%).

O 4cido caféico ndo teve coincidéncia com o gendtipo 210 (CFg e CFmf)
e com o0 950 (CFmf) (Quadros 15 a 18). Houve variagoes de coincidéncia entre
os gendtipos e os estddios reprodutivos e nenhuma caracteristica coincidiu em
todos os estddios com todos os genotipos. Essa evidéncia demonstra a

plasticidade foliar, ja enfatizada por CUTTER (1986).

4.6. Dados climaticos e sua correlagdo com acido clorogénico e 4cido caféico

No Quadro 20 encontramrse resumidos os dados que compreendem os
intervalos dos estadios reprodutivos em cada altitude e de cada gendtipo
particular. Os dados da colheita de cada gendtipo diferiram, pois o inicio do
florescimento variou entre os genotipos e as altitudes (ver capitulo 3 desta tese).
Os dados climéticos sdo relativos e refletem o microclima de cada experimento.
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Quadro 20 - Médias, relativas aos intervalos dos estddios reprodutivos (Er) de florescimento (FL), frutificacdo (IF), frutificagdo plena (FP) e
senescéncia (SE)) de cada genétipo (Gen) de Bidens pilosa nas altitude de cultivo (198, 479, 739 e 962 m), das temperaturas
maximas (Tmax), minimas (Tmin) e amplitude (Tmax-Tmin), pluviosidade e evaporacao

Tmax Tmin Tmax — Tmin Pluviosidade (mL) Evaporacdo (mL)
Er Gen [198m 479m 739m 962m| 198m 479m 739m 962m 198m 479m 739m 962m| 198m 479m 739m 962m | 198m 479m 739m 962m

210 | 28,5 24,1 21,6 22,7| 13,6 10,5 12,7 11,6 149 13,7 89 11,1 | 04 04 09 03 34 25 43 4,2
450 | 29,3 250 23,1 229|138 11,1 13,2 12,1 155 139 99 109 03 0,3 0,7 03 34 26 42 4,2
FL 475 | 293 250 23,1 244|138 11,1 13,2 12,8 155 139 99 11,7| 03 0,3 0,7 0,7 34 26 42 4,1
675 | 293 250 23,1 244138 11,1 13,2 12,8 155 139 99 1,7 03 0,3 0,7 0,7 34 26 42 4,1
950 | 29,3 25,0 23,1 244138 11,1 13,2 12,8 155 139 99 11,7 03 0,3 0,7 0,7 34 26 42 4,1
1150 | 28,8 254 242 2441 14,1 12,0 142 128 146 134 10,0 11,7| 0,6 0,6 1,0 07 3,3 26 40 4,1

210 | 29,2 27,2 282 270|149 143 16,5 14,5 143 129 11,7 12,5| 0,8 0,8 L1 L1 30 28 36 3,9
450 | 29,9 23,1 24,7 30,1 | 157 149 16,5 14,1 142 8.2 82 16,0 | 1,6 83 6,7 6,8 2,3 L7 21 2,0
IF 475 1299 23,1 24,7 289 | 157 149 16,5 13,9 142 8.2 82 150 L6 83 6,7 5,8 2,3 L7 21 1,6
675 299 23,1 247 289 157 149 16,5 13,9 142 &2 82 150 L6 83 6,7 5,8 2,3 L7 21 1,6
950 | 299 23,1 247 289 157 149 16,5 13,9 142 &2 82 150 L6 83 6,7 5,8 2,3 L7 21 1,6
1150 | 339 22,8 22,6 289|172 144 156 139 166 84 71 150 27 7,5 5,7 5,8 1,7 1,6 20 1,6

210 | 33,9 22,8 22,6 289 172 144 156 13,9 16,6 84 7,1 150] 2,7 75 57 58 | 1,7 16 20 16
450 | 334 26,6 26,1 27410199 161 17,9 155 134 105 81 119] 29 12 12 1.1 |23 25 29 25
FP 475 | 334 266 26,1 269|199 16,1 179 147 134 105 81 12229 12 12 32 |23 25 29 22
675 | 334 266 26,1 269|199 16,1 17,9 147 13,4 105 81 122| 29 12 12 32 |23 25 29 22
950 | 33,4 26,6 26,1 269|199 16,1 17,9 147 13,4 105 81 122| 29 12 12 32 |23 25 29 22
1150 | 332 26,1 259 269|222 162 17,6 147 11,0 99 83 122| 21 33 35 32 |32 23 23 22

210 | 33,2 26,1 259 1269|222 16,2 17,6 14,7 11,0 99 83 12,2 21 3,3 35 32 3,2 2,3 2,3 2,2
450 | 35,5 285 27,0 275|225 145 169 142 13,0 14,0 10,1 133 | 1,2 2,0 2,5 2,3 34 24 26 3,1
SE 475 |355 28,5 27,0 293|225 14,5 169 152 13,0 14,0 10,1 14,1 | 1,2 2,0 2,5 2,1 34 24 26 34
675 | 355 285 27,0 293|225 14,5 16,9 152 13,0 14,0 10,1 14,1 | 1,2 2,0 2,5 2,1 34 24 26 34
950 | 355 285 27,0 293|225 14,5 16,9 152 13,0 14,0 10,1 14,1 | 1,2 2,0 2,5 2,1 34 24 26 34
1150 | 38,4 30,2 28,7 29,3 | 21,7 159 18,1 152 16,7 143 10,6 14,1 | 1,0 3,2 24 21 33 24 28 34

Os dados de pluviosidade foram obtidos com pluviometros e os de evaporagdo com atmémetros de Piche.



Os valores das correlacdes entre os dados climaticos e os caracteres nos
seis genotipos € nos quatro estddios reprodutivos encontramrse no Quadro 21 e

de cada genotipo no Quadro 22.

Quadro 21 - Correlagdo entre as médias dos dados climaticos e dos fitofarmacos
nos quatro estadios reprodutivos dos seis gendtipos de Bidens pilosa
L. crescidos nas altitudes de 198, 479, 739 € 962 m

Caracteres Tmax Tmin Tmax-Tmin Pluvi Evapo
CLg -0,1379™ -0,2253* -0,1909* 0,3091* -0,1408"
CFg 0,2737* 0,3483* 0,3322* 0,3883* -0,4402*
MF -0,1649™ -0,3849* -0,2826* 0,1021% -0,1254"
CLmf -0,2130* -0,3294* -0,2860* 0,3578* -0,2458*
CFmf 0,0980™ 0,0478™ 0,0826™ 0,3886* -0,4222%
%CL -0,3111* -0,5373* -0,4442%* -0,0945" 0,2848*

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.

Caracteres: CLg = teor de acido clorogénico, CFg = teor de acido caf€ico, MF = massa seca foliar,
CLmf = rendimento de é4cido clorogénico por planta, CFmf = rendimento de acido caféico por
planta e %CL = percentual de acido clorogénico na soma dos acidos clorogénico e caféico.
Dados climaticos: temperatura maxima (Tmax), temperatura minima (Tmin) e
amplitude de temperatura (Tmax-Tmin), pluviosidade (Pluvi) e evaporacao (Evapo).

Os resultados da andlise conjunta indicam que nenhum componente do
clima contribui de maneira marcante na producdo dos fitofarmacos, apesar de
serem detectados valores significativos pelo teste T (Quadro 21). Foram
detectadas correlagdo positiva com a pluviometria € negativa com a evaporagao
em todas as caracteristicas, exceto na do percentual de 4cido clorogénico na soma
dos écidos clorogénico e caféico (%CL).

O Quadro 22 mostra que no genotipo 210, exceto com a evaporacdo, todas
as correlagdes positivas foram observadas com o 4cido caféico (CFg e CFmg) e
as negativas com o acido clorogénico (CLg ¢ CLmg) e massa seca foliar (MF).
Ha correlagdo significativa entre pluviosidade e dacido caféico (CFg e CFmg). A
tendéncia observada € que a evaporagdo atua favorecendo o acumulo de acido

clorogénico (CLg e CLmg) e contra o 4cido caféico (CFg e CFmg).
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Quadro 22 - Correlagdo entre as médias dos dados climaticos e dos fitofarmacos nos quatro estddios reprodutivos dos genotipos 210, 450,
475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L. cultivados nas altitudes de 198, 479, 739 ¢ 962 m

Genotipo 210 — dados climaticos

Genotipo 450 - dados climaticos

Gen6tipo 475 - dados climaticos

Caracter| Tmax Tmin Tmax- Pluvi  Evapo | Tmax  Tmin Tmax- Pluvi  Evapo | Tmax  Tmin Tmax-  Pluvi  Evapo
es Tmin Tmin Tmin

CLg - - -0,2897" - 0,2512™ - - -02704™ 0,1408™ 0,1862™ | 0,0019"™ - -0,0764™  04082" -
0,2263" 03121™ 0,0032"™ 02199" 0,2863"° 0,1595™ s 0,2971"

CFg | 00624™ 02133 0,1402" 0,7772* - 03720™ 04711*% 04511*% 0,2054™ - 02579" 0,2608™ 0,2814™  0,5040 -
0,5602* 0,2376™ * 0,6482

*

MF | 0,0967" - 0,1342"™ - 0,1946™ - - -03200™ 0,3250™ - - - -03063™ 0,2344" -
04112 0,4626* 0,2045" 04087"° 0,3163™ | 0,2142™ 0,3658" s 0,2159"

CLmf - - -0,2753" - 0,3095" - - -03719"  0,3456" - - - -03257" 04641 -
0,1622"  0,3666™ 0,1258" 02787" 04234" 0,0456™ | 0,2534™ 0,3573" * 04016"

CFmf | 0,1211" 0,0592" 0,1039"  0,5995* - 0,1542" 0,0557" 0,1198™  04772* - - - -0,0199™  0,5536 -
04121™ 0,4865* [ 0,0171™ 0,0199" * 0,5724

*
%CL - -0,6431*  -04488* - 0,5262* - - -0,6752*  0,1210" 0,3151" - - -0,2305" - 03737

0,2300™ 0,6324%* 0,5349* 0,7325* 0,1604™ 0,2763"™ 0,0967" s

Genotipo 675 - dados climéticos Genotipo 950 - dados climaticos Genotipo 1150 - dados climaticos
Caracter| Tmax Tmin Tmax- Pluvi  Evapo | Tmax  Tmin Tmax- Pluvi  Evapo | Tmax  Tmin Tmax-  Pluvi  Evapo
es Tmin Tmin Tmin
CLg - - 0,1317"  0,5135* - - - -04101™  04275* - - - -02767" 04641 -



CFg

CLmf

CFmf

%CL

0,0573"™
0,1835"
0,3588"™
0,2480"
0,1290™

0,2150™

0,2001™

032217

-0,5105*

0,3971"

0,1147"

-0,5174*

02667

-0,4633*

-0,3418™

-0,1331"¢

-0,3806™

0,4935*

0,2020"

0,5536*

0,5565*

0,0726"

0,4719*
0,6266*
0,1682™

0,4979*

0,5954*

0,1524"

0,3671™
0,0941™
0,1498™
0,3853"
0,0743"

0,3485"

0,3909™

0,3817"

0,4339*
0,4556*

0,0841™

0,5643*

02420

-0,3008"¢

-04525*

-0,0854"¢

-04834*

0,4523*

0,0648"

03727

0,4900*

0,1039™

0,2017™
0,43_94”<
0,05-4 s
0,22_5711S

0,4330*

0,1245™

02110™

0/4193"

0,2525™

0,2528"

02177

0,5074*

0,3278™

0,4363*

0,4878*

0,3984"

0,1151"¢

0,7084%*

0,4576*

-03721"

-03340™

0,1898"s

-0,6312*

%

0,3067"
0,0357"
0,3805"
0,2694"

0,0066"

0,3410"
0,4381
*
0,1227"

03774"

0,4500
*

0,1922"

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.
CLg = teor de acido clorogénico, CFg = teor de acido caféico, MF = massa seca foliar, CLmf = rendimento de acido clorogénico por planta, CFmf =
rendimento de 4cido caféico por planta e %CL percentual de 4cido clorogénico na soma dos acidos clorogénico e caféico.

Dados climaticos: temperatura maxima (Tmax), temperatura minima (Timin) e amplitude de temperatura (Tmax Tmin), pluviosidade (Pluvi) e evaporacio (Evapo).
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No gendtipo 450 (Quadro 22) houve correlagdo positiva entre a
pluviosidade e todas as caracteristicas, sendo os maiores valores com relagdo ao
acido caféico. A evaporacdo, de maneira contraria, teve maior correlagio com o
actmulo de acido clorogénico.

No Quadro 22 ¢ mostrado que no gendtipo 475 a pluviosidade se
correlacionou positivamente com todas as caracteristicas, exceto %CL, sendo os
maiores valores observados em 4acido caféico. A evaporagdo comportou-se de
maneira contraria, € teve maior correlagio com o acimulo de é&cido clorogénico,
%CL. As temperaturas (Tmax, Tmin e Tmax-Tmin) favorecem ao actmulo de
acido caf€ico.

Os genodtipos 675 e 950 (Quadro 22) tiveram dados semelhantes. Os dados
de pluviosidade correlacionaramrse  positivamente com os caracteres e, de
maneira semelhante, com os d4cidos clorogénico e caféico. As temperaturas
(Tmax, Tmin e Tmax Tmin) favorecem ao actimulo de acido caféico.

No Quadro 22 vé-se que no gendtipo 1150 hd tendéncia de correlagdo
favoravel entre o 4cido clorogénico com a pluviosidade e a evaporagdo, sendo
observado a pluviosidade com maiores valores positivos € a evaporagdo com
menores valores negativos.

O aumento de 4cido clorogénico estd vinculado com a diminuicdo do
acido caf€ico, o que significa que os dois estio na mesma via € possuem O
MESMO Precursor.

Percebe-se a importancia da compreensdo das relagdes entre as plantas € o
meio ambiente. Esse conhecimento ¢ complexo, principalmente, se considerado o
fato de que todas as interacdes bidticas e abidticas podem estar ocorrendo
simultaneamente. H4 mecanismos nas plantas visando adequar o seu crescimento
e desenvolvimento & mudangas ambientais, entretanto, esses mecanismos tém

sido pouco estudados, principalmente em plantas medicinais.
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Como citado por HARBORNE (1980), no défice hidrico ha menor
producdo de fendlicos, entdo, neste caso, o aumento da disponibilidade de agua
pelas chuvas (pluviometria) favoreceu a producdo tanto de &cido clorogénico
quanto de 4cido caféico em proporgdes semelhantes, o que ¢ evidenciado pelo
baixo valor de %CL (Quadro 21). A menor disponibilidade de agua faz com que
ocorra aumento da concentracdo de 4cido clorogénico, como foi observado por

DEL MORAL (1972), em girassol (Helianthus annuus).

4.7. Influéncia da altitude e do estidio reprodutivo na producio de acido
clorogénico e acido caféico

Na maior altitude (962 m) ocorreu maior acimulo de 4acido clorogénico
(CLg 248) e na menor altitude (198 m) ocorreu maior acimulo de acido caf€ico
(CFg 228) (Quadro 23). Variagdes semelhantes em fitofdsrmacos influenciados
pela altitude foram relatados por MUNOZCOLLAZOS et al. (1993). Esses
autores, ao analisarem, na Bolivia, os componentes do Odleo essencial de
Mintostachys andina, detectaram que com o aumerto da altitude ocorria acimulo
de pulegona em detrimento da mentona.

Houve aumento do teor de &cido clorogénico (CLg) e acido caféico (CFg),
com a detec¢do do maximo teor no inicio da frutificacdo, e, em seguida, houve
diminuicdo. O teor de 4&cido clorogénco e de 4acido caféico no inicio da
fiutificacio foi de, respectivamente, 225 mg g' e 2,51 mg g'. O percentual de
acido clorogénico foi maior no florescimento (53,09), diminuindo nos demais
estadios (Quadro 23). A baixa producdo de fitofdirmacos em plantas senescentes
pode estar relacionada a diminuigdio da quantidade de clorofila nas folhas,
diminuindo a atividade fotossintética e gerando menos fotoassimilados ao Ciclo
de Calvin (TAIZ e ZEIGER, 1991), que proporciona baixos teores de acido
clorogénico e é4cido caféico nesta fase. Determinar o estddio reprodutivo quando
deve ser feita a coleta de plantas medicinais, tem como intuito estabelecer o
maximo teor de fitofarmacos e, nesse estadio, realizar a selecdo dos melhores

geno6tipos (AMARAL et al., 1999).
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Quadro 23 Meédias dos caracteres teor de acido clorogénico (CLg), teor de acido
- caféico (CFg), massa seca foliar (MF), rendimento de &cidc
clorogénico por planta (CLmf), rendimento de 4cido caféico por
planta (CFmf) e percentual de &acido clorogénico na soma de acido
clorogénico e caféico (%CL) nos seis genotipos de Bidens pilosa L.
crescidos em quatro altitudes e colhidos nos estddios de
florescimento (FL), inicio de frutificagdo (IF), frutificacdo plena (FP)

e senescéncia (SE)

Tratamentos Caracteristicas™

CLg CFg MS CLms CFms  %CL

198 1,17B 2,28A 2,35A 2,79B 536A  37,70C

Altitudes 479 | 1,40B 1,63B 2,48A 423A 4,42B 45,28B
(m) 7391 1,15B 1,75B 1,45C 1,78C 240D  39,18C
962 | 248A 2,04A 1,75B 4,68A 3,62C 54,95A

FL| 164B  1,16C  270A  420B  3,19B  53,09A
Estadios  IF | 225A  251A  271A  613A  706A  4693B
FP | 1,18C  233A  152B  183C  3,71B  3590D
SE| L13C 170B  1,00C 132C  185C  41,18C

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

* Médias de quatro repeticoes, sendo as medidas de MS em grama ¢ as de CLg, CFg,
CLCFg, CLms, CFms e CLCFms em miligrama.

Observa-se a tendéncia em diminuir a massa seca foliar e aumentar o teor
de acido clorogénico (CLg) e acido caféico (CFg) (Quadro 23). Estes resultados
indicam que os compostos fendlicos, assim como outros metabolitos secundarios,
podem responder a influéncias de fatores externos e a sua produgdo pode
acontecer independentemente da méxima producdo de matéria seca. Nos estudos
de LI et al. (1996), por exemplo, foi observado que altos niveis de radiacdo solar
limitam o crescimento de tomilho e, a0 mesmo tempo, aumentam a produgdo de
6leo essencial.

Na maior altitude determinou-se a maior concentragdo de acido
clorogénico e 4cido caféico, 4,52 mg g', ao somar as médias de teor de 4cido

clorogénico (CLg 248) e de éacido caféico (CFg 2,04), o que coincide com
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KOPTUR (1985), ou seja, ha maiores concentragdes de compostos fendlicos nas

folhas de Inga densiflora e Inga punctata em altas alttudes do que em baixas.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia da altitude em seis
clones de Bidens pilosa coletados nas altitudes de 210, 450, 475, 675, 950 e
1.150 m. Foi instalado experimento em que as plantas foram crescidas em vasos
mantidos em quatro altitudes: 198, 479, 739 e 962 m e os resultados avaliados
em quatro colheitas representando os estadios reprodutivos. Apos cada colheita,
as folhas foram submetidas a extracido em etanol (80%), o extrato obtido foi
analisado em cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram identificados e
quantificados o 4cido clorogénico e o 4cido caféico. Foi feita a estimacdo da
magnitude ¢ do padrio de respostas plasticas desses compostos. Foi estimado o
coeficiente de coincidéncia (CCo), determinado o grau de adaptacido dos
gendtipos ¢ a correlagdo entre os caracteres e os dados climaticos de cada
altitude.

Nas condigdes em que os experimentos foram conduzidos, e pelos
resultados, concluiu-se que:

1) Bidens pilosa possui plasticidade fenotipica passivel de ser detectada
quimicamente.

2) A folha é o 6rgdo que possui maior quantidade de acido clorogénico e caféico
por grama de matéria seca.

3) Pelos estimadores da plasticidade as altitudes influenciam a producdo dos
fitofirmacos e cada genotipo apresentou resposta de acordo com a altitude.

4) A magnitude e o padrdo de plasticidade foram especificos em cada gendtipo,

podendo diferir dentro do mesmo gendtipo em fungao do estadio reprodutivo.
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5) Pelo CCo, os caracteres coincidiram em cerca de 45% com a resposta a
altitude semelhante a de coleta, revelando adaptagio intermediaria dos
gendtipos 3 altitudes de origem.

6) O acido clorogénico e o 4dcido caf€éico tém correlagio negativa com a
temperatura e a evaporacao e positiva com a pluviosidade.

7) Ha diferenca de produgdo desses compostos nos estadios de desenvolvimento
da planta, sendo o estadio de inicio de frutificacdo o melhor.

8) Na maior altitude a produgao conjunta desses compostos ¢ maior.

Conclui-se que a altitude influencia na plasticidade fenotipica e que seu
estudo em plantas medicinais ¢ importante na sele¢do de genotipos, pois a
resposta dos fitofarmacos estd intimamente relacionada & recomendacdo
medicinal das plantas.
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CAPITULO 5

PLASTICIDADE FENOTIPICA DA ANATOMIA FOLIAR DE
GENOTIPOS DE Bidens pilosa L. EM QUATRO ALTITUDES

1. INTRODUCAO

A expressao diferencial de genes induzidos e condicionados pelo ambiente
intra e extracelular promovem variagdes plasticas do gendtipo em etapas cruciais
do crescimento e desenvolvimento vegetal e podem ser detectadas nas analises
fisiologicas e/ou morfologicas (SUZUKI et al, 1992; SULTAN, 1995). A
diferenciacdo dos oOrgdos e tecidos gera alteragdes morfologicas e essas
diferenciagdes podem ser detectadas macro ou microscopicamente. Variagdes
anatomicas dos tecidos fotossintéticos se refletem na plasticidade fenotipica em
varios Orgdos vegetais € ndo apenas nas folhas, devido aos fotoassimilados
fomecidos servirem como substratos & demais sinteses induzidas ou promovidas
por produtos génicos em outros tecidos. A interagdo do gendtipo com o ambiente
pode gerar variagdes na epiderme foliar, diretamente relacionadas a protecdo dos
tecidos fotossintéticos vegetais (CUTTER, 1986). Nas andlises realizadas no
capitulo 3 detectou-se alta plasticidade fenotipica na morfologia das folhas de
Bidens pilosa. O estudo da variagdo anatomica dos tecidos foliares auxilia nos
estudos da interagdo gendtipo x ambiente em nivel microscopico. Objetivou-se
neste trabalho:

1) estudar a anatomia de folhas de gendtipos de Bidens pilosa crescidos em

quatro  altitudes, considerando a espessura foliar total, dos parénquimas
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palicddico e lacunoso, do mesofilo, das epidermes e as relagdes percentuais entre

os tecidos;

2) estimar a magnitude e o padrdo de respostas plasticas dos caracteres
anatomicos;

3) estimar o grau de adaptacdo dos gendtipos & altitudes de origem pelo
coeficiente de coincidéncia;

4) Obter correlagdes entre as caracteristicas anatomicas € climaticas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bidens pilosa

A espécie medicinal Bidens pilosa L. ¢ anual, herbidcea e se propaga na
natureza sexuadamente por semeadura natural, o que ¢ tipico da Asteraceae. A
estrutura de propagagdo dessa espécie ¢ o aquénio com papus, por sua adaptacdo
anatomica-morfologica servir a sua dispersdo ectozoocdrica preso a pelagem dos
mamiferos, principalmente @ do homem, no qual também se adere & vestes
(LORENZI, 1982; BASTIDAS et al, 1989). No Brasil, popularmente, essa
planta ¢ conhecida como picdo ou picdo-preto, ¢ utilizada na fitoterapia em casos
de problemas hepaticos, sendo as folhas o o¢rgdo preferido (VASQUES et al,
1986b).

As folhas de Bidens pilosa sdo pecioladas, opostas, simples ou

decompostas, 3 a 5 pinadas, segmentos ovados, agudos e serreados, com pélos

curtos ¢ hialinos (STRANG et al., 1980; VASQUES et al., 1986a, b).

2.2. A altitude e a plasticidade fenotipica da anatomia das folhas

2.2.1. A altitude

A altitude ¢ a altura da superficie do solo em relagdo ao nivel do mar. Ao
longo do gradiente de altitude, mudam concomitantemente muitos fatores

ambientais, tais como temperatura, precipitagdo, umidade, velocidade do vento e
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outros. A medida que ha aumento de altitude, aumentam a velocidade do vento, a
pluviosidade e a radiagdo solar e diminuem a temperatura ¢ a pressdo atmosférica
(JONES, 1994). Por isso, as variagdes nas altitudes interferem no
desenvolvimento das plantas e na produgdo de fitofirmacos de interesse
(CORREA JUNIOR et al, 1994), pois favorecerem a expressio de genes que
determinam respostas a cada estimulo ambiental.

Em condigdes naturais, a temperatura decresce, em média, 0,006 °C a cada
elevagdio de um metro de altitude, dependendo da temperatura do ar (JONES,
1994). Baixas temperaturas reduzem a taxa fotossintética e, conseqlientemente, a
taxa de crescimento (PENNING DE VRIES, 1989). Com a elevagdo da altitude,
a temperatura diminui e interfere nas fases fenologicas dos acessos de camomila
(Chamomilla recutita). Na primavera e¢ verdo, ha o florescimento dos acessos de
elevadas altitudes que comecam a florir mais tardiamente que os da baixa altitude
(SALAMON, 1994). A mil-folhas (Achillea millefolium) cultivada a partir de
1.000 metros de altitude tem menor porte e maior teor de Oleos essenciais
(CORREA JUNIOR et al, 1994), sendo por isso preferida as sumidades floridas
colhidas em regides montanhosas (PANIZZA, 1997).

A diminuicdo de altura das plantas com o aumento da altitude pode ser
devido a reducdo da fotossintese foliar, seja pelo decréscimo da concentragdo
volumétrica de CO, com a altitude. Ao nivel do mar essa concentragio ¢ 340
vppm (340 cn? de CO, por nt de ar), na altitude de 1.000 m ¢ de 290 vppm e na
de 2000 m ¢ de 256 vppm (PENNING DE VRIES, 1989). Com o aumento da
altitude ocorre diminuicdo da pressdo atmosférica, o que desfavorece a troca
gasosa € diminui o coeficiente de difusdio dos gases, dificultando a
disponibilidade de CO, a planta (PENNING DE VRIES, 1989; JONES, 1994),
acarretando a menor taxa fotossintética. O ambiente com menor quantidade de
CO, causa menor resisténcia foliar. Como resposta, a planta aumenta a
quantidade de clorofila @ medida que ha elevacdo de altitude a fim de compensar
a menor concentragdo de CO, Como resultado, a fotossintese em culturas C3
decresce com o aumento da altitude (PENNING DE VRIES, 1989).

JONES (1994) enfatiza que a radiagdo solar aumenta com a altitude,

principalmente os railos UV que promovem o fechamento estomatal e
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freqiientemente inibe o crescimento vegetal e, como conseqiiéncia, em muitas
espécies verificase que as plantas crescidas em elevadas altitudes t®©m menor

altura, menor 4rea foliar e produzem menos sementes.

2.2.2. A plasticidade fenotipica anatomica das folhas

O desenvolvimento vegetal possui natureza plastica fisiologica, quimica,
anatdbmica e morfologica, pelo fato das plantas terrestres permanecem fixas ao
solo. Esta resposta plastica expressa as condi¢des locais presentes durante seu
desenvolvimento. A capacidade de resposta plastica depende da constituicdo
génica e varia entre espécies e dentro da espécie dependendo do contexto
ambiental. A plasticidade nem sempre ¢ detectada na morfologia, mas pode estar
presente nos tecidos constitutivos dos orgdos (INGROUILLE, 1992). As
variagoes da planta estio intimamente relacionadas a fotossintese foliar. As
folhas adotam estratégias plasticas morfologicas como respostas adaptativas ao
ambiente. O ambiente ¢ constituido pelas condicdes edafoclimaticas, antropicas e
patogénicas que afetam o desenvolvimento das plantas e que ndo sdo de origem
genética (BOREM, 1997). A  plasticidade morfologica, proposta  por
BRADSHAW  (1965), ocorre durante o desenvolvimento e portanto sdo
permanentes no Orgdo envolvido. As variagoes dos tecidos foliares estendem-se
desde a forma, a espessura dos tecidos, a deposicdo de substincias nas paredes ou
sobre a superficie foliar e a formagdo de tricomas (CUTTER, 1986; FAHN,
1990). Comumente, fatores climaticos estdo correlacionados com  caracteres
anatdbmicos € esses ao potencial genético de cada espécie (INGROUILLE, 1992).
A relacio entre clima e tecido foliar tem recebido atencdo dos ecologistas
(GUREVITCH, 1988). Espécies medicinais tm plasticidade foliar que as
condicionam crescer em condigdes ambientais de altitudes extremas. Neste
contexto, ha relatos de Achillea millefolium e Taraxacum officinale (RAVEN et
al.; 1978; GUREVITCH, 1988).

Outros fatores climaticos variam com as altitudes, dentre eles destaca-se a
chuva, a umidade, a irradiagdo solar e a temperatura do solo e ar. Nas maiores

altitudes ha diminuicdo de temperatura do ar e do solo, menor precipitagio e
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maior incidéncia luminosa que em baixas temperaturas. A umidade relativa do ar
tende a aumentar com o aumento da alttude. A menor incidéncia luminosa
promove o crescimento do caule e das folhas, aumentando a é&rea foliar e
diminuindo a espessura (JONES, 1994). O aumento da area foliar serve como
compensagdo da baixa luminosidade. Folhas finas crescem mais rapido que as
folhas grossas e a taxa maxima de fotossintese foliar aumenta proporcionalmente
com o engrossamento das folhas (WHATLEY e WHATLEY, 1982; PENNING
DE VRIES, 1989). Os tecidos fotossintéticos das folhas, parénquima palicadico e
lacunoso, t€m variagdes nem sempre proporcionais (FAILS et al., 1982).

O parénquima paligddico localiza-se logo abaixo da epiderme superior e ¢€
a camada fotossintética mais importante da folha, pois suas células colunares
maximizam a interceptacgdlo da luz. No parénquima lacunoso, ha espacos
intercelulares amplos e neles se manttm o vapor d’dgua e o dioxido de carbono
(CO,) utilizdveis na fotossintese. A combinacdo entre parénquima palicadico e
lacunoso produz a unidade fotossintética (INGROUILLE, 1992). As variacoes
dessa unidade influenciam caracteristicas plasticas gerais do gendtipo.

A variedade de formas encontrada na mesma espécie dependentes das
condicdes ambientais ocorre devido a duracdo da atividade diferenciada dos
meristemas ativos das folhas. A atividade do meristema marginal estabelece o
numero de camadas de células do mesofilo foliar. O mesofilo compreende o
parénquima palicddico e o parénquima lacunoso e localiza-se entre a epiderme
superior e inferior. O palicddico encontra-se, geralmente, na parte superior do
mesofilo e ¢ formado por células alongadas no plano transversal e densamente
reunidas. O lacunoso localiza-se na parte inferior do mesofilo e ¢ constituido de
células irregulares e ramificadas, separadas por grandes espacos de ar. No
parénquima paligadico sdo detectados numerosos cloroplastos enquanto no
parénquima lacunoso detectam-se poucos (CUTTER, 1986; FAHN, 1990).

A espessura do limbo foliar ¢ varidvel e ¢ fortemente influenciada pelo
meio, estando envolvido a sintese de DNA e mitoses. A sintese de DNA e as
mitoses geralmente continuam por mais tempo no parénquima palicddico do que
em qualquer outro lugar da folha. A luz e a temperatura podem afetar a divisdo e

expansao celular no desenvolvimento foliar. Altos niveis de luminosidade,
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geralmente, diminuem a d4rea foliar e aumentam a espessura das folhas
(CUTTER, 1986).

A plasticidade fenotipica pode ser estimada durante e depois do
desenvolvimento dos caracteres (BRADSHAW, 1965). Caracteres formados
durante longo periodo de desenvolvimento, como as folhas, estio mais sujeitos a
influéncia ambiental e, conseqlientemente, espera-se maior variacdo fenotipica,
ou seja, sdo mais plasticas, quando comparadas com os caracteres desenvolvidos
rapidamente, como estruturas reprodutivas e os demais caracteres formados
durante os estadios de desenvolvimento (SANTOS, 1990). Os estimadores de
plasticidade, como a magnitude ¢ o padrdo de plasticidade, servem a comparacdo
entre dois ou mais genétipos em mais de um ambiente. A magnitude de resposta
¢ estimada pelo coeficiente de variagdo ambiental (CVa), que quantifica a
intensidade da plasticidade nestes ambientes, e pelo indice de determinacdo
ambiental aaz), que determina o quanto da variagdo devewrse ao efeito ambiental
(SANTOS, 1990; KAMADA, 1999). O valor de CVa ¢ considerado alto se for
maior que 20%, médio se estiver entre 10 e 20% e baixo se for menor que 10%
(SCHLICHTING e LEVIN, 1984). O Ia" pode ter valores positivos ou negativos.
Se positivos e altos significa que grande parte da variagdo ¢ devida ao ambiente,
se baixos ou negativos significa que as variagdes sdo atributos do genotipo. Ao
comparar O comportamento entre 0s genotipos, obtémrse concordancia ou
discordancia de resposta sendo denominado padrdo de plasticidade. Quando sdo
comparados dois ou mais gendtipos € possivel determinar similaridades ou
divergéncias de respostas entre eles em cada caracteristica. Considerando dois
genotipos em relagdo a uma ou mas caracteristicas, pode haver alta ou baixa
correlagdo. As altas correlagdes indicam que os gendtipos t€m  respostas
similares, ao passo que correlagdes baixas, ou negativas, indicam padrdo de
plasticidade divergente entre aqueles pares de gendtipos em relagdio a
caracteristica (SCHLICHTING e LEVIN, 1984).

O grau de adaptacdo do gendtipo em relagdo ao seu local de origem pode
ser estimado pelo coeficiente de coincidéncia (CCo) desde que reproduzido
vegetativamente o genotipo e cultivado em ambiente semelhante ao de origem e

em variantes desse ambiente (CRUZ, 1997). Se no local semelhante ao de origem
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for observado fenétipo com variagdes extremas nas caracteristicas, ou seja,
valores maximos ou minimos, indicando que, naquele ambiente, foi possivel a
maxima expressdo do cardter ou, por outro lado, devido a sua adaptagdo estar
consolidada, foi necessario menor gasto de energia. Como os valores extremos

comprovam coincidéncia, os valores intermedidrios revelam discordancia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material vegetal

Seis gendtipos de Bidens pilosa foram selecionados de grupos divergentes
e serviram a este estudo de plasticidade fenotipica da anatomia foliar. Cada
genotipo foi representado por plantas propagadas vegetativamente pela técnica de
cultura de tecidos e aclimatadas em telado. Os genotipos foram crescidos em
vasos em quatro altitudes de 198, 479, 739 e 962 m. Utilizowse o delineamento
estatistico em blocos casualizados, com quatro repeticdes e duas plantas por
parcela. As plantas nos experimentos foram mantidas nas mesmas condigdes de
solo, irrigacdo e disposi¢ao dos blocos.

As folhas destinadas a andlise anatdomica foram coletadas nos ramos
laterais desenvolvidos a partir de gemas do 3° ou 4 nd, contados do é&pice a base
do ramo principal. Essas estavam com trés foliolos e na regido de maior largura
do foliolo principal, entre a nervura central e a borda da lamina, foi retirada
amostra de 1,5 x 1,0 cm ¢ acondicionada em frascos contendo solugdo de FAA a
50% (formaldeido, dalcool 50% e 4&cido acético, na propor¢do de 1:9:1). As
plantas encontravam-se em inicio de senescéncia e as folhas fotossinteticamente
ativas foram as escolhidas.

No Quadro 1, estd descrito o local de coleta das plantas, além do numero
do herbario (VIC). A altitude de coleta foi adotada como representativa do
gendtipo, ou seja, o gendtipo 210 foi coletado na altitude 210 m, o gendtipo 450

na altitude 450 m e assim os demais.
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Quadro 1 - Altitude, local, area e habitat de coleta dos 6 genotipos de Bidens
pilosa L. e seus respectivos numeros do herbario (VIC)

Altitude Local de Coleta Area e Habitat de Coleta VIC
210 Leopoldina (MG)  Urbana — terreno baldio, ensolarado e seco ~ 25.311
450 Leopoldina (MG) Rural - horta, sombreada e imida 25.313
475 Oratorios (MG) Rural - horta, ensolarada e umida 25.312
675 Vicosa (MQG) Rural - horta, ensolarada e umida 25.308
950 Araponga (MG) Rural - horta, ensolarada e umida 25.309

1.150 Araponga (MG) Rural - horta, ensolarada e umida 25.310

Altitude = representando a origem da altitude, em metros, do genotipo.
VIC = Herbario da Universidade Federal de Vigosa.

3.2. Preparo das laminas permanentes

Os estudos foram realizados no laboratorio de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.

As amostras foliares fixadas em FAA (50%) foram desidratadas em série
etilica progressiva até alcool 100% (BERLY e MITKSCHE, 1976), passando por
séric  butilica at¢ inclusio em parafina e cera (8%) e seccionados
transversalmente em micrétomo rotatorio modelo AO (American Optical), com
14 mm de espessura. Os cortes foram fixados & laminas com cola,
desparafinizados em série butilica seguida de sériec alcodlica até alcool 50%,
corados com fucsina (por 5 minutos), azul de astra (por 30 segundos)
(JOHANSEN, 1940) e montados, entre lamina e laminula, em balsamo do
Canada.

Estes cortes anatomicos foram utilizados na comparacdo da espessura dos
tecidos foliares entre os gendtipos e as altitudes. Fez-se a medigdo, ao acaso, de 4
cortes cuja média correspondeu a um bloco. A analise total foi de quatro blocos
por gendtipo em cada altitude.

Na medigdo da espessura dos tecidos foliares utilizowse o Sistema de
Andlise de Imagens, com as laminas observadas em microscopio OLYMPUS
BX-60 ¢ as imagens capturadas e digitalizadas pela camera digital acoplada ao
microscOpio, enviadas ao microcomputador e trabalhadas no Software Image-Pro

Plus 4.0. A espessura dos tecidos foliares foi analisada na objetiva de 10x.
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A documentacdo fotografica foi realizada em microscopio OLYMPUS
AX-70 com sistema U-PHOTO.

3.3. Caracteristicas anatomicas

As caracteristicas avaliadas foram as espessuras, em um, do parénquima
palicddico (PP), do parénquima lacunoso (PL), do mesofilo (MESO), das
epidermes (EP), da espessura foliar total (EF), porcentagem do parénquima
palicddico em relagio ao mesofilo (PPM), porcentagem do parénquima
palicadico em relagdio a folha total (PPF), porcentagem do parénquima lacunoso
em relacdo a folha total (PLF) e porcentagem da epiderme em relagdo a folha
total (EPF).

3.4. Analises estatisticas e estimadores da plasticidade fenotipica

Foram feitas andlises de variancia conjunta com desdobramento das somas
de quadrado da altitude e da interacdo altitude x gendtipo submetidos a andlise de
variancia  individual, contendo as variaveis estudadas nos seis genotipos nas
quatro altitudes. A diferenca entre genétipos na interagdo com o ambiente que
revela plasticidade foi quantificada pela resposta plastica. A quantificacdo da
plasticidade foi feita com base na magnitude de resposta € no padrio de resposta
plastica. A magnitude foi estimada pelo coeficiente de variagdo ambiental (CVa)
(SCHLICHTING e LEVIN, 1984) e pelo indice de determinagdo ambiental (Iaz)
(KAMADA, 1999). Estimativas negativas dos indices de determinagdo ambiental
foram desconsideradas e representadas por tragos. O padrio de plasticidade foi
estimado pelo coeficiente de comelagdo de Pearson. O coeficiente de
coincidéncia (CCo) foi estimado, de acordo com CRUZ (1997), pelas médias
submetidas ao teste de Tukey. Estes estimadores encontramrse descritos no
capitulo 3. Foi obtida a correlagio entre dados climaticos e caracteristicas
anatomicas. Os dados climéticos, de quatro medi¢des, referemrse a pressdo
atmosférica (mmHg), radiagdo solar incidente (lux) e umidade relativa do ar (%)

nas quatro altitudes onde cresciam as plantas em vasos. As medidas de altitudes
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foram obtidas com GPS (Global Position System) modelo 2000 XL (Magellan),
as de pressdo atmosférica com Weather Monitor II (Davis Instruments Corp.) e
as de radiacdo solar incidente com Luximetro Digital modelo Lutron L[LX-101
(Lutron). As instrugdes de medicdo de cada aparelho foram seguidas e a radiagdo
solar incidente foi verificada com a superficie do sensor de luz do luximetro
posicionada perpendicularmente a incidéncia solar. Os dados foram digitados no
programa Microsoft Excel 5.0 (Microsoft Co.) e a andlise realizada no programa
estatistico SAEG 5.0 - Sistema para Andlises Estatisticas (FUNARBE - UFV),
cujas instrucdes operacionais encontramse descritas em GOMES (1992).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Descricao anatomica da folha

O corte transversal do limbo foliar revelou a epiderme  superior
uniestratificada, com pélos ndo glandulares, pluricelulares, ¢ nao ramificados. O
mesofilo ¢ do tipo heterogéneo dorsiventral, com uma camada de parénquima
palicddico, com c€lulas alongadas clorofiladas que se dispdem de modo
compacto, ¢ trés a cinco camadas de células parénquima lacunoso, com espagos
intercelulares, percorridos longitudinalmente por canais secretores. Abaixo do
mesofilo  encontrase a epiderme inferior, uniestratificada, com células de

dimensdes menores que as da epiderme superior (Figura 1). Essas observagdes
conferem com as de MACIEL (1980), NEVES e HERMETO (1981-1982) e
VASQUES et al. (1986b).

4.2. Analise estatistica e estimadores da plasticidade fenotipica

4.2.1. Analises de variancia

A andlise de varidncia conjunta dos gendtipos nas altitudes revela que
houve diferenga significativa entre  genotipos ¢ altitudes na maioria das
caracteristicas avaliadas (Quadro 2). A interagdo genétipo x altitude ndo foi
significativa em nenhuma caracteristica e indica que os efeitos dos fatores

genotipo e altitude explicam toda a variagdo encontrada na anatomia foliar.
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Cortes transversais de folhas do gendtipo 950 de Bidens pilosa
crescido na altitude de 198 m (foto A) e 962 m (foto B). Epiderme

adaxial (EA), parénquima palicddico (PP), parénquima lacunoso (PL)
e epiderme abaxial (EB). Barra —=100 pm
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As somas de quadrado da altitude e da interacdo altitude x genodtipo da
andlise conjunta foram submetidos a andlise de varidncia individual, sendo
realizado o desdobramento dos seis gendtipos nas quatro altitudes (Quadro2).

No gendtipo 210, 475 e 675 as varidveis ndo foram significativas. Os
menores valores de CV (%) foram nas relagdes percentuais entre os tecidos. Nas
andlises de wvariancia, as caracteristicas do genotipo 1150 tiveram diferencas
significativas em todas as altitudes, com valores ndo significativos apenas no
percentual de parénquima paligadico em relagdo ao mesofilo e afolha toda.

No Quadro 2, os quadrados médios ndo significativos na maioria das
varidveis demonstram que as altitudes de crescimento ndo influenciaram a
resposta plastica das plantas dos genétipos de Bidens pilosa. As espessuras do
parénquima lacunoso (PL) e da folha total (EF) foram diferentes estatisticamente
nos gendtipos 450, 950 e 1150.

4.2.2. Magnitudes da plasticidade fenotipica

Na andlise individual da interagdo do gendtipo x altitude detectaram-se
poucos resultados significativos, entretanto, a plasticidade fenotipica quantificada
em magnitude foi estimada pelo coeficiente de variagio ambiental (CVa) e pelo
indice de determinagio ambiental (Ia’). No Quadro 3, encontramse os valores do
coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e no Quadro 4 o indice de determinacdo
ambiental (Iaz), indicando as magnitudes da plasticidade fenotipica.

Adotando a classificagio das magnitudes de plasticidade citada por
SCHLICHTING e LEVIN (1984) (CVa>20% alta, 10-20% média e < 10%
baixa), as caracteristicas, em média, tiveram magnitudes de plasticidade médias,
CVa = 10,57 (Quadro 3). O maior valor de CVa foi estimado na espessura do
parénquima lacunoso, CVa = 18,12 e a menor espessura foi detectada no
parénquima palicadico (PPM) em relagdo a espessura do mesofilo, com CVa =
4,17.

Os valores dos indices de determinagdo ambiental (Iaz) nos genotipos
demonstraram que a variagdo total atribuida aos efeitos ambientais (altitude) foi

intermediaria, cuja média foi de 0,5992 (Quadro 4), com os menores valores nas
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Quadro 2 -

Resumo da andlise de varidncia conjunta com desdobramento das somas de quadrado da altitude e da interagdo altitude x
gendtipo nos gendtipos 210, 450, 475, 675, 950 e 1150 de Bidens pilosa L., em estadio senescente, nas quatro altitudes, dos
caracteres de espessura do parénquima palicadico (PP), do parénquima lacunoso (PL), do mesofilo (MESO), das epidermes
(EP), da espessura foliar total (EF) e porcentagem do parénquima palicddico em relagdo ao mesofilo (PPM) e do parénquima
pali¢adico (PPF), parénquima lacunoso (PLF) e epiderme em relagdo a folha total (EPF)

FV GL Quadrados médios

PP PL MESO EP EF PPM PPF PLF EPF
Bloco/Altitude 1) 139,90™ 149,72 535,93™ 9,54" 501,88"™ 3,97 5,43" 4,44 8,34*
Altitude (A) (3)  2047,29%*% 3600,75%* 10917,17** 125,50%* 13315,47%%  45,08* 18,88™  59,55%% 32 ]]%*
Genétipo (G) 5 2132,81%%  21,70%%  6684,19%*  56,07%*% 7833,07**  26,96™ 39,64%%  8.41™  21,17%*
AxG (15)  188,49™  28.88™ 515,04™ 8,98  560,48™  13,68™ 15,39 6,80 6,39™
A /G210 3 153,01™  552,24™  1162,96™  22,52"  1253,78™  20,13™ 14,30™ 17,44 7,00™
A/ G450 3 215,90®  611,06%  1506,24™  44,79™  2047,59*  18,90™ 10,03 17,08" 1,49™
A/ G475 3 219,41  383,69®  105883™  13,56™  1290,89™  18,64™ 12,91™ 14,58"™ 4,15"
A/ G675 3 407,95™ 501,43  1777,82™  21,07™  2072,02™  3,44™ 6,90 571" 15,20™
A /G950 3 1104,80%* 852,97*% 3816,65%*  32,97*  455432%* 13 .46™ 15,22 8,00™ 8,27"
A/G1150 3 888,70%  1343,79%* 4169,87**  3551%% 4899 23%%  3893" 36,45™  30,73*%  27,97%*
Residuo 60 118,79 134,87 405,73 11,17 480,00 11,55 10,10 7,67 3,76
Média 72,24 73,19 145,43 28,89 174,32 49,70 41,29 41,76 16,96
CV (%) 15,09 15,87 13,85 11,57 12,57 6,84 7,70 6,63 11,44

* e ** = Significativos a 5 ¢ 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ns = ndo significativo, pelo teste F.



Quadro 3 - Estimativas dos coeficientes de variagdo ambiental (CVa) dos caracteres de espessura do parénquima palicddico (PP), do
parénquima lacunoso (PL), do mesofilo (MESO), das epidermes (EP), da espessura foliar total (EF) e porcentagem do
parénquima paligddico em relagdo ao mesofilo (PPM) e do parénquima palicddico (PPF), parénquima lacunoso (PLF) e
epiderme em relagdo a folha total (EPF), em plantas senescentes de seis gendtipos de Bidens pilosa L. cultivados em quatro

altitudes
Caracteristicas
Genotipo PP PL MESO EP EF PPM PPF PLF EPF Média
210 6,50 12,88 9,15 7,35 8,10 4,36 4,32 5,04 8,89 7,40
450 10,42 17,34 13,69 11,55 13,25 4,35 3,82 4,98 3,57 9,22
475 11,69 13,96 12,19 6,44 11,08 4,53 4,60 4,45 5,67 8,29
675 15,16 16,04 15,46 7,88 13,75 1,90 3,27 2,85 10,90 9,69
950 23,57 20,52 21,80 10,45 19,95 3,69 4,70 3,37 8,70 12,97
1150 22,15 27,98 24,31 11,06 21,91 6,17 7,22 6,80 15,20 15,87

Meédia 14,92 18,12 16,10 9,12 14,67 4,17 4,66 4,58 8,82 10,57




Quadro 4 - Estimativas dos indices de determinagio ambiental (Ia’) dos caracteres de espessura do parénquima palicadico (PP), do
parénquima lacunoso (PL), do mesofilo (MESO), das epidermes (EP), da espessura foliar total (EF) e porcentagem do
parénquima paligadico em relagdo ao mesofilo (PPM) e do parénquima palicddico (PPF), parénquima lacunoso (PLF) e
epiderme em relacdo a folha total (EPF), em plantas senescentes de seis genotipos de Bidens pilosa L. cultivados em quatro

altitudes
Caracteristicas
Genotipo PP PL MESO EP EF PPM PPF PLF EPF Média
210 0,5615 0,6296 0,6612 0,3881 0,6594 0,4649 0,4969 0,4194 0,5564 0,5375
450 0,3841 0,7924 0,7058 0,6792 0,7239 0,5355 0,2175 0,7008 - 0,5924
475 0,5114 0,5192 0,5124 0,5237 0,6193 0,5819 0,5195 0,3613 - 0,5186
675 0,6703 0,7031 0,7034 0,1998 0,6876 - 0,0711 0,2109 0,6682 0,4893
950 0,9252 0,8962 0,9368 0,7246 0,9380 - 0,1043 0,0277 0,6378 0,6488
1150 0,7643 0,9473 0,8939 0,8640 0,9003 0,6503 0,5991 0,8055 0,8522 0,8085

Meédia 0,6361 0,7480 0,7356 0,5632 0,7548 0,5582 0,3347 0,4209 0,6787 0,5992




caracteristicas percentuais, demonstrando que existe manutencdo da relacdo entre
os tecidos foliares. Estimativas negativas dos indices de determinagdio ambiental

foram desconsideradas e representadas por tragos no Quadro 4.

4.3. Caracteristicas avaliadas e respectivas respostas em magnitude e padriao de
plasticidade

A magnitude de plasticidade nos gendtipos foi, em média, crescente entre
os genotipos, tendo o genotipo 210 o menor valor (CVa = 740) e o gendtipo
1150 o maior (CVa 15,87) (Quadro 3). Pelo Ia’, estimou-se que cerca de 60% da
variabilidade devewse a altitudes (Quadro 4).

4.3.1. Espessura do parénquima pali¢adico (PP)

Nas analises individuais, os quadrados médios foram significativos apenas
nos genotipos 950 e 1150 (Quadro 2). No Quadro 3, os coeficientes de variagdo
ambiental (CVa) foram de 6,50 a 23,57, com média de 14,92, indicando
variabilidade plastica. Foram crescentes os valores de CVa com as altitudes de
origem dos genodtipos. Adotando a classificacdo das magnitudes de plasticidade
citada por SCHLICHTING e LEVIN (1984) (CVa>20% alta, 10-20% média e
<10% baixa), a magnitude de plasticidade foi média (CVa = 14,92) (Quadro 3).
Os indices de determinagdo ambiental (la’) foram, em média, altos (0,6361)
(Quadro 4). Os mesmos gendtipos tiveram os maiores valores de CVa e de Io.
No padrdo de plasticidade a resposta foi divergente, principalmente no genotipo
210 (Quadro 5), indicando que as altitudes influenciam a diferenciacdo desse

carater de maneira particular em cada gendtipo.

4.3.2. Espessura do parénquima lacunoso (PL)

Nas andlises individuais, os quadrados médios foram significativos apenas
nos gendtipos 450, 950 e 1150 (Quadro 2). Os coeficientes de variagdo ambiental
(CVa), de 1288 a 2798, indicaram média a alta plasticidade fenotipica e, em
média, detectowrse alta magnitude de plasticidade (CVa 18,12). Os valores de
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CVa foram crescentes com as altitudes de origem dos gendtipos (Quadro 3). Os
valores dos indices de determinacio ambiental (Ia’) foram altos (I& = 0,7480)
(Quadro 4). Os mesmos genotipos tiveram 0s menores € os maiores valores de
CVa e de Ia’, respectivamente, os gendtipos 475 e 1150. O padrfo de plasticidade
teve mesmo sentido de resposta, pela correlagio ser positiva (Quadro 5),
indicando que as altitudes influenciam a diferenciagdo desse parénquima de

marneira semelhante mas com intensidade distinta em cada gendtipo.

4.3.3. Espessura do mesofilo (MESO)

Nas andlises individuais (Quadro 2), os quadrados médios foram
significativos apenas nos gendtipos 950 e 1150. Os coeficientes de variagdo
ambiental (CVa), de 9,15 a 2431, indicam média a alta plasticidade fenotipica,
com valores de média de 16,10 significando que essa caracteristica teve média
magnitude de plasticidade. Os valores de CVa foram crescentes com as altitudes
de origem dos gendtipos (Quadro 3). A média de Ia (0,7356) demonstra que
mais de 73% da variacdo ¢ devido ao ambiente (Quadro 4). Os genotipos 950 e
1150 tiveram os maiores valores de CVa e de Ia’. No padrao de plasticidade
houve mesmo sentido de resposta, com correlagdes positivas (Quadro 5)
indicando que a altitude influencia diferentemente a formagdo do mesofilo de
cada genotipo.

4.3.4. Espessura das epidermes (EP)

Nas andlises individuais (Quadro 2), os quadrados médios foram
significativos apenas nos gendtipos 950 e 1150. Os coeficientes de variagao
ambiental (CVa) tiveram valores baixos (CVa <10) e médios (CVa 10 a 20), com
média de 9,12 indicando baixa magnitude de plasticidade (Quadro 3). A média de
la" (0,5632) demonstra que EP ¢ menos influenciada pelo ambiente do que os
tecidos foliares (Quadro 4). Os gendtipos de maiores valores de CVa sao os

maiores de Ia". No padrio de plasticidade o sentido foi divergente entre os pares

de gendtipos (Quadro 5).
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4.3.5. Espessura foliar total (EF)

Nas andlises individuais (Quadro 2), os quadrados médios foram
significativos apenas nos genodtipos 450, 950 e 1150. Os coeficientes de variagdo
ambiental (CVa) tiveram valores médios (CVa 10 a 20) a altos (CVa >20), com
média de 17,60 indicando média magnitude de plasticidade nessa caracteristica
(Quadro 3). A maior média das varidveis foi detectada na EF (I& = 0,7548),
demonstrando que mais de 75% da variacdo foi devida a altitude (Quadro 4). Os
maiores valores de CVa e de Ia® foram encontrados nos gendtipos 950 e 1150.
Correlagdes  positivas  indicam padrdo de plasticidade com mesmo sentido
(Quadro 5), significando que a altitude influencia a formagdo da folha de maneira

diferencial em cada gendtipo.

4.3.6. Porcentagem do parénquima pali¢adico em relacio ao mesofilo (PPM)

Nas andlises individuais (Quadro 2), os quadrados médios ndo foram
significativos. Os coeficientes de variagdo ambiental (CVa) tiveram valores
baixos (CVa < 10), com média de 4,17 indicando baixa magnitude de
plasticidade (Quadro 3). Os valores negativos foram desconsiderados e indicam
que as variagdes sao, sobretudo, devido ao genotipo (Quadro 4). Interessante
notar que a PPM foi mantida nos genotipos, com padrdo de resposta divergente
na maioria dos pares de gen6tipos (Quadro 5).

4.3.7. Porcentagem do parénquima palicadico em relacio a folha total (PPF)

Nas andlises individuais (Quadro 2), houve quadrados médios ndo
significativos. Os coeficientes de variagdo ambiental (CVa) tiveram média de
4,66, indicando baixa magnitude de plasticidade (CVa<l10) (Quadro 3). A média
entre as caracteristicas foi detectada (Ia® = 0,3347) e considerada baixa (Quadro
4). Os gendtipos de maiores valores de CVa sio os maiores de I&. A PPF foi

mantida com controle génico e o padrdo de resposta diverge na maioria dos pares

de genotipos (Quadro 5).
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4.3.8. Porcentagem do parénquima lacunoso em rela¢io a folha total (PLF)

Nas andlises individuais o quadrado médio foi significativo apenas no
gendtipo 1150 (Quadro 2). Os coeficientes de variagdo ambiental (CVa) com
valores baixos (CVa<l0) e média de 4,58 indicam baixa magnitude de
plasticidade (Quadro 3). A média detectada (& = 0,4209) demonstra que cerca
de 42% da variagdo dessa caracteristica ¢ devida a altitude (Quadro 4). O
gendtipo 1150 teve maiores valores de CVa e de Ia. O PLF ¢ controlado
geneticamente nos genotipos, com padrdo de resposta divergente nos pares de

gendtipos (Quadro 5).

4.3.9. Porcentagem da epiderme em relacao a folha total (EPF).

Nas andlises individuais o quadrado médio foi significativo apenas no
genotipo 1150 (Quadro 2). Os coeficientes de variagdo ambiental (CVa) tiveram
valores médios (CVa = 15,20) a baixos (CVa = 3,57), com média de 8,82,
indicando baixa magnitude de plasticidade (Quadro 3). As estimativas negativas
foram desconsideradas e correspondem aos gendtipos obtidos nas altitudes de
450 e 475 m e demonstraram que a variagdo € devida ao genotipo € ndo a altitude
(Quadro 4). Houve mesma direcdo no padrao de resposta da maioria dos pares de

gendtipos, demonstrando divergéncia de resposta (Quadro 5).

4.4. Coeficient e de coincidéncia (CCo)

Ao longo do crescimento e desenvolvimento da folha as regides
meristematicas  expressam  atividade génica  diferenciada, com expressio do
carater influenciada pela altitude em cada tecido formado.

As caracteristicas anatdmicas s3o expressas ao longo do crescimento e
desenvolvimento dos tecidos foliares vegetais. Devido a isso, a coincidéncia
pode ser mais evidenciada em um tecido do que em outro. Essa coincidéncia foi
quantificada com base nas médias contidas nos Quadros 6, onde os retangulos
delimitam as maiores ou menores médias que coincidem com as altitudes de

coleta dos gendtipos, sendo os valores dos CCo mostrados no Quadro 7.
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Quadro 5 - Matrizes contendo os coeficientes de correlagio de Pearson dos caracteres de espessura do parénquima palicddico (PP), do
parénquima lacunoso (PL), do mesofilo (MESO), das epidermes (EP), da espessura foliar total (EF) e porcentagem do
parénquima palicddico em relagdo ao mesofilo (PPM) e do parénquima palicadico (PPF), parénquima lacunoso (PLF) e
epiderme em relacdo a folha total (EPF), em plantas senescentes de seis genétipos de Bidens pilosa L. cultivados em quatro

altitudes
Carater PP Carater PL Carater MESO
Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 - 0,6297* 00,2687 - 0,1812™ 0,3557" 0,5723* 0,3459™ 0,5531* 03344™ 0,0846™ 0,6984* 04114" 03573 0,3276"
02927" 0,0333"™

450 0,1367™ 0,4270* 0,3283" 00,2503 02739 0,7019* 04391* 0,5360* 02515™ 0,6593* 04192" 04224™

475 0,5764* 03735 0,5751* 04262* 0,5197* 04160 0,5624* 0,4451* 0,5635*

675 04040™ 0,5041* 0,6643* 0,5216* 0,6400* 0,5339*

950 0,4947* 03741" 0,5048*

Carater EP Carater EF Carater PPM
Gendtipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,3219"  0,5906* - 0,4983* 0,0118" 0,1532™ 0,6908* 0,4099" 0,3927* 03259" 0,4790* - - 0,1734™ 0,0611™
0,0710" 0,1676" 0,2966"
450 0,1265™ 0,3386" 0,1330™ 0,2545™ 02511™ 0,6530* 03923" 04141™ - - 02473" 0,3146"
0,1289™ 0,2568™

475 0,0444™  0,6225*% 0,0295" 0,5314* 0,4697* 0,5548* - 0,4738* -
0,2988" 0,4724*

675 0,3908™ (04318* 0,6534* (,5433* - 02724

0,3214™
950 0,1634"s 0,5338*

0,1620"




Carater PPF Carater PLF Carater EPF
Genotipos 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150 450 475 675 950 1150
210 0,2858™ - - 0,0986™ - 0,5889* 0,0405™ - 0,3049™ 0,1860™ - 0,6645* 0,1061™ 0,2409" 02023
0,0824™ 04171™ 0,0555™ 0,0918™ 0,1144"
450 - - 0,1790™ 0,2675™ 0,2779™ 0,0807" 0,3063" 04181™ 0,0328™ 0,1306™ 02123" 0,4945*
04150 04161
475 - 04572* - - 0,3985™ - 0,5241* 02924™ 0,3412"
0,0679" 0,3648™ 02578 0,1233"
675 - 0,2000™ - 0,3681™ 0,1787" 0,4249"
0,2792" 0,2389™
950 - - 0,1105™
0,1630™ 0,0714™

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.
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A adaptagdo dos genétipos & altitudes onde foram coletados foi medida
pelo CCo e varia de 0 a 100%. Como, na média dos seis genotipos, o CCo foi
50,00, evidenciou-se adaptacdo intermedidria (CCo de 25 a 75%) dos gendtipos
& altitudes de origem (Quadro 7). Nota-se, no Quadro 7, dois genétipos com
baixa adaptagdo (CCo de 0 a 25%), gendtipos 450 e 675, dois com adaptacdo
intermediaria (CCo de 25 a 75%), genoétipos 210 e 475, e dois com alta adaptagdo
(CCo de 75 a 100%), genotipos 950 e 1150.

As médias dos genodtipos 210 e 475 tiveram valores ndo significativos em
todos os caracteres (Quadro 6). Apesar disso, a resposta foi coincidente nestes
gendtipos. A maior coincidéncia foi no gendtipo 1150 (CCo = 88,89). Nos
genotipos das maiores altitudes (genotipos 950 e 1150) a coincidéncia foi pela
maior média na altitude 962 m, enquanto que o gendtipo da menor altitude
(gendtipo 210), a coincidéncia foi pela menor média na altitude 198 m (Quadro
7). A variagdo nos tecidos foliares reflete a interagdo do genodtipo com a altitude e
demonstra que as folhas, bem como seus tecidos constituintes, sdo plésticas, o

que a capacita a tirar proveito dos habitats (CUTTER, 1986; GUREVITCH, 1988).

4.5. Dados climaticos

Houve diminuicdo da pressdo atmosférica com o aumento da altitude
(Quadro 8), visto que ao nivel do mar a pressio ¢ 760 mm de merctrio (Hg)
(AYOADE, 1998).

Os valores de umidade relativa do ar diminuiram aproximadamente 20%,
com o aumento da altitude (Quadro 8). A umidade relativa do ar pode variar
entre as estacoes do ano e até mesmo durante o dia, nas mesmas altitudes.

Os valores de radiacdo solar incidente aumentaram com a altitude (Quadro
8). Segundo AYOADE (1998), em altitudes elevadas, com céu claro, ha maior
radiacdo solar que nos lugares proximos ao nivel do mar, nas mesmas condi¢oes.
Isso se deve a menor interferéncia da massa de ar sobre a radiagdo solar nas
altitudes elevadas. Nos locais dos experimentos as plantas ficaram expostas a
radiacdo solar direta e as plantas de Bidens pilosa do experimento e as nativas

estavam exuberantes.
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Quadro 6 -

Meédias dos caracteres de espessura do parénquima palicddico (PP), do parénquima lacunoso (PL), do mesofilo
(MESO), das epidermes (EP), da espessura foliar total (EF) e porcentagem do parénquima palicadico em relacdo ao
mesofilo (PPM) e do parénquima paligadico (PPF), parénquima lacunoso (PLF) e epiderme em relagdo a folha total

(EPF), em plantas senescentes de seis genotipos de Bidens pilosa L. cultivados em quatro altitudes

Altitude Caracteristicas*
Genotipo de cultivo PP PL MESO EP EF PPM PPF PLF EPF
198 | 8758A | 7871A | 16629A | 32,78% 199,07A 52,97A 4421A | 3925A | 16,54A |
210 479 102,65A 99.42A 202,07A 30,914 232,98A 51,19A 4429A 4233A 13,38A
739 94.41A 83,90A 178,31A 30,05% 208,36A 53,15A 4541A 40,15A 14,44A
962 96,01A 10291A  19892A  3541A 23433A  4831A 41,02A 43,86A 15,13A
198 65,69A 57,83B 123524 2631A 149,83A 53,10A 43,73A 38,57B 17,70A
450 479 73,58A 7753AB  151,11A  31,75A 182,86A  48,95A 4045A  4221AB 17,34A
739 63,36A 64,62AB  12798A  2586A 153,84A  49,61A 41,18A  41,88AB 16,94A
962 79,35A 8521A 164,55A  31,99A 196,54A  4817A 40,33A 43 39A 16,28A
198 56,91A 56,81A 113,73A 26,39A 140,12A  49,94A 40,38A 40,51A 19,11A
475 479 63,94A 141,47A 171,934 [ 4536A [ 37,184 [ 4495A | 1822A
739 59,06A 68,76A 127,82A  27,75A 15557A  4637A 37,95A 43,83A 17,86A
962 73,57A 77.46A 151,03A  29,67A 180,69A  49,02A 40,85A 42,50A 16,65A
198 55,49A 57,63B 113,12A  2824A 141,36A  49,19A 39,17A 40,47A 20,36A
675 479 74,18A 7381AB  147,99A  27.99A 175,99A 50,05A 42,10A 41,95A 15,95A
739 60,66A  6444AB  125,10A 152,77A  4854A  39,60A  4195A 18,45A
962 76,07A 83,34A 15941A  32,53A 191,94A  47.88A 39,81A 43 39A 16,80A
198 60,71B 57,11B 117,83B 24,86B 142,69B 5133A 42,39A 40,04A 17,57A
950 479 70,10B 72,79AB  142,89B  2788AB  170,77B 49,17A 41,16A 42,52A 16,32A
739 57,17B 63,90B 121,07B 2583AB  146,90B 4731A 38,94A 4338A 17,68A
962 | 9406A | 90.83A | 18489A | 3135A | 21624A | 5090A | 4349A | 41,.92A | 1459A |
198 69,02AB  6038BC  12940AB  2636B 155,76B 5331A 44,18A 38,66B 17,16AB
1150 479 73,06AB 64,80B 137,86A  2565B  163,51AB  52,89A 44,64A 39,69B 15,68B
739 46,18B 46,49C 92,66B 24,46B 117,12B 4923A 38,85A 39,93AB 21,22A
962 | 8087A | 9039A | 17126A | 3124A | 202,50A | 46,76A | 3958A | 4486A | 1556B |

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
*Qs valores de PP, PL, MESO, EP ¢ EF sdo médias, em pm, de quatro repetigdes. Os retangulos delimitam as maiores ou menores médias

que coincidem com as altitudes de coleta dos genotipos.



Quadro 7 -  Estimativas dos coeficientes de coincidéncia (CCo) dos caracteres de
anatomicos foliares de seis genotipos de Bidens pilosa L. cultivados
em quatro altitudes

Genotipos
210 450 475 675 950 1150 Meédia

CCo 66,67 0,00 55,56 11,11 71,78 88,89 50,00

Quadro 8 - Resumo dos dados climaticos dos locais de crescimento dos seis
gen6tipos de Bidens pilosa L. Itamarati de Minas-Astolfo Dutra, MG
- Brasil. Ago-Out/2000

Altitude”  Pressdo atmosférica Umidade relativa do ar ® Radiagao solar®
(m) (mm Hg) (%) (Quilolux)
198 750,5 55 81,649
479 725,5 49 108,869
739 703,9 47 119,196
962 685.4 46 128,487

Média de dados de quatro medigdes realizadas com: PGPS 2000 XL (Magellan),
@\Weather Monitor II (Davis Instruments Corp.) ¢ “Lutron LX-101 Digital Luximeter

(Lutron).

Foi feita, ainda, a determinagio da porcentagem de luz refletida sobre a
lona plastica em relagdo a luz solar direta, sendo em média 4,15, 424, 445 e

4,56%, respectivamente nas altitudes 198, 479, 739 e 962 m.

4.6. Correlacao entre dados climaticos e caracteristicas anatomicas

No Quadro 8 encontram-se resumidos os dados climaticos dos quatro
locais onde cresceram as plantas. Esses dados refletem o microclima das altitudes

198, 479, 739 € 962 m.

Os valores das correlagdes entre os dados climaticos e os caracteres dos seis genotipos
encontram-se no Quadro 9. O aumento da pressao atmosférica e da umidade relativa do ar e a diminui¢do
da luminosidade promovem a diminui¢io da espessura dos tecidos foliares, sendo o parénquima lacunoso

0 mais afetado.
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Na porcentagem do parénquima paligddico no mesofilo (PPM) e na folha
(PPF) a correlagdo foi positiva e alta com a pressdo atmosférica e a umidade
relativa do ar, porém negativa com a luminosidade nos gendtipos 210, 450 e
1150 (Quadro 9).

A porcentagem da epiderme na folha (EPF) aumenta com a diminuigdo da
luminosidade € com o aumento da pressio atmosférica assim como da umidade
relativa do ar, exceto no gendtipo 1150. No gendtipo 450 o aumento de
luminosidade corresponde ao aumento da EPF (Quadro 9).

A espessura da folha total (EF) (Quadro 6) e a radiagdo solar (Quadro 8)
aumentam com a altitude. Segundo WHATLEY e WHATLEY (1982), quanto
maior a intensidade luminosa maior a espessura foliar, confirmando que a folha

tem plasticidade fenotipica que pode ser detectada anatomicamente.

4.7. Influéncia da altitude na espessura dos tecidos foliares

Na maior altitude (962 m) hd maior espessura dos tecidos foliares (PP, PL,
MESO, EP) (Quadro 10). A espessura desses podem se modificar com a
intensidade da radiagdo solar pois, com o aumento da altitude, aumenta a
radiagdo solar e os tecidos foliares das plantas crescidas nessas condigdes sao
mais desenvolvidos (FAILS et al, 1982). A capacidade de alterar a estrutura das
folhas em resposta a radiacdo solar ¢ comum em espécies de amplo potencial de
plasticidade fenotipica(GUREVITCH, 1988; VOLTAN et al., 1992).

A  menor altitude favoreceu a producdo percentual de parénquima
palicdidico (PPM e PPF) e de epiderme (EPF). A maior porcentagem de
parénquima  palicddico no mesofilo (PPM), confere, provavelmente, maior
potencial fotossintético. Segundo FAHN (1990), o paligadico é o parénquima
fotossintético  altamente especializado, geralmente, com mais cloroplastos que o
parénquima lacunoso. A epiderme também pode ter alteragdes relacionadas a
variagdes na intensidade luminosa. Segundo VOLTAN et al. (1992), de modo
geral, nos cultivares de café¢ avaliados, as epidermes abaxial e adaxial foram mais

espessas nas plantas submetidas amenor intensidade luminosa.
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Quadro 9 -

Correlagdo entre as médias dos dados climaticos e dos caracteres de espessura do parénquima paligadico (PP), do parénquima
lacunoso (PL), do mesofilo (MESO), das epidermes (EP), da espessura foliar total (EF) e porcentagem do parénquima
palicadico em relagdo ao mesofilo (PPM) e do parénquima paligddico (PPF), parénquima lacunoso (PLF) e epiderme em
relagdo afolha total (EPF), em plantas senescentes de seis genotipos de Bidens pilosa L. cultivados em quatro altitudes

Genotipo 210 Genodtipo 450 Genotipo 475
Caracteres Pressao UR Luz Pressao UR Luz Pressao UR Luz

PP -0,3975™ -0,6215™ 0,5722" -0,5188™ -0,4627" 0,5169™ -0,7653™ -0,6779™ 0,7363™
PL -0,6299" -0,6725™ 0,6926™ -0,7209™ -0,7305™ 0,7597" -0,7238™ -0,8372™ 0,8270™
MESO -0,5782" -0,6888™ 0,6848"™ -0,6556™ -0,6405™ 0,6796™ -0,7841™ -0,8126™ 0,8330™
EP -0,3225" -0,0668™ 0,1709™ -0,4263™ -0,4646™ 0,4893™ -0,5206™ -0,6598™ 0,6456™
EF -0,6001™ -0,6724™ 0,6825™ -0,6254™ -0,6180™ 0,6553™ -0,7635™ -0,8036™ 0,8206™
PPM 0,6644™ 0,5591™ -0,6252™ 0,8605™ 0,9466* -0,9391* 0,1693™ 0,4657" -0,3713™
PPF 0,5312™ 0,3349™ -0,4260™ 0,7995" 0,9188%* -0,9009* -0,0897™ 0,2185™ -0,1137"
PLF -0,7129" -0,7033™ 0,7392™ -0,9008* -0,9613* 0,9614* -0,3862™ -0,6519™ 0,5751™
EPF 0,3663™ 0,6315™ -0,5579™ 0,9771%* 0,8718"™ 0,9190* 0,8824™ 0,8368™ -0,8775™

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.



Quadro 9 - Cont.

Genoétipo 675 Genotipo 950 Genotipo 1150
Caracteres Pressdo UR Luz Pressado UR Luz Pressdo UR Luz
PP -0,6225™ -0,6813™ 0,6958™ -0,6440™ -0,5113™ 0,5852™ -0,0361™ 0,0660™ 0,0013™
PL -0,7754" -0,7599™ 0,7958™ -0,7997" -0,7292" 0,7814™ -0,4633™ -0,3041™ 0,3874™
MESO |-0,7100™ -0,7300™ 0,7559™ -0,7245" -0,6198™ 0,6843" -0,2797" -0,1421™ 0,2205™
EP -0,6624™ -0,4547" 0,5452™ -0,7657" -0,6920™ 0,7464™ -0,5331™ -0,3161™ 0,4114™
EF -0,7244" -0,7220™ 0,7552™ -0,7284™ -0,6263™ 0,6899™ -0,3034" -0,1580™ 0,2384™
PPM 0,7267" 0,4945™ -0,5655™ 0,2804" 0,4945™ -0,4071™ 0,9494%* 0,8100™ -0,8602™
PPF 0,0147™ -0,2391™ 0,1799™ -0,0153™ 0,1901™ -0,0975™ 0,8367™ 0,7347" -0,7568™
PLF -0,9469* -0,9145%* 0,9462* -0,6447™ -0,8317™ 0,7684™ -0,8486™ -0,6938™ 0,7655™
EPF 0,5704™ 0,7214" -0,7009™ 0,6548™ 0,5599™ -0,6233™ -0,0656" -0,1115™ 0,0615™

* = Significativo a 5% de probabilidade; ns = ndo significativo, pelo teste T.



Quadro 10 - Meédias dos caracteres de espessura do parénquima palicadico (PP),
do parénquima lacunoso (PL), do mesofilo (MESO), das epidermes
(EP), da espessura foliar total (EF) e porcentagem do parénquima
palicaddico em relagdo ao mesofilo (PPM) e do parénquima palicadico
(PPF), parénquima lacunoso (PLF) e epiderme em relagido a folha
total (EPF), em plantas senescentes de seis genétipos de Bidens
pilosa L. cultivados em quatro altitudes

Altitude Caracteristicas™
PP PL MESO EP EF PPM PPF PLF EPF
198m 6590C 61,41C 127,31C 2749BC 154,80C 51,64A 42,34A 39,58B 18,07A
479m 76,225B 77,65B 153,90B 29,10B 183,00B 49,60B 41,64AB 4227A 16,09B
739m  6348C 6535C 128,82C 26,94C 155,76C 49,03B 40,32B 41,85A 17,83A
962m 8332A 88,36A 171,68A 32,03A 203,71A 48,51B 4085AB 43,32A 15,83B

As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
*Qs valores de PP, PL, MESO, EP ¢ EF sao médias, em m, de quatro repetigoes.

A tendéncia de aumento percentual do parénquima lacunoso com o
aumento da altitude (Quadro 10) pode estar relacionada a diminuigdo da
concentracdo de CO, nas altitudes. Com a diminuigdo da concentragdo de CO,
atmosférico, ocorrida pelo aumento da altitude, ¢ a diminuicdo da pressdo
atmosférica, que favorece as trocas gasosas (PENNING DE VRIES, 1989;
JONES, 1994), a folha responde plasticamente com o aumento do parénquima
palicddico, por nele estar contido as cémaras subestomdticas destinadas a
recepcdo e disponibilizagdio do CO, do parénquima paligddico ao parénquima

lacunoso (TAIZ e ZEIGER, 1991).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A espessura dos tecidos foliares de Bidens pilosa em microscopia de luz
foi determinada em analisador de imagens e subsidiaram o estudo da plasticidade
fenotipica.

Tendo em vista que a folha ¢ o Orgdo mais plastico da planta, sendo
responsavel pela sintese de compostos Uteis ao crescimento vegetal € ao homem,
como medicinal, foi estudada a anatomia foliar de Bidens pilosa, enfatizando a
espessura dos tecidos, em genotipos crescidos em quatro altitudes.

Os genotipos utilizados foram provenientes de seis altitudes (210, 450,
475, 675, 950 e 1.150 m), propagados por cultura de tecidos e os clones crescidos
em vasos em quatro altitudes, em mesmo solo, irrigacdo e delineamento. A
distancia entre as altitudes de conducdo do experimento era inferior a 10 km.

As andlises de cada gendtipo em cada altitude foram feitas em folhas de
oito plantas, sendo quatro repeticdes com duas plantas por parcela. Ao considerar
0s seis gendtipos e as quatro altitudes, totalizam 48 plantas por altitude e 192 nas
quatro altitudes, sendo essas conduzidas na mesma época.

A anatomia foliar foi semelhante com uma camada de células ma epiderme
superior, inferior e parénquima paligddico e trés a cinco camadas de parénquima
lacunoso.

Os resultados permitiram as seguintes conclusoes:

1) Pelos estimadores da plasticidade as altitudes influenciam a resposta
anatdbmica e cada gendtipo respondeu de modo distinto & variagdes da

altitude;
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2)

3)

4)

S)

6)
7)

cm

Pelo CCo os caracteres anatomicos coincidiram em 50%, com a resposta a
altitude semelhante a de coleta, indicando adaptagdo intermediaria entre os
genotipos e suas respectivas altitudes de origem;
A magnitude e o padro de plasticidade foram especificos em cada genétipo.
Estimou-se, pelo Ia’, que cerca de 60% da variagio anatdmica foi devido ao
efeito da altitude;
O aumento da pressdo atmosférica e da umidade relativa e a diminuigdo da
luminosidade promovem a diminuigdio da espessura dos tecidos foliares,
sendo o parénquima lacunoso o mais afetado;
Na maior altitude (962 m) houve maior espessura dos tecidos foliares;
A menor altitude favoreceu a producdo percentual de parénquima paligadico
e de epiderme.

Conclui-se que a altitude influencia na plasticidade fenotipica cujo estudo

plantas medicinais ¢ importante na selecdo de gendtipos, que possuem ampla

variabilidade anatdmica que possibilite inferir o valor adaptativo do cardter a ser

selecionado.
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CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados das analises dos sistemas isozimaticos ACP, a-EST, [3-

EST, GOT, PO, SKDH e SOD utilizados na caracterizacdo € nas estimativas de

distincia genética entre 46 individuos de Bidens pilosa, coletados em nove

altitudes (210, 450, 475, 675, 795, 800, 875, 950 e 1.150 m), conclui-se:

1) Os sete sistemas testados foram polimorficos;

2) As variagdes ocorreram entre acessos € entre individuos do mesmo acesso;

3) A variabilidade detectada permitiu separar individuos de todos os acessos em
padrdes individuais;

4) O sistema 0-EST foi o que melhor separou os acessos;

5) O sistema PO revelou maior variagao entre os individuos de mesmo acesso;

6) O Meétodo de Otimizacdo de Tocher permitiu a formacdo de dez grupos: os
grupos [ e VI, respectivamente com individuos dos acessos 210 e 795; os
grupos IV e VII, com individuos de mesmo acesso; os grupos II, Il e V, com
individuios de dois ou mais acessos € os grupos VI, IX e X, com um
individuo cada.

Pelos resultados da micropropagacdo, da influéncia de cinco niveis de

BAP (0,0, 0,5, 1,0, 1,5 ¢ 2,0 mg L'l) na multibrotacdo ¢ da aclimatacdo de clones

de seis gendtipos (coletados nas altitudes 210, 450, 475, 675, 950 e¢ 1.150 m)

selecionados por meio de anlises isozimaticas, conclui-se:

7) A micropropagacdo de Bidens pilosa é viavel, pois seu desenvolvimento ¢
eficiente mesmo em meio basico MS sem adicdo de reguladores de

crescimento;
220



8) Com ou sem BAP ha multibrotamento dos explantes;

9) BAP causou efeito inibitorio na formagdo das raizes e provocou formagdo de
calo na extremidade do explante em contato com o meio, indicando efeito
toxico de BAP nas concentracOes utilizadas;

10)Em meio MS sem BAP, os genétipos analisados tiveram comportamentos
diferenciados quanto ao numero de brotos e a altura média do caule, fatores
diretamente relacionados ao numero de explantes de cada subcultivo;

11) O método de aclimatacdo feito em trés fases: fase 1 com substrato liquido
(4gua), fase 2 e fase 3 com substratos solidos, respectivamente areia e
terraareia:himus:esterco  (proporgdo  6:2:1:1)  foi  eficiente,  obtendo-se
plantulas suficientes.

Pelos resultados da plasticidade fenotipica, estimada em magnitude, pelo
coeficiente de variagdo ambiental (CVa) e pelo indice de determinacdo ambiental
([az), e em padrao de resposta, e do coeficiente de coincidéncia (CCo), que
estima o grau de adaptacdo entre as altitudes de origem dos gendtipos (210, 450,
475, 675, 950 e 1.150 m) e as altitudes de cultivo (198, 479, 739 e 962 m),
caracteres morfométricos de plantas crescidas em quatro altitudes e colhidas em
quatro estadios reprodutivos  (florescimento, inicio de frutificagdo, frutificagdo
plena e senescéncia), conclui-se:

12) A altitude influencia os caracteres morfométricos de Bidens pilosa;

13) A mesma caracteristica nos genétipos pode variar em funcdo da altitude e do
estadio reprodutivo, demonstrando plasticidade fenotipica espacial (altitude) e
temporal (estadio). Os mesmos pares de gendtipos sdo afetados em suas
caracteristicas pela altitude de maneira particular nos estadios reprodutivos
em cada genotipo;

14) A magnitude e o padrdo de plasticidade foram especificos em cada genotipo,
podendo diferir entre os estadios reprodutivos e estimou-se que cerca de 83%
da variagao foi devido ao efeito da altitude;

15)Na verificagdo do grau de adaptacdo dos gendtipos & suas altitudes de coleta,
utilizando-se o CCo, determinowse que os caracteres coincidiram em cerca
de 53% com a resposta a altitude semelhante a de coleta, significando
adaptagdo intermedidria arespectiva altitude de origem;
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16)A folha foi o orgdo adaptativo mais plastico, tendo o numero de folhas o
maior CCo e a massa seca foliar, o menor;

17) Os vabres de SPAD (SP), que mede a quantidade relativa de clorofila, foram
crescentes, de acordo com o aumento da altitude, e decrescentes, de acordo
com o estadio reprodutivo;

18)Os efeitos da plasticidade foram relevantes com relacdo ao numero de folhas
em | grama e a drea foliar, bem como ao numero de folhas por planta,
significando que importa a altitude de cultivo e o estddio reprodutivo da
planta a ser utilizado nos preparados medicinais e considerar esses parametros
quando da sele¢do dos melhores gendtipos.

Pelos resultados da plasticidade fenotipica, estimada em magnitude e em
padrdo de resposta e em coeficiente de coincidéncia (CCo), dos caracteres de
fitofirmacos (4cido clorogénico e 4cido caféico) de plantas crescidas em quatro
altitudes e colhidas em quatro estadios reprodutivos e a correlagdo entre os
caracteres e os dados climaticos de cada altitude, conclui-se:

19) Bidens  pilosa possui plasticidade fenotipica passivel de ser detectada
quimicamente;

20)A folha ¢ o orgdo que possui maior quantidade de &cido clorogénico e caféico
por grama de matéria seca;

21)Pelos estimadores da plasticidade as altitudes influenciam a producdo dos
fitofarmacos e cada gendtipo apresentou resposta de acordo com a altitude;

22)A magnitude e o padrdo de plasticidade foram especificos em cada gendtipo,
podendo diferir dentro do mesmo gendtipo em fungdo do estadio reprodutivo;

23)Pelo CCo, os caracteres coincidiram em cerca de 45% com a resposta a
altitude semelhante a de coleta, revelando adaptagio intermediaria dos
gendtipos & altitudes de origem;

24)O 4cido clorogénico e o 4cido caféico tm correlagio negativa com a
temperatura e a evaporagao € positiva com a pluviosidade;

25)Ha diferenca de producdo desses compostos nos estadios de desenvolvimento
da planta, sendo o estadio de inicio de frutificacdo o melhor;

26) Na maior altitude a producdo conjunta desses compostos ¢ maior.
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Pelos resultados da plasticidade fenotipica, estimada em magnitude (Ia) e
em padrdo de resposta e em coeficiente de coincidéncia (CCo), dos caracteres
anatomicos foliares de plantas crescidas em quatro altitudes e colhidas em quatro
estadios reprodutivos e a correlagdo entre esses caracteres ¢ os dados climaticos
de cada altitude, conclui-se:
27)Pelos estimadores da plasticidade as altitudes influenciam a resposta

anatomica e cada gendtipo respondeu de modo distinto & variagdes da
altitude;

28)Pelo CCo os caracteres anatdmicos coincidiram em 50%, com a resposta a
altitude semelhante a de coleta, indicando adaptagdo intermediaria entre os
genotipos e suas respectivas altitudes de origem;

29) A magnitude ¢ o padrio de plasticidade foram especificos em cada gendtipo.
Estimou-se, pelo Ia’, que cerca de 60% da variagio anatomica foi devido ao
efeito da altitude;

30)O aumento da pressdo atmosférica e da umidade relativa e a diminuicdo da
luminosidade promovem a diminuigio da espessura dos tecidos foliares,
sendo o parénquima lacunoso o mais afetado;

31) Na maior altitude (962 m) houve maior espessura dos tecidos foliares;

32) A menor altitude favoreceu a produgdo percentual de parénquima palicddico e
de epiderme;

Conclui-se, ainda, que a altitude influencia na plasticidade fenotipica cujo
estudo em plantas medicinais ¢ importante na selecdo de gendtipos, que possuem
ampla variabilidade genética, morfologica, de fitofsrmacos e anatomica que

possibilite inferir o valor adaptativo do carater a ser selecionado.
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APENDICE A

1. Composi¢cdo da solucdo-tampao empregada na extragdo de enzimas de
Bidens pilosa L.

1.1. Solugdo-tampao niimero 1 (ALFENAS et al., 1991)

Fosfato de sddio bibasico (0,034 M) 0,60 g
Sacarose (0,2 M) 7,00 g
PVP-40 (polivinilpirrolidona) (2,56%) 2,56 ¢
DTT (ditiotreitol) (3,0 mM) 0,05 g
L-4cido ascorbico (5,7 mM) 0,10 g
DIECA (dietilditiocarbamato de sodio) (5,8 mM) 0,10 g
Bissulfito de sédio (2,6 mM) 0,05 g
Borato de sodio (borax) (2,5 mM) 0,05 g
2-mercaptoetanol (0,2%) 0,20 mL
Polietilenoglicol-6000 (1,0%) 1,00 g
Agua deionizada (ou destilada) (g.s.p.) 100,00 mL

Durante a  trituracdo  adiciona-se  aproximadamente 30 mg de  PVPP
(polivinilpolipirrolidona) com a finalidade de remover compostos fenolicos e
aumentar a estabilidade das enzimas.
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1.1. Solugao-tampao niimero 3 (ALFENAS et al., 1991)

Tris-HCI (0,2 M, pH 8,0) 100,000 mL
Tetraborato de sodio (0,014 M) 0,280 ¢
Bissulfito de sédio (4,2 mM) 0,080 g
L-4cido ascorbico (0,057 M) 1,000 g
Bissulfito de sodio (2,5 mM) 0,047 g
DIECA (dietilditiocarbamato de sodio) (6,0 mM) 0,102 ¢

Antes de wusar, adicione 8 g de PVP-40 (polivinilpirrolidona) e 6-8 gotas de 2-
mercaptoetanol; o pH deve ser 7,5.

2. Protocolo de detecgao da atividade enzimatica

2.1. Incubar no escuro, atemperatura de 37 °C, até a revelagdo das bandas

a) Fosfatase 4cida (ACP - EC 3.1.3.2) (Brewbaker et al, 1968 - modificado por
HILDEBRANT et al., 1980)

o - natftil fosfato 100,0 mg
“Fast gamet GBC salt” 50,0 mg
Cloreto de magnésio 25,0 mg
Cloreto de sodio 500,0 mg
PVP-40 (polivinilpirrolidona) 125,0 mg
Tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0 500,0 mL

b) a-Esterase (EST - EC 3.1.1.-) (SOLTIS et al., 1983), modificado

o - naftil acetato 20,0 mg
dissolver em:

Acetona 1,0 mL
Tampao fosfato 1,0 M, pH 6,0 5,0 mL
Agua destilada 45,0 mL
“Fast blue RR salt” 50,0 mL

c) B-Esterase (EST - EC 3.1.1.-) (SOLTIS et al., 1983), modificado

[ - naftil acetato 20,0 mg
dissolver em:

Acetona 1,0 mL
Tampao fosfato 1,0 M, pH 6,0 5,0 mL
Agua destilada 45,0 mL
“Fast blue RR salt” 50,0 mL
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d) Glutamato oxoloacetato transaminase (GOT - EC 2.6.1.1) (SOLTIS et al., 1983),
modificado

Acido L-aspartico 100,0 mg
Acido a-cetoglutérico 100,0 mg

Ajuste o pH a 8,0, adicionando NaOH (1 M) e, em seguida:

Pyridoxal 5’-fosfato 2,5mg
“Fast blue BB salt” 50,0mg

) Chiquimato desidrogenase (SKDH - EC 1.1.1.25) (SOLTIS et al., 1983)

Acido chiquimico 100,0 mg
NADP", Na, 20mL (20,0 mg)
MTT ou NBT 20mL (20,0 mg)
PMS (Fenazina metosulfato) 20mL (2,0 mg)
Tris-HC1 0,1 M, pH 8,5 (q.s.p.) 100,0 mL

f) Superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1) (SOLTIS et al., 1983)

Riboflavina 40mg
EDTA (Etilenodiaminatetraacetato), Na, 300,0 mg
MTT ou NBT 20mL (20,0 mg)
Tris-HC1 0,05 M, pH 8,5 (g.s.p.) 100,0 mL

2.2. Incubar no escuro, atemperatura de +4 °C, até a revelagdo das bandas

a) Peroxidase (PO - EC 1.11.1.7) (SOLTIS et al., 1983), modificado

3-amino-9-etil-carbazole 50,0 mL
Dimetilformamida (DMF) 2,5 mL
Tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0 95,0 mL
CaClL, 0,1 M 2,0 mL
H,0, em 3% 2,0 mL
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APENDICE B

Sais constituintes do Meio basico d¢ MURASHIGE e SKOOG (1962)

Sais Concentragio (mg L)
NH,NO;, 1.650,0
KNO;, 1.900,0
CaCl,.2H,0 440,0
MgSO0,.7H,0 370,0
KH, PO, 170,0
Na,EDTA 37,3
FeSO,.7H,0 27,8
H; BO, 6,2
MnSO,.4H,0 223
ZnS0,.7H,0 8,6
KI 0,83
Na,Mo00,.2H,0 0,25
CuS0O,.5H,0 0,025
CoCl, .6H,0 0,025
Suplementagao

Glicina 3,0
Acido nicotinico 0,5
Tiamina 1,0
Piridoxina 0,5
Inositol 100,0
Sacarose 30.000,0
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