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O homem se torna muitas vezes o que ele
acredita que é. Se eu insisto em repetir
para mim mesmo que ndo posso fazer
uma determinada coisa, € possivel que eu
acabe me tornando realmente incapaz de
fazé-la. Ao contrario, se tenho a
conviccdo de que posso fazé-la,
certamente adquirirei a capacidade de
realiza-la, mesmo que ndo a tenha no
COmeco.

Mahatma Gandhi
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Resumo

A morfologia das folhas sempre desempenhou papel importante na taxonomia vegetal,
particularmente, representando uma possibilidade de auxilio no reconhecimento de grupos
taxonémicos definidos, predominantemente, com base em caracteres reprodutivos como o
género Spathicarpa Hook. (Araceae). O presente estudo teve como objetivos: descrever o
padrdo de arquitetura foliar e caracterizar, segundo aspectos morfométricos, utilizando a
Analise Eliptica de Fourier, as folhas de Spathicarpa gardneri Schott, S. hastifolia Hook.,
S. lanceolata Engl. e S. sagittifolia Schott, visando caracteristicas diagnosticas vegetativas
para 0 género. Foram amostradas 48 folhas pertencentes a Spathicarpa gardneri, 54 a S.
hastifolia, 48 a S. lanceolata e 35 folhas de S. sagittifolia, todas retiradas de nove acessos
diferentes, totalizando 185 folhas amostradas. Em linhas gerais, a técnica de diafanizacéo
consistiu inicialmente em submeter folhas frescas, estocadas em alcool etilico 70% com
detergente comercial, ao hidroxido de sodio (5%) e hipoclorito de sodio (5%) para
clareamento e alvejamento, respectivamente. Em seguida, estas passaram por uma bateria
de desidratacdo etandlica crescente (10 a 100%) e por uma série com Xileno (xileno-etanol
100% 1:1 e xileno). Foram entdo coradas com safranina e colocadas novamente em xileno-
etanol 100% 1:1 para diferenciar. Para a Andlise Eliptica de Fourier, os contornos foliares
foram reconstruidos digitalmente através de 20 harménicas. Os coeficientes normalizados
obtidos foram tratados como variaveis capazes de representar o contorno das 185 folhas em
um espaco bidimensional, bem como as variacBes potenciais da forma existentes. Estas
variaveis foram testadas estatisticamente através de analises multivariadas. Das quatro
espécies estudadas, somente S. lanceolata apresenta caracteristicas foliares diagndsticas,
ndo sendo possivel diferenciar, com base na arquitetura das folhas nem atraves da Analise

Eliptica de Fourier dos contornos foliares, as demais espécies.

Palavras-chave: “Técnica de diafanizacdo”, “Arquitetura foliar”, l6bulos, morfometria,

“Analise Eliptica de Fourier”



Abstract

The study of leaf morphology has always played a significant role in plant taxonomy,
especially in the identification of taxa which are defined by reproductive characteristics
such as genus Spathicarpa Hook. (Araceae). The present study has as its objective: to
describe leaf architechture patterns and to characterize by morphometric methods the leaves
of Spathicarpa gardneri Schott, S. hastifolia Hook., S. lanceolata Engl. and S. sagittifolia
Schott in a search for vegetative taxonomically diagnostic characters in the genus. A total
of 185 specimens were sampled, 48 of S. gardneri, 54 of S. gardneri, 48 of S. lanceolata,
and 35 of S. sagittifolia, collected from 9 different accessions growing under the same
environmental conditions. Along general lines, the successful leaf clearing technique
developed involved initially maintaining leaves in ethyl alcohool 70% with comercial
detergent, sodium hydroxide (5%) and sodium hipochloride for clearing and whitening,
respectively. The leaves were then run through a dehydration ethanol series (10 to 100%)
and through a xylene series (xylene-ethanol 100% 1:1 and xylene). As a last step, leaves
were died with safranin and then put again into xylene-ethanol 100% 1:1 to differentiate.
Leaf countours were digitally reconstructed using Fourier elliptic analysis with 20
harmonics. The normalized coeficients obtained were treated as variables capable of
representing the contour of the 185 leaves in bidimensional space, as well as potential leaf
contour variation. These variables were treated statistically by multivariate analysis.
Amongst the four species treated, only S. lanceolata presents diagnostic leaf characteristics.
It is not possible to differentiate, neither on the basis of leaf architecture nor Fourier elliptic
analysis of leaf contours, amongst the remaining three species. These results show that
morphological circumscription of species S. gardneri, S. hastifolia and S. sagittifolia based

on leaf characters is not possible.

Key words: “Technique for leaf clearing”, “leaf architecture”, lobules, morphometrics,

“Elliptic Fourier Analysis”
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Capitulo 1

Descricao da arquitetura
foliar de Spathicarpa Hook.
(Araceae)



Introducéo

As folhas sdo, tipicamente, estruturas simétricas bilateralmente achatadas,
oriundas das células laterais do meristema apical do caule (HARPER & FREELING,
1996) em um padrdo caracteristico que varia com a espécie. Exibem variados graus de
complexidade, distribuidos entre estruturas simples e altamente subdivididas (SINHA,
1999) e podem diferir ndo somente entre individuos de uma mesma populacdo, mas
dentro da mesma planta. (MCCAULEY & EVERT, 1988; SMITH & HAKE, 1992).

A morfologia das folhas sempre desempenhou papel importante na sistematica
vegetal como um todo, particularmente para caracterizar e identificar taxa onde a
variacdo nas estruturas florais ndo € informativa (STACE, 1989). As caracteristicas
foliares também podem ser utilizadas em estudos evolutivos, sendo consideradas t&o
Uteis quanto caracteristicas florais, morfologia do pdlen e a maioria das caracteristicas
anatdmicas utilizadas tradicionalmente na sistemética (HICKEY & TAYLOR, 1991).

A caracterizacdo da arquitetura das folhas de dicotileddneas e algumas
monocotileddneas, no que diz respeito a forma e outros elementos ligados a expressao
da estrutura foliar, como a venacdo, tem se desenvolvido como resultado de uma
pesquisa profunda visando a identificacdo de fdsseis (HICKEY, 1973). A
incorporacdo deste sistema na corrente sistematica representou grande avango nas
possibilidades de classificacdo e diferenciagdo de grupos problematicos (LEAF
ARCHITECTURE WORKING GROUP, 1999).

A compreensdo da arquitetura das folhas, através da diafanizacdo®, pode
fornecer importantes subsidios taxondmicos, correntemente utilizados por diversos
autores. DICKINSON (1987) estudou a morfologia e a anatomia das Staphyleaceae.
HERSHKOVITZ (1992) utilizou a morfologia foliar para propor que Cistanthe
tweedyi permaneca em Cistanthe, rejeitando sua transferéncia para Lewisia
(Portulacaceae). DEDE (1962) estudou 80 géneros de Rutaceae, apresentando sete
tipos de venacdo basicos baseados na relagdo espacial existente entre o padrdo de
venagdo e as cavidades secretoras. HICKEY & TAYLOR (1991) forneceram uma

> A diafanizago consiste em tratar amostras bioldgicas de modo a torna-las semitransparentes. E muito
utilizada no estudo da venacdo, epidermes, estruturas reprodutoras, etc. Existem diferentes
metodologias para a diafanizacdo de folhas que variam enormemente, desde os reagentes utilizados
para alvejamento (misturas que degradam diversos compostos, como por exemplo pigmentos, entre
outros), & duracdo da etapa de desidratacdo (retirada da édgua dos tecidos, empregando-se, em geral,
solugdes alcodlicas crescentes), e com relacdo ao meio de montagem (KRAUS & ARDUIN, 1997).



concisa e acurada descricdo da arquitetura foliar de Ticodendron (Ticodendraceae),
além de inferirem um padrdo evolutivo e postularem relacionamentos filogenéticos
com algumas familias e géneros proximos.

As folhas das Araceae sd0, comumente, descritas com base em
particularidades da forma da folha, das bainhas e dos peciolos (GONCALVES, 1997 e
GONGCALVES, 2002), mas outras abordagens foram utilizadas por outros autores.
RAY (1987a, 1987b e 1988) classifica os tipos foliares com base em seu
relacionamento com a organizacdo dos ramos, ou seja, 0s termos aplicados nédo
descrevem aspectos da folha, mas caracteristicas dos caules e de como estas folhas
estdo inseridas. MURATA et al. (1990), considerando a organizagdo dos ramos
(filotaxia, posicdo relativa das folhas e catafilos e padrdes de elongamento) e
peculiaridades na ramificacdo e na producéo das folhagens e das inflorescéncias, além
do namero de cromossomos, propde mudangas na classificacdo do género Typhonium.

Além disso, as Araceae apresentam acentuado polimorfismo foliar. RAY
(1987b) reconhece dois ciclos de producdo de folhas morfologicamente distintas
(heterofilia) em Syngonium. RAY (1990), estudando os padrBes de desenvolvimento
das folhas, apresenta aspectos de producdo foliar relacionados com isomorfia,
alomorfia e metamorfose, neste Gltimo ressaltando a ocorréncia de abrupta mudanca
na forma foliar.

Assim, Araceae ¢ uma familia na qual séo evidentes padrdes elaborados de
desenvolvimento dos ramos e producdo das folhas, tendo estes reais implicacfes
taxondmicas. Porém, sdo necessarios mais estudos voltados para a morfologia foliar,
sobretudo, sobre a arquitetura foliar que pode ocasionar avangos nas possibilidades de
classificacdo e diferenciacdo de grupos problematicos, notoriamente presentes em
Araceae.

Ressalta-se ainda a dificuldade de identificacdo das espécies de Araceae
somente com critérios vegetativos, pois as caracteristicas diagndsticas sdo muitas
vezes florais, sendo necessario, até mesmo, o cultivo até o florescimento para uma
adequada determinacdo (CROAT, 1985).

A tribo Spathicarpeae, restrita a América do Sul, representa um dos grupos
mais pobremente compreendido dentro das Araceae. Oito géneros tém sido
reconhecidos na Tribo: Asterostigma Fisch. & C.A. Mey., Gearum N.E.Br.,
Gorgonidium Schott, Mangonia Schott, Spathantheum Schott, Spathicarpa Hook.,
Synandrospadix Engl. e Taccarum Brongn. ex Schott (GONCALVES, 2002).



O género Spathicarpa é amplamente distribuido no Brasil extra-amazénico,
ocorrendo do Ceara ao Rio Grande do Sul, além da Argentina, Paraguai, Uruguai e
Bolivia, em altitudes de 0 a 1100m. E composto, em sua maioria, por ervas geofitas,
crescendo em solos bem drenados e por uma espécie helofitica (Spathicarpa
lanceolata Engl.), que ocorre em banhados no sul do Brasil e Paraguai
(GONCALVES, 2002).

GONCALVES (2002) utilizou dois marcadores moleculares (trnL-F e matK),
uma matriz fenotipica e combinac@es destes para construir um cladograma da Tribo
Spathicarpeae. O clado contendo o género Spathicarpa apresenta-se monofilético,
com quatro espécies reconheciveis: S. gardneri Schott, S. hastifolia Hook., S.
lanceolata Engl. e S. sagittifolia Schott.

Porém, apesar de distintas do ponto de vista molecular, quanto a descri¢cdo
morfoldgica destas quatro espécies, GONCALVES (2002), sobretudo considerando 0s
aspectos vegetativos, apresentou algumas consideracdes importantes: S. hastifolia é
uma espécie de grande polimorfismo foliar, fato que causa dificuldades de
circunscricdo da espécie, principalmente com relacdo a S. gardneri e S. sagittifolia.
Spathicarpa lanceolata parece ser uma espécie bem distinta dentro do género, tanto
do ponto de vista morfoldgico, quanto ecoldgico.

O presente trabalho tem como objetivos: apresentar um método eficiente para
diafanizacdo de folhas similares as de Spathicarpa; descrever o padrdo de venacao das
folhas de Spathicarpa gardneri, S. hastifolia, S. lanceolata e de S. sagittifolia; e testar
a utilizacdo da arquitetura foliar de Spathicarpa como ferramenta taxonémica capaz
de fornecer caracteristicas diagnosticas vegetativas entre estas quatro espécies.

Material e Métodos

As folhas de Spathicarpa gardneri Schott, S. hastifolia Hook., S. lanceolata
Engl. e S. sagittifolia Schott foram coletadas de amostras cultivadas, localizadas no
Instituto Plantarum, em Nova Odessa, S&o Paulo (47°19°51°W e 22°47°20’’S). A
temperatura média anual é de 26°C, oscilando entre a minima de 10°C e maxima de
35°C. A umidade relativa média é de 76% e a precipitacdo pluviométrica é de 1.317

mm/ano. A altitude média é de 540m.



A prética de diafanizacgdo foi realizada no Herbario da Universidade de Brasilia
(UB). Para cada uma das quatro espécies, foram retiradas folhas consideradas
maduras, ou seja, plenamente desenvolvidas, estando estas, em sua maioria, intactas e
sem ferimentos. Foram diafanizadas 48 folhas pertencentes a Spathicarpa gardneri,
54 a S. hastifolia, 48 a S. lanceolata e 35 folhas de S. sagittifolia, totalizando 185
folhas amostradas. As folhas foram diafanizadas inteiras para que ndo ocorresse
qualquer distor¢do da venagdo ou da forma da folha como um todo, decorrente do
processo de montagem de pedacos.

A técnica de diafanizacdo adotada (e descrita a seguir) foi uma modificagdo da
proposta por SHOBE & LERSTEN (1967), na qual, em linhas gerais, ao alcool etilico
foi adicionado detergente comercial (lava-lougas, principios ativos: acido sulfénico e
lauril éter sulfato de sodio) e o cloral hidratado foi substituido por hipoclorito de
sodio, além de ndo ser utilizado o corante fast green. Assim, a técnica utilizada no

presente estudo consistiu em:

e Estocar folhas frescas em alcool etilico 70% com cerca de 5-10ml de detergente
comercial (lava-loucas), até que os pigmentos sejam completamente ou parcialmente
retirados (periodo de 25 a 60 dias);

e Retirar da solucdo; lavar em agua destilada até a completa remocéo do fixador e do
detergente (3 trocas, 10 min cada);

e Colocar em solucdo de soda, utilizando bandejas plasticas de tamanho suficiente
para manter as folhas inteiras estendidas, contendo hidroxido de sédio 5% por um
periodo de 8 a 12 horas®;

e Apds este periodo, retirar da solucdo; lavar as folhas em &gua destilada (novamente,
3 trocas, 10 min cada);

e Colocar as folhas em bandejas plasticas contendo solucdo de Hipoclorito de Sodio a
5% (Agua sanitaria comercial; cerca de 2% de cloro ativo) por 6 a 12 horas;

e Lavar em agua destilada (3 trocas, 10 min cada);

e Desidratar em série etanolica crescente (10, 30, 50, 70, 90 e 100%; 1 hora cada);
entre as trocas de alcool o material deve passar diretamente de solucéo para solugéo;

e Passar em xileno-etanol 100% 1:1 (2 horas);



e Corar de 10-20 segundos com safranina (1%);
e Diferenciar o material por cerca de 72 horas em xileno-etanol 100% 1:1; e
finalmente

e Passar em xileno (1 hora);

Cada folha diafanizada foi montada em I&minas de vidro temporéarias. A
montagem em duas laminas foi utilizada para prevenir eventuais distorgdes
dimensionais na posterior aquisicdo das imagens, estando as amostras, apdés a
secagem, basicamente, planificadas. As laminas foram secas em estufa a 45°C por
cerca de 36 horas. Algumas laminas permanentes foram feitas utilizando verniz
acrilico da Acrilex que apresenta boa transparéncia, custo bastante reduzido, porém
secagem lenta.

As laminas montadas foram fotografadas digitalmente, em diferentes niveis de
detalhamento (folha inteira e por¢cdes menores para evidenciar padrdes acurados na
venagdo) utilizando uma cémera SONY Cyber Shot, Modelo DSC-P200 com
resolucdo de 7.2 MegaPixels. As fotografias foram tiradas na maior resolucéo,
manualmente, com a camera posicionada ortogonalmente as laminas de vidro, deste
modo, reduzindo distor¢des no real posicionamento das nervuras e na forma das
folhas como um todo (ROHLF, 2003). Algumas destas fotografias foram tratadas,
digitalmente, com o auxilio do programa computacional PHOTOSHOP 6.0 (ADOBE
SYSTEMS CORP., 2002).

Para a descrigéo e classificacdo dos padrdes de nervacéo foi utilizado o Manual
of Leaf Arquitecture (LEAF ARCHITECTURE WORKING GROUP, 1999) do
Instituto Smithsonian, além de alguns padrdes propostos por HICKEY (1973).

¢ O Hidréxido de sédio apresenta base higroscépica, devendo ser armazenado em recipientes plasticos.
Alerta;: deve ser colocado aos poucos em agua; NUNCA INVERTER A ORDEM! (KRAUS &
ARDUIN, 1997).



Resultados

Descricdo do padréo foliar de Spathicarpa

1. Spathicarpa gardneri Schott (Fig. 1; A e H).

Folha simples, peciolada, ovada, obovada, eliptica ou lanceolada, raramente hastada,
algo assimetrica, membranacea a cartacea. Peciolo verde claro, cilindrico a levemente
achatado, algo canaliculado, inserido marginalmente. Lamina verde fosco
adaxialmente, mais clara e brilhante abaxialmente, freqlientemente com manchas
argénteas, em padrdo variado; margens inteiras; base obtusa, truncada, cordada,
sagitada ou hastada, por vezes assimétrica, apice curto acuminado. Venacao pinada,
algo campilodriforme, camptédroma, broquidédroma, com nervuras até a quarta
ordem; nervuras secundarias 5 a 7 pares, adaxialmente impressas € proeminentes
abaxialmente, mais proximas entre si na por¢do basal, com os angulos de divergéncia
variando entre 25° 100° no «Gltimo par basal; nervuras intersecundarias
predominantemente exmediais, ocorrentes, sobretudo, na porcdo central da lamina;
nervuras tercidrias sinuosas, reticuladas em poligonos regulares, ramificadas
exmedialmente; Nervuras gquaternarias reticuladas em poligonos regulares; aréolas
bem desenvolvidas com 4 a 5 lados, em de 1 a 4 por mm? Vénulas presentes ou
ausentes, quando presentes predominantemente nao ramificadas, raro ramificadas uma
Unica vez; nervura coletora (ou fimbrial), presente ou ndo, formada pelas terminacgdes

das veias secundarias, ao se encontrarem na margem da folha em direcéo ao apice.

Ecologia: Ocorre em é&reas de caatinga, cerraddo, florestas mesofiticas e em
afloramentos calcarios (GONCALVES, 2002). E a Unica espécie do género a

apresentar individuos de folhas variegadas.
2. Spathicarpa hastifolia Hook. (Fig. 1; B e F).
Folha simples, quase orbicular, longo-eliptica, sagitada, cordada, hastada a quase

trilobada, as vezes assimétrica, membranacea. Peciolo cilindrico a levemente

achatado, inserido marginalmente. Lamina verde a verde escura adaxialmente, mais



clara abaxialmente; margem inteira; base obtusa, truncada, cordada, hastado a
hastado-tripartida; &pice obtuso a longo acuminado. Venacdo pinada a suprabasal
actinodrifome, camptdédroma, broquidédroma a eucamptédroma, com nervuras até a
quarta ordem; nervuras secundarias 5 a 8 pares, impressas adaxialmente, salientes
abaxialmente, mais proximas entre si na por¢do basal, com os angulos de divergéncia
variando entre 25° 120° no ultimo par basal de algumas folhas hastado-lobadas ou
hastado-tripartidas; nervuras intersecundarias sdo predominantemente exmediais;
nervuras tercidrias sinuosas, reticuladas em poligonos regulares, ramificadas
exmedialmente; nervuras quaternarias reticuladas em poligonos regulares; aréolas
bem desenvolvidas com 4 a 5 lados, em de 1 a 5 por mm? vénulas presentes ou
ausentes, quando presentes, predominantemente ndo estdo ramificadas, raro
ramificadas uma Unica vez; nervura coletora (ou fimbrial), presente ou ndo, formada
pelas terminacfes das veias secundarias, ao se encontrarem na margem da folha em

direcdo ao apice.

Ecologia: Ocorre em solo bem drenado, em florestas deciduas ou semideciduas,
capdes de mata e afloramentos calcarios. E comum em areas perturbadas de florestas,

assim como areas recém-abertas e rocas (GONCALVES, 2002).

3. Spathicarpa lanceolata Engl. (Fig. 1; C e E).

Folha simples, lanceolada, oblanceolada ou longo-eliptica, predominantemente
simétrica, membranécea a subcoridcea. Peciolo cilindrico, inserido marginalmente.
Lamina verde claro adaxialmente, mais clara abaxialmente; margem inteira; base
aguda a obtusa; apice acuminado. Venacdo pinada, camptédroma, eucamptdédroma,
com nervuras até quarta ordem; nervuras secundarias 7 a 9 pares, proeminentes
abaxialmente, sobretudo a nervura central; espacadas uniformemente ao longo de toda
a folha, com os angulos de divergéncia variando entre 25° 45° no altimo par basal,
nervuras intersecundarias predominantemente exmediais; nervuras terciarias retas a
algo sinuosas, em poligonos regulares formando reticulos alongados
longitudinalmente; ramificadas exmedialmente; nervuras quaternarias reticuladas em
poligonos regulares alongados; aréolas algo desenvolvidas, comumente com 4 lados,

podendo apresentar 5 lados, de 2 a 4 por mm?% vénulas ndo observadas por



dificuldades na coloragdo do material; nervura coletora (ou fimbrial), aparentemente,

ausente.

Ecologia: Ocorre em areas de banhados nos planaltos de Santa Catarina, Rio Grande
do Sul e Paraguai. E a Unica espécie do género helofitica e com distribuicio
subtropical (GONCALVES, 2002).

4. Spathicarpa sagittifolia Schott (Fig. 1; D e G).

Folha simples, sagitada, cordada, algumas vezes deltdide, as vezes assimétrica,
membranacea a cartacea. Peciolo cilindrico a levemente achatado, algo canaliculado,
inserido marginalmente. Lamina verde brilhante adaxialmente, mais clara
abaxialmente; margem inteira; base truncada, cordada ou sagitada; apice curto
acuminado. Venacdo pinada a suprabasal actinodriforme, camptddroma,
broguidédroma / eucamptédroma, com nervuras até a quarta ordem; nervuras
secundarias 5 a 7 pares, levemente impressas adaxialmente, proeminentes
abaxialmente, mais proximas entre si na por¢do basal, com os angulos de divergéncia
variando entre 30° 100° no ultimo par basal de algumas folhas bastante sagitadas;
nervuras intersecundarias sdo predominantemente exmediais, evidentes, sobretudo,
na porcdo central da lamina; nervuras terciérias sinuosas, reticuladas em poligonos
regulares, ramificadas exmedialmente; nervuras quaterndrias reticuladas em
poligonos regulares; aréolas bem desenvolvidas com 4 a 5 lados, em de 1 a 5 por
mm? vénulas presentes ou ausentes, quando presentes predominantemente ndo
ramificadas, raro ramificadas uma unica vez; nervura coletora (ou fimbrial), presente
ou ndo, formada pelas terminacdes das veias secundarias, ao se encontrarem na

margem da folha em direcdo ao apice.

Ecologia: Espécie tipicamente tropical, ocorrendo em areas da Mata Atlantica, sendo
encontrada do Rio de Janeiro até a Bahia (GONCALVES, 2002).



Figura 1. Padrdes de venacdo em Spathicarpa Hook’. A. folha de Spathicarpa
gardneri Schott; B. folha de S. hastifolia Hook.; C. folha de S. lanceolata Engl.; D.
folha de S. sagittifolia Schott; E. detalhe da folha de S. lanceolata; F. detalhe de S.
hastifolia; G. detalhe de S. sagittifolia; H. detalhe de S. gardneri. Se: nervuras
secundarias; T: nervuras terciarias; Q: nervuras quaternarias; Ex: nervura exmedial; V:

vénulas.

" As folhas representadas na prancha sdo aquelas cuja forma e os padrdes gerais de venagdo mais se
repetem para cada espécie (algo como um “aspecto médio”), porém podem existir grandes variacdes
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Chave para as especies de Spathicarpa baseada em arquitetura foliar

1. Folha lanceolada ou estreito-eliptica; base sem l6bulos, aguda a obtusa ................. 2
2. Venacdo broquidédroma; nervuras secundarias 5-8 pares, mais proximas entre

Si NA POIGAD DASAI .....ecvveieeiecie e 3

3. Manchas argénteas comumente presentes na lamina foliar
........................................................................................ 1. S. gardneri

3. Manchas argénteas nunca presentes na lamina foliar .... 2. S. hastifolia

2. Venagdo eucamptodroma; nervuras secundarias 5-9 pares, igualmente
espacadas entre si ao longo de toda a lamina ......................... 3. S. lanceolata

1. Folha ovada, obovada, elipticas, cordadas, delt6ides, trilobadas ou hastadas; base
com ou sem lébulos, raro obtusa, geralmente cordada, sagitada, hastada ou
hasStada-triPartida .........ccveieeieceece e 4

4. Folhas hastadas a hastado-tripartidas com angulo de

divergéncia entre as nervuras do Gltimo par basal superior a

100°; 16bulos Nitidos .........cocveeccccccceeene. 2. S. hastifolia

4. Folha ovada, obovada, eliptica, cordada, deltdide ou hastada,

com angulo de divergéncia entre as nervuras do Gltimo par

basal inferiores a 100°; I6bulos ausentes a nitidos ...................

........... Complexo S. gardneri + S. hastifolia + S. sagittifolia

Discussao

Técnica de Diafanizacao

Variagbes na técnica de diafanizacdo de folhas proposta por SHOBE &
LERSTEN (1967) sdo comuns na literatura (como em MCCAULEY & EVERT,
1988, BEEBE & EVERT, 1990; DANNENHOFFER et al, 1990 e
DANNENHOFFER & EVERT, 1994).

tanto na forma quanto na arquitetura foliar (descritas anteriormente) em qualquer uma das quatro
espécies.
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A adicdo de detergente comercial ao alcool etilico (GONCALVES,
comunicacdo pessoal, 2004), foi baseada na suposicdo que o agente que impedia a
acao do fixador fosse uma resistente cuticula foliar, composta basicamente por ceras e
gorduras, além de outros componentes (ESAU, 1974). O longo periodo de imerséo
(25 a 60 dias) foi o suficiente para que o detergente fosse capaz de retirar esta
cuticula, permitindo que o fixador penetrasse na folha e removesse grande parte de
seus pigmentos.

Ressalta-se ainda que, quando as folhas foram submetidas a concentracdes
superiores a 5%, tanto de NaOH quanto de Hipoclorito de Sédio, houve réapida
degradacéo dos tecidos foliares, evidenciada pela formacéo de bolhas, caracterizando
0 descolamento da epiderme, ou completo rompimento dos tecidos, levando a
destruicdo da amostra em questéo.

Outra peculiaridade na diafanizacdo das folhas de Spathicarpa foi a grande
afinidade com o corante. Qualquer exposi¢do da folha a safranina, superior a 20
segundos, causava coramento quase completo de todas os tecidos foliares. Se o tempo
de exposicdo fosse curto demais, eram coradas apenas regides circulares (em
quantidades e extensdo variadas) do tecido, nas quais a etapa de diferenciacdo agia
promovendo a completa retirada do corante.

Portanto, apesar das dificuldades e das peculiaridades apresentadas pelas
folhas estudadas, foi possivel estabelecer um protocolo adequado de diafanizacéo para
as folhas de Spathicarpa Hook. Acredita-se ainda que esta técnica possa ser aplicada
para folhas de outros géneros de Araceae ou mesmo outras familias de

monocotileddneas que apresentem caracteristicas similares.

Arquitetura foliar de Spathicarpa

O género Spathicarpa apresenta um notavel polimorfismo foliar. Das quatro
espécies estudadas, somente S. lanceolata apresenta caracteristicas diagnosticas
consistentes (folhas predominantemente lanceoladas, nunca apresentando l6bulos,
base sempre aguda a obtusa; padréo geral de venagdo camptodromo, eucamptédromo;
até 9 pares de nervuras secundarias, uniformemente dispostas ao longo da folha;
angulo de divergéncia do Gltimo par basal maximo de 45 nervuras quaternérias

reticuladas, alongadas longitudinalmente, com predominancia de quatro lados).
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As outras trés espécies formam um complexo, compartilhando a grande
maioria das caracteristicas (folhas de forma variada, nunca lanceoladas, l6bulos
presentes ou ausentes, padrdo geral de venacdo camptédromo, broquidédromo a
eucamptodromo; até 7(-8) pares de nervuras secundarias, mais proximas entre si na
porcdo basal; angulo de divergéncia do dltimo par basal maximo de 120" nervuras
quaternarias em reticulos de cinco lados). Porém, algumas tendéncias podem ser
observadas: quanto a coloragdo, somente S. gardneri pode apresentar manchas
argénteas na lamina foliar, porém embora esta seja uma caracteristica de ocorréncia
comum, existem folhas sem qualquer mancha e, quanto a forma, somente S. hastifolia
pode apresentar folha hastada-tripartida e S. sagittifolia, comumente sagitadas.

As folhas destas Ultimas trés espécies de Spathicarpa exibem formas
semelhantes, provavelmente, devido a questbes genéticas. Tal afirmacdo concorda
com PARKHURST & LOUCKS (1972) que afirmam ser o tamanho e a forma das
folhas controlados pela hereditariedade, fato demonstrado em seus estudos pela alta
variacdo de tipos que ocorre entre diferentes espécies que coexistem num determinado
ambiente.

Ainda, é conveniente lembrar que a génese da forma foliar ocorre durante um
breve periodo de morfogénese inicial, sendo mais influenciada pela formacdo das
nervuras secundarias, uma vez que as nervuras de menor calibre s6 surgem durante a
expansdo da folha (DENGLER & KANG, 2001). Assim, a formacdo e
desenvolvimento das nervuras secundarias em Spathicarpa poderia ser responsavel
por grande parte da forma e complexidade da nervacdo na folha plenamente
expandida, sobretudo, estando ligada ao surgimento dos l6bulos. Ressalta-se, neste
ponto, que quanto maior é a complexidade do arranjo das nervuras secundarias, maior
é a complexidade exibida pelos lI6bulos em S. gardneri, S. hastifolia e S. sagittifolia.

Finalmente, a espessa cuticula presente em Spathicarpa poderia atuar como
elemento estabilizante da folha (BAKER, 1974), ja que as nervuras das folhas das
monocotileddneas, comumente, ndo apresentam lignina associada ao xilema (ESAU,
1974). A este efeito estabilizante da cuticula soma-se, provavelmente, o elevado
conteddo de &gua das folhas, atuando mecanicamente através do turgor, e uma

estabilidade adicional na regido da margem pela presenca da nervura coletora.
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Presenca de lobulos foliares

Folhas providas de I6bulos parecem representar um tipo foliar mais elaborado
dentro de Spathicarpa, podendo estar relacionadas com fatores como o
desenvolvimento dos meristemas ou mesmo o didmetro dos entrends (RAY, 1986;
1987a e 1987c). Além disso, em Spathicarpa, individuos estiolados tém os I6bulos
suprimidos ou produzem folhas relativamente mais simples, sugerindo que algum
fator ambiental (HANSON, 1917; BISSING, 1982; e ROTH-NEBELSICK et al.,
2001), tal qual umidade, temperatura ou insolagdo ou, mais provavelmente, a
combinacéo destes, também esta influindo na producéo dos lobulos.

Folhas estreitas, segundo PARHURST & LOUCKS (1972), parecem ser mais
eficientes em condig¢bes mais secas, mais quentes e de maior insolagdo. Uma reducéo
na largura da folha pode estar relacionada a um aumento na temperatura (EZCURRA
et al., 1997). Ressalta-se, ainda, que um decréscimo no tamanho foliar, aléem de afetar
propriedades mecanicas, atua também acelerando a perda de calor e reduzindo as
trocas gasosas (ROTH-NEBELSICK et al., 2001). Assim, nas folhas de S. lanceolata
0 arranjo das nervuras de forma agrupada e paralela, fisicamente, parece ser a melhor
forma de estabilizar uma estrutura delgada e lanceolada, fornecendo uma adequada
sustentacdo, necessaria para manter o limbo foliar ereto em condi¢des de campo.

Além disso, quanto maior a densidade das nervuras, mais canais por unidade
de area estdo disponiveis para a conducdo auxiliando, portanto, na transpiracdo e
conseqiientemente na manutencao do suprimento de agua das folhas de S. lanceolata.
E conveniente lembrar que embora seu habitat caracteristico seja 0os campos alagados
de altitude do sul do Brasil, a &gua parece ser obtida as custas de elevadas taxas de
transpiracdo, provavelmente, devido a insolagdo constante e a agdo do vento que
retirariam a umidade foliar numa taxa alta, talvez impondo a planta um déficit hidrico
e nutricional em meio a tanta disponibilidade de agua.

Finalmente, os resultados aqui apresentados devem ser cuidadosamente
avaliados. Segundo McLELLAN (2000), as folhas que se desenvolveram sob
condigdes controladas sdo diferentes das desenvolvidas no campo. Como 0s acessos
estudados eram cultivados, provavelmente, as plantas de Spathicarpa receberam

niveis maiores de nutrientes, tiveram uma constante disponibilidade de agua e
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experimentaram temperaturas diferentes, quando comparadas as condigdes de campo.

Estas diferengas podem contribuir para diferencas na arquitetura das folhas.

Consideracoes finais

Estes resultados mostram ser, realmente, dificil a circunscricdo das espécies S.
gardneri, S. hastifolia e S. sagittifolia, baseada em caracteristicas vegetativas
concordando com GONCALVES (2002). Assim, apesar de distintas do ponto de vista
molecular, sua diferenciacdo, quanto a arquitetura foliar, ndo é possivel. Por outro
lado, S. lanceolata constitui, claramente, uma espécie distinta das demais. No
Capitulo 2, utilizando-se a Andlise Eliptica de Fourier para comparar 0s contornos
foliares das espécies de Spathicarpa, resultados similares foram encontrados: apenas
S. lanceolata, difere das outras trés espécies que tém formas foliares estatisticamente
similares entre si.

Assim, das quatro espécies estudadas, somente S. lanceolata apresenta
caracteristicas vegetativas diagnosticas consistentes, ndo sendo possivel diferenciar,
com base nos padrdes gerais da arquitetura foliar, entre S. hastifolia, S. gardneri e S.

sagittifolia.
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Capitulo 2

Analise Morfométrica das
folhas de Spathicarpa Hook.
(Araceae)



Introducéo

A morfologia das folhas sempre desempenhou papel importante na taxonomia
vegetal como um todo, particularmente para caracterizar e identificar taxa onde a
variagdo nas estruturas florais ndo é informativa (STACE, 1989).

Normalmente, nas descricbes taxondmicas classicas, a folha € descrita
subjetivamente, utilizando frases descritivas e, ndo objetivamente como uma descricéo
“quantitativa” (WATERS, 1977). Esta descricdo quantitativa pode ser feita através da
morfometria, ou seja, a descri¢do, analise e interpretacdo da forma e de sua variacdo na
biologia (ROHLF, 1990b).

A morfometria tem experimentado surpreendente avanco em suas técnicas e
padrdes de interpretacdo, sobretudo a partir da década de 90 (MONTEIRO & REIS,
1999). Vérios estudos foram realizados e novos conceitos formulados. N&o demorou
muito para que a morfometria se firmasse dentro da Botanica como poderosa ferramenta
de anédlise taxonémica. Porém, as folhas apresentam problemas morfométricos mais
complexos que 0s cranios e as asas de inseto (frequientemente estudados), pois as vezes
assumem as mais variadas formas, com diferentes propor¢des entre comprimento e
didmetro, com diferencas na extensdo dos lébulos que por ventura tenham, além do
tamanho e das formas das saliéncias das margens, como dentes ou serras (MCLELLAN &
ENDLER, 1998).

Alguns exemplos deste casamento vantajoso, entre taxonomia e morfometria, s&o:
a caracterizacdo de trés espécies de Nothofagus (Nothofagaceae) com base em
marcadores anatdmicos, analise de contornos e caracteristicas descritivas da arquitetura
das folhas, como o padrdo de venacdo e o angulo de divergéncia das nervuras
(PREMOLLI, 1996); e a combinacéo entre dados filogenéticos e morfométricos do fruto
feita com sucesso em Lithocarpus (Fagaceae) (CANNON & MANOS, 2001). Em
Araceae, tem-se os trabalhos de RAY (1992), analisando a forma das folhas em
Syngonium, valendo-se de "contornos homdlogos™ (combinacdo da analise de contornos e
marcos anatdmicos) e o de JEAN & BARABE (2001) que aplicaram modelagem

matematica para elucidar a organizacgéo das flores (antotaxia) no espadice.
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Os métodos para contornos sdo, muitas vezes, aplicados quando ndo existem
marcos anatdmicos homoélogos claramente identificaveis® e precisos (McLELLAN &
ENDLER, 1998; MONTEIRO & REIS, 1999 E ROHLF, 1990a). A analise do contorno
pode revelar aspectos da forma ndo capturados pelos marcos, como a curvatura e
rugosidade de um contorno, tendo sido aplicada com sucesso na andlise da forma de
organismos invertebrados, de porcOes da anatomia de vertebrados (YOUNKER &
EHRLICH, 1977; ROHLF & ARCHIE, 1984, FERSON et al., 1985; RENAUD et al.,
1996; RENAUD, 1999; LESTREL, 1997; McLELLAN & ENDLER, 1998) e na analise
da forma de 6rgdos vegetais (ROBERTS et al., 1983; RAY, 1992; McLELLAN, 1993;
PREMOLLI, 1996; CURRIE et al., 2000 e MEADE & PARNELL, 2003).

Em comparaces prévias dos métodos de analise de contorno existentes (ROHLF
& ARCHIE, 1984 e McLELLAN & ENDLER, 1998), a Andlise Eliptica de Fourier
(KUHL & GIARDINA, 1982) mostrou ser uma técnica que produz resultados razoaveis
com formas bioldgicas que exibem segmentos concavos (como os l6bulos foliares, por
exemplo), podendo ser considerada como uma analise poderosa da forma de contornos
fechados complexos (EHRLICH et al., 1983; ROHLF & ARCHIE, 1984; e CRONIER et
al., 1998). Além disso, pode ser aplicada para delinear qualquer tipo de forma com um
contorno bidimensional (IWATA et al., 2002b e 2004), sendo apropriada para analises de
contornos, como os das folhas, onde existe a repeticdo periddica de partes, bem como
variagdes da forma dentro de certos limites da escala (McLELLAN & ENDLER, 1998).

Porém, existem controvérsias na utilizacdo das séries de Fourier na morfometria.
BOOKSTEIN et al. (1982) levantaram uma série de questBes sobre as aplicacGes dos
métodos de Fourier na sistematica, entre elas a forte falta de homologia e de significado
bioldgico dos coeficientes de Fourier, além da complexidade matematica envolvida.

LESTREL (1997) defende que embora estas dificuldades sejam bem fundamentadas,

1 Acreditando-se gue os pontos de ramificacdo das nervuras das folhas de Spathicarpa poderiam
representar marcos anatémicos que permitissem adequado reconhecimento de homologia e admitindo-se
que seria possivel o reconhecimento destes pontos homologos entre as folhas de uma mesma espécie, assim
como entre as folhas das quatro espécies consideradas, inicialmente, tentou-se utilizar como ferramenta de
andlise a morfometria geométrica. Porém, testes iniciais mostraram ser invidvel esta abordagem, pois além
de ser dificil marcar, acuradamente, estes pontos homoélogos, existia uma elevada plasticidade na
arquitetura foliar, sobretudo, quanto ao nivel de desenvolvimento dos lébulos. Assim, com base nestas
analises preliminares, acredita-se ndo ser possivel qualquer analise utilizando marcos anatdmicos baseada
nas folhas de Spathicarpa Hook.
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talvez tenham sido superestimadas. FERSON et al. (1985) afirmam ser possivel e viavel
quantificar a variacdo da forma, independentemente da informacéo sobre homologia, que
deve ser vista como um conceito em fluxo dindmico (EHRLICH et al., 1983) e que
existem poucos estudos que avaliam conjuntamente métodos morfométricos baseados na
Anaélise de Fourier utilizando dados empiricos (ROHLF & ARCHIE, 1984 e McLELLAN
& ENDLER, 1998). E sobre a interpretacdo bioldgica e o aspecto matematico,
SCHMITTBUHL (1998) e SCHMITTBUHL et al. (2003) propde alteracdes na Analise
Eliptica de Fourier possibilitando uma interpretacao biologica direta segundo parametros
geometricos simples.

Apesar destas controvérsias, a Analise Eliptica de Fourier tem sido utilizada em
varios estudos biologicos e paleontologicos da forma (ROHLF & ARCHIE, 1984;
FERSON et al., 1985; SCHMITTBUHL et al., 2001; RENAUD et al., 1996; CRONIER
etal., 1998; PALMER et al., 2004 e BELETT] et al., 2005).

Com base em dois marcadores moleculares (trnL-F e matK), uma matriz fenotipica,
além de combinacdes destes, GONCALVES (2002) estudou a tribo Spathicarpeae
(Araceae), reconhecendo o clado contendo o género Spathicarpa como monofilético. Este
clado apresentava quatro espécies fortemente diferenciadas: S. gardneri Schott, S.
hastifolia Hook., S. lanceolata Engl. e S. sagittifolia Schott (Figura 1).

700 & hastifolia
100 8. parndners
72 aoe & lancealaia
100

Figura 1. Fragmento do cladograma de consenso da tribo Spathicarpeae, baseado na
combinacéo dos dois marcadores moleculares (trnL-F e matK) com os dados fenotipicos,
utilizando o método bayesiano. Os valores representam a porcentagem de ocorréncia dos
ramos no consenso da maioria (modificado de GONCALVES, 2002).

Porém, apesar de distintas do ponto de vista molecular, GONCALVES (2002)
encontrou dificuldades para a caracterizacdo morfoldgica das espécies de Spathicarpa,

sobretudo considerando os aspectos vegetativos. S. hastifolia € uma espécie de grande
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polimorfismo foliar, fato que causa dificuldades de circunscricdo da espécie,
principalmente com relacdo a S. gardneri e S. sagittifolia. Spathicarpa lanceolata parece
ser a Unica espécie bem distinta dentro do género, tanto do ponto de vista morfoldgico,
quanto ecoldgico.

Se a aplicacdo da Andlise Eliptica de Fourier nos contornos foliares das quatro
espécies de Spathicarpa, além de fornecer uma possivel ferramenta de identificacdo entre
as especies, refletir sua filogenia, a Analise Eliptica de Fourier seria um método de
inferéncia filogenética de menor custo quando comparado ao aparato e as condicdes
necessarias para os estudos moleculares.

Portanto, o presente estudo, utilizando morfometria referenciada por uma hipdtese
filogenética robusta baseada em seqliéncias moleculares, visa: caracterizar 0 género
Spathicarpa Hook. segundo aspectos morfométricos de suas folhas, utilizando como
anélise de contornos a Andlise Eliptica de Fourier e testar a eficiéncia da anélise de
contornos em separar entre as quatro espécies de Spathicarpa.

Material e Métodos

Material estudado

As espécies escolhidas foram Spathicarpa gardneri Schott, S. hastifolia Hook., S.
lanceolata Engl. e S. sagittifolia Schott, ou seja, todas as quatro espécies reconhecidas
por GONCALVES (2002) para o género Spathicarpa Hook.

Para cada uma das quatro espécies, foram retiradas folhas maduras, ou seja,
plenamente desenvolvidas, estando estas, em sua maioria, intactas e sem ferimentos.
Foram amostradas 48 folhas pertencentes a Spathicarpa gardneri, 54 a S. hastifolia, 48 a
S. lanceolata e 35 folhas de S. sagittifolia, todas retiradas de nove acessos diferentes
(Tabela 1), totalizando 185 folhas amostradas.

Todas as folhas amostradas sdo provenientes de cultivos particulares do
especialista em Araceae Eduardo Gongalves, da Universidade Catolica de Brasilia -
UCB, localizados no Instituto Plantarum, Nova Odessa, Sdo Paulo (47°19°51”’W e

22°47°20’S). Em Nova Odessa, a temperatura média anual é de 26°C, oscilando entre a

24



minima de 10°C e maxima de 35°C; a umidade relativa média é de 76% e a precipitacdo

pluviométrica € de 1.317 mm/ano; e a altitude média é de 540m. A identificacdo das

amostras foi feita pelo especialista em questao.

Tabela 1. Lista dos acessos utilizados na Analise Eliptica de Fourier das folhas de

Spathicarpa Hook.

Espécie Coletor / no. Sigla Localidade
Spathicarpa gardneri Goncalves 376 g376 Januaria-MG
Spathicarpa gardneri Goncalves et al. 637 g637 Distrito Federal-DF
Spathicarpa gardneri Goncalves 645 g645 Arraias-TO
Spathicarpa gardneri Goncalves 682 0682  Arraias/Combinado-TO
Spathicarpa gardneri Goncalves et al. 836 g836 Ipu-CE
Spathicarpa hastifolia  Gongalves & Lorenzi 605 h605 Guaiba-RS
Spathicarpa hastifolia  Gongalves & Lorenzi 610 h610 Bom Jesus-RS
Spathicarpa hastifolia. Goncalves & Lorenzi 614 h614 Picada Café-RS
Spathicarpa hastifolia  Gongalves & Lorenzi 626  h626 Sé&o Bento do Sul-SC

Bom Jesus-RS
IIhéus-BA

Gongcalves & Lorenzi 612
Goncalves et al. 784

Spathicarpa lanceolata
Spathicarpa sagittifolia

Foi premissa do estudo que todas as plantas cresceram sobre as mesmas condig¢oes
ambientais, cada uma morfologicamente expressando caracteristicas adultas consistentes
sendo consideradas representativas da variacdo existente na forma em populacbes
naturais. Apesar de Spathicarpa apresentar folhas monopodiais e simpodiais (RAY,
1986; GONCALVES, 2002), como ambas apresentam laminas expandidas que
constituem a folhagem do individuo (RAY, 1990), ndo houve distincdo na coleta das
folhas e nem foram considerados aspectos como o grau de desenvolvimento do
meristema ou o didmetro do entrend (como os examinados por RAY, 1986). Ressalta-se
ainda que RAY (1990) afirma que transferéncia entre 0s crescimentos nao €
acompanhada por uma mudanca significativa na forma dos 6rgdos, esta ocorrendo mais
amplamente nas espécies trepadeiras 0 que ndo € o caso das Spathicarpa onde todas séo

geofiticas.
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Aquisicao das imagens dos contornos

Os contornos estimados correspondem a vista ortogonal da face abaxial das folhas
de Spathicarpa, montadas nas laminas temporéarias e fotografadas digitalmente, para o
processo de descricdo da arquitetura foliar (ver Capitulo 1). Nas quatro espécies
estudadas, assim como, comumente, nas Araceae como um todo (CROAT, 1985), a
nervacao é proeminente nesta face.

As laminas montadas foram fotografadas utilizando-se uma camera SONY Cyber
Shot, Modelo DSC-P200 com resolugéo de 7.2 MegaPixels. As fotografias foram tiradas
na maior resolucdo, manualmente, com a camera posicionada ortogonalmente as laminas
de vidro, deste modo, reduzindo distor¢es no real posicionamento das nervuras e na
forma das folhas como um todo (ROHLF, 2003).

Em alguns casos, foi necessario posterior tratamento digital das imagens adquiridas,
devido as peculiaridades dos programas de analise morfométrica. Estes tratamentos
foram feitos com o auxilio do programa computacional PHOTOSHOP 6.0 (ADOBE
SYSTEMS, 2002) e consistiram na inversao da revelacdo, clareamento, corre¢do de foco,
nitidez e contraste, ampliagdes e realce ou retirada do fundo.

Analise eliptica de Fourier

Considerando que os marcos anatdomicos ndo podem ser facilmente definidos e
posicionados nas nervuras das folhas de Spathicarpa, a aplicagdo de um método de
ajustamento de contornos foi considerada mais relevante para o estudo da variagdo nas
folhas de Spathicarpa.

Para a analise dos contornos foi adotada a Andlise Eliptica de Fourier, utilizada no
estudo de contornos fechados complexos, descrita por KUHL & GIARDINA (1982).

Em linhas gerais, esta técnica ajusta cada contorno através de uma soma
potencialmente infinita de funcdes trigonométricas (senos e cosenos) de comprimento de
onda decrescentes, chamadas harménicas. Seu principio € decompor qualquer contorno
em projecdes deste posicionadas nos eixos x e y. Estas duas variaveis sdo entdo

expandidas como séries de Fourier. Para cada harmdnica quatro coeficientes séo
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computados: a, e b, para as coordenadas x e ¢, e d, para as coordenadas y. A contribuicdo
de cada harménica, com as variacdes em x e y, € uma elipse. A reconstrucdo de um
contorno teorico pode ser obtida de qualquer conjunto de coeficientes a,, b, , ¢, € dy
utilizando-se a Inversa da Transformada de Fourier (CRONIER et al., 1998). Para
maiores detalhes computacionais da analise eliptica de Fourier devem ser consultadas as
obras de KUHL & GIARDINA (1982); ROHLF & ARCHIE (1984) e YOSHIOKA et al.
(2004).

Os coeficientes elipticos de Fourier, que foram normalizados para evitar variacdes
relacionadas ao tamanho, a rotacdo e o ponto de inicio do desenho do contorno,
promovendo a degeneragdo dos primeiros trés coeficientes: al=1, b1=c1=0. Entdo, para
N harménicas existem 4N — 3 coeficientes normalizados néo triviais (FERSON et al.,
1985). Portanto, no caso de Spathicarpa, onde a forma das folhas foi aproximada pelas
primeiras 20 harménicas, N=20, existindo 77 coeficientes normalizados de Fourier.

A série de analises desde o processamento das fotografias digitais até o célculo
dos escores dos componentes principais foi feita utilizando o programa computacional
SHAPE (IWATA & UKAI, 2002), sendo a variacdo da forma quantificada pela Analise
de Componentes Principais visualizada usando a Inversa da Transformacdo de Fourier
(ROHLF & ARCHIE, 1984).

Ndo foi calculada nenhuma Série de Eficdcia, para reduzir o nimero de
harmonicas iniciais, mesmo sabendo-se que grande parte da informagdo amostrada pode
ser redundante e que estas séries fornecem maior discriminacdo entre 0S grupos nas
amostras iniciais quando comparadas apenas aos coeficientes normalizados (McLELLAN
& ENDLER, 1998). Porém, com a aplicacdo das Séries, a informacdo sobre as
rugosidades da forma é perdida (RENAUD, 1999) e imagens ndo podem ser
reconstruidas adequadamente. Para maiores informac6es sobre as Séries de Eficacia ver,
por exemplo, CRONIER et al. (1998).

Analise Estatistica

Os coeficientes normalizados foram arranjados como colunas de vetores (d1, a2,

b2, c2, d2, a3, b3, ..., na, bn, cn, dn), sendo tratados como variaveis capazes de
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representar o contorno em um espaco bidimensional, bem como as variagdes potenciais
existentes. Como cada uma das vinte harmdnicas consideradas é definida por quatro

coeficientes, cada folha amostrada é descrita por 77 variaveis (ver Tabela 2).

Tabela 2. Arranjo da matriz de coeficientes normalizados, obtida pela Analise Eliptica de

Fourier.

Coeficientes normalizados

Folhas| DI A2 b2 c2 d2 a3 b3 .. a0 D20 c20 a0
1
2
3
184
185

Uma MANOVA (Analise multivariada de variancia) foi feita nestas variaveis
utilizando o programa computacional PAST - PAlaeontological STatistics, ver. 1.34
(HAMMER et al., 1995), com o objetivo de mostrar o relacionamento existente entre as
médias dos grupos (quatro espécies). A significancia da analise de componentes
principais foi validada a partir do teste Wilk’s Lambda (nivel de significAncia de p=0,01).

Para resumir a informag&o nos 77 coeficientes normalizados e como uma anélise
exploratdria, procedeu-se uma Analise de Componentes Principais, também utilizando o
PAST, baseada na matriz de variancia-covariancia, sendo os escores dos componentes
utilizados para estudar as peculiaridades da forma das folhas.

A Andlise de Componentes Principais, basicamente, fornece indices ndo
correlacionados (estimam diferentes dimensGes dos dados originais) capazes de
quantificar, em poucos eixos principais, a variacdo existente num conjunto de variaveis
inicial (os 77 coeficientes normalizados citados anteriormente), permitindo uma
compreensivel representacdo cartesiana, bi ou tridimensional dessa variagdo (MANLY,
1986).

Foram plotados graficos de dispersao utilizando os escores dos componentes

principais calculados, para permitir que relagdes entre os contornos das amostras fossem
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inferidas de acordo com sua posi¢do em uma regido particular dos eixos coordenados.
Técnica Util e poderosa, segundo ROHLF & ARCHIE (1984).

Ainda utilizando o PAST e considerando a matriz de coeficientes normalizados,
procedeu-se uma Analise Discriminante, onde os grupos testados sdo conhecidos de
antemdo (MANLY, 1986), com o objetivo de maximizar as possiveis diferencas entre os
contornos pertencentes a uma determinada espécie e o restante do conjunto amostral, ou
seja, para testar a possibilidade de qualquer uma das quatro espécies de Spathicarpa
apresentar contornos estatisticamente caracteristicos que possibilitem sua distingdo das
demais espécies. Por exemplo, se considerarmos S. hastifolia (acessos previamente
identificados pelo especialista do grupo), a Analise Discriminante testou a possibilidade
de separacdo entre as 54 folhas de S. hastifolia e as 131 folhas restantes. Os escores dos
dois conjuntos de contornos foram entdo plotados ao longo deste eixo na forma de
histograma. O Teste T? de Hotelling foi utilizado para testar a existéncia de diferenca
significativa entre valores médios de pares de grupos (MAINLY, 1986) e a porcentagem
de correta classificacdo das folhas dentro dos grupos também foi calculada.

Também foi realizada uma Analise de Agrupamento, na qual, ao contrario da
Analise Discriminante, os grupos nao sdo conhecidos de antemdo (MAINLY, 1986), para
¢, com base na matriz de coeficientes normalizados. A rotina de agrupamento hierarquico
foi conduzida utilizando-se como algoritmo de agrupamento o UPGMA (Unweighted
pair-group average) e a matriz de distancia computada com base na distancia euclidiana
entre as 185 folhas de Spathicarpa, que ¢ uma medida robusta e largamente aplicada nas
Analises de Agrupamento de dados quantitativos (MAINLY, 1986 e HAMMER et al.,
2005).

Analise de validacgéo estatistica

Os agrupamentos entre as folhas e as nuvens de probabilidade da forma para cada
uma das quatro espécies estudadas poderia ter a configuracdo afetada pelo tamanho
amostral diferenciado (48 folhas de S. gardneri; 54 folhas de S. hastifolia; 48 folhas de S.

lanceolata e 35 folhas de S. sagittifolia) de cada espécie.
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Para podermos afirmar que as diferencas na forma se devessem simplesmente a
desvios na distribui¢do do total de folhas estudado, foi feita uma analise de validacéo.
Esta andlise consistiu na re-amostragem, feita por sorteio aleatorio, de 35 folhas de cada
uma das quatro espécies (este valor foi escolhido arbitrariamente e é igual ao nimero
minimo total de folhas amostrado em S. sagittifolia), formando um novo conjunto
amostral de 140 folhas. Foram realizados 15 sorteios como este, ou seja, foram analisados
15 sorteios de 140 folhas cada. Para cada conjunto de 140 folhas foram feitos todos os
procedimentos estatisticos adotados para o conjunto original de 185 folhas (MANOVA,

PCA, Andlise Discriminante e Anélise de Agrupamento).

Resultados e Discussao

Analise Multivariada de Variancia - MANOVA

A MANOVA dos coeficientes normalizados de Fourier, das folhas das quatro
espécies de Spathicarpa, indica diferencas estatisticamente significativas na forma das

folhas em Spathicarpa apenas entre dois grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados do Teste de Significancia para a Analise Multivariada de Variancia
- MANOVA.

Teste de Significancia

Wilk's Lambda 0,005213
Dfl 231
Df2 315,8
F 6,524
Eigenvalue 1 14,61 Percentual: 74,37
Eigenvalue 2 2,986 Percentual: 15,2
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Analise de Componentes Principais - ACP

A contribuicdo do primeiro componente foi alta (66%) e o0s primeiros trés
componentes, cada um com contribuigfes superiores a 5%, cumulativamente totalizaram
pouco menos de 85% da variacao total (ver Tabela 4). Ressalta-se ainda que a maior parte
da variacgéo esta contida nos sete primeiros componentes principais. Valores cumulativos
entre 75 e 80% para 0s componentes principais efetivos sdo indicativos de um bom
ajustamento dos componentes principais (ROBERTS et al., 1983).

Porém, altos valores dos primeiros componentes principais nao representam uma
boa separacdo taxonémica entre 0s grupos, apenas indicam que os eixos PC1 e PC2 da
ACP representam bem a variacdo existente nos dados iniciais, ou seja, nos 77

coeficientes normalizados de Fourier.

Tabela 4. Autovalores (Eigenvalues) e contribuicdo dos componentes principais efetivos.

Componentes Eigenvalue Proporcdo(%) Cumulativa(%o)

1 0,04665 66,2372 66,2372
2 0,00934 13,2563 79,4936
3 0,00301 4,2753 83,7688
4 0,00259 3,6808 87,4497
5 0,00212 3,0124 90,462
6 0,00175 2,4819 92,9439
7 0,00126 1,7823 94,7262
Variancia Total 0,0704

O contorno de cada folha é representado pelos pontos do grafico de dispersdo
formado pelos dois primeiros componentes principais (Figura 2) e, mesmo néo existindo
uma estrutura taxondmica dos dados, formas similares estdo plotadas lado a lado no
grafico. Assim, existem mudancas consistentes na forma das folhas quando caminhamos
ao longo dos eixos, seja da esquerda para a direita (ou vice-versa) ou de cima para baixo
(ou vice-versa), definindo o espaco amostral das possiveis formas foliares em

Spathicarpa.
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Figura 2. Gréafico de dispersdao formado pelos dois primeiros componentes principais
(PC1 x PC2). Losangos: Spathicarpa gardneri Schott; Quadrados: S. hastifolia Hook.;

Triangulos: S. lanceolata Engl.; e Quadrados: S. sagittifolia Schott.

O grafico mostra que apenas o grupo formado pelas folhas de Spathicarpa
lanceolata é distinto, estando posicionado a esquerda no grafico. Nao existe separagdo
aparente entre 0s outros grupos, porém S. hastifolia apresenta maior amplitude de
variacdo, ou seja, suas folhas podem aparentemente assumir maior nimero de formas
diferentes.

No eixo 1 (PC1) as folhas da direita sdo mais lanceoladas que as da esquerda,
sendo toda a por¢do esquerda constituida por folhas lobadas, sagitadas e hastadas. Ja a
variacdo do eixo 2 (PC2) é mais dificil de descrever, mas folhas mais largas estariam
posicionadas na porc¢do de baixo do eixo e folhas mais estreitas acima. Aparentemente, a
forma central da qual variariam as demais seria a sagitada, estando praticamente todas as
Spathicarpa sagittifolia dispostas centralmente. GONCALVES (2005, comunicagédo
pessoal) afirma que, provavelmente, S. sagittifolia ocupe um habitat ideal para as
Spathicarpa.

Ainda é possivel outra interpretacdo baseada na distribuicdo das folhas de
Spathicarpa, exibida pelo eixo PC1 x PC2. Sabendo-se que o I6bulo central é a parte da
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lamina restante quando descontados os lobulos de fato, ditos laterais (RAY, 1986). No
caso de Spathicarpa, a ACP parece mostrar que o eixo PC1 € responsavel pela formacéao
dos lobulos laterais, quando caminhamos da direita para a esquerda, enquanto o PC2 é
responsavel por alteracdes na largura do I6bulo central, que aumenta de cima para baixo.
Como, por definicdo, os eixos formados pelos componentes principais sao independentes
entre si (MAINLY, 1986), ndo existe qualquer relacdo entre a formacdo dos l6bulos
laterais e o I6bulo central.

Este resultado estd de acordo com o estudo de RAY (1986) em Syngonium
standleyanum onde o autor afirma ndo existir qualquer alometria entre o lébulo central e
os l6bulos laterais. Parece entdo aceitavel que uma lamina de qualquer tamanho possa
praticamente assumir qualquer forma (RAY, 1986), tornando a diferenciacdo das espécies
S. gardneri, S. hastifolia e S. sagittifolia, com base em seus contornos dispostos atraves
dos eixos PC1 x PC2, inviavel.

Assim, estatisticamente, estas trés espécies ocupariam praticamente 0 mesmo
espaco da forma, o que quer dizer que podem assumir a mesma forma, invalidando a
utilizacdo da analise dos contornos como caracteristica diagndstica entre estas espécies,

com base na Analise de Componentes Principais.

Analise Discriminante

Spathicarpa lanceolata apresentou uma distribuicdo claramente disjunta das
espécies restantes (Figura 3), ou seja, suas folhas apresentam contornos caracteristicos
diferentes de qualquer uma das outras trés espécies estudadas (Teste T? de Hotelling
significante e porcentagem de correta classificacdo de 100%). Os valores do Teste T*de
Hotelling calculados para S. gardneri, S. hastifolia e S. sagittifolia, ndo sao
estatisticamente significantes. S. gardneri e S. hastifolia foram as espécies que mais
compartilharam formas com as demais (provavelmente, entre si como pode ser visto na
Figura 2), mesmo apresentando porcentagens de correta classificacdo de 86% e 94%,
respectivamente. S. sagittifolia, embora apresente uma distribuicdo de formas mais

restrita, mostrou porcentagem de correta classificacdo de 94%, mas ainda assim ndo pode
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ser graficamente separada das demais (compartilha formas foliares com S. gardneri e S.

hastifolia).
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Figura 3. Grafico da Analise Discriminante formado pelos escores dos contornos foliares
de Spathicarpa. Barras vermelhas: Spathicarpa gardneri Schott; barras azul-escuras: S.
hastifolia Hook.; barras verdes: S. lanceolata Engl.; barras azul-claras: S. sagittifolia

Schott; e barras pretas: restante dos contornos que nao pertencem a espécie.
Embora, a porcentagem de correta alocacdo represente, claramente, um indicativo

do qudo bem os grupos podem ser separados utilizando-se as variaveis disponiveis
(MAINLY, 1986), a decisdo sobre a separacdao das espécies de Spathicarpa na Analise
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Discriminante deve ser tomada, também, através da analise grafica e da analise da
existéncia de diferenca estatistica entre as médias dos grupos pelo Teste T? de Hotelling
(MAINLY, 1986 e HAMMER et al., 2005).

Desta feita, mesmo sendo altas as porcentagens de correta alocagdo, como nao
existe isolamento gréafico entre os escores das formas exibidas por S. gardneri, S.
hastifolia e S. sagittifolia, nem tdo pouco existe diferenca estatistica significativa entre as
médias dos escores individuais destas trés espécies, ndo é possivel diferenciar estas
espécies, baseando-se na Analise Discriminante. Porém, algumas inferéncias podem ser
feitas: (a) os elevados valores percentuais de correta classificagdo devem estar
relacionados com a existéncia, tanto em S. gardneri, quanto em S. hastifolia e S.
sagittifolia de contornos restritos apenas a estas espéecies (por¢do dos histogramas de cada
espécie que ndo estd sobreposta) e (b) como as formas exibidas por S. lanceolata séo,
estatisticamente, distintas das demais espécies, sua presenga no conjunto amostral
restante pode ter influenciado estas porcentagens.

Finalmente, para determinar qual caracteristica morfomeétrica foi a mais
importante para separar 0S grupos, a estrutura dos escores na Analise Discriminante pode
ser observada. Quando a magnitude absoluta do coeficiente € alta, ou esta caracteristica é
muito importante na formacdo da funcdo discriminante, ou esta caracteristica € razoavel
para separar os grupos (MAINLY, 1986). As primeiras cinco variaveis, ou seja, 0S
primeiros cinco coeficientes normalizados de Fourier (1d a 2a) sdo 0s que mais
contribuem para a separacdo dos grupos na Analise Discriminante. Ressalta-se que 0s
primeiros coeficientes de Fourier sdo responsaveis por descrever a forma como um todo,
ao contrario dos de maior ordem que sdo responsaveis por nuances do contorno, como
rugosidades na margem (ROHLF & ARCHIE, 1984; CRONIER et al., 1998; RENAUD,
1999 e YOSHIOKA et al., 2004). Lembra-se que as folhas de Spathicarpa apresentam

folhas de margem inteira (ver Capitulo 1).

Analise de Agrupamento

Embora, ndo se saiba de antemé&o os grupos (espéecies de Spathicarpa) na Anélise

de Agrupamento (MAINLY, 1986), para uma melhor compreensdo dos resultados
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obtidos, apds o agrupamento, as formas foliares foram pintadas de acordo com a cor de
cada espécie (Figura 4). Ndo foram representadas todas as 185 folhas, sendo as formas
similares, pertencentes a uma mesma espécie € a um mesmo acesso omitidas, sem
prejuizo para a visualizacdo da topologia geral do agrupamento. Lembra-se ainda que,
obtido um dendograma, estamos livres para decidir quantos agrupamentos devemos
considerar, desde que fagam algum sentido (MAINLY, 1986).

A Anélise de Agrupamento identificou nove grupos distintos de contornos
similares. O grupo A foi o que primeiro divergiu, sendo formado, exclusivamente, por
folhas hastadas e quase tripartidas, pertencentes a espécie S. hastifolia. Lembra-se que
apenas S. hastifolia pode apresentar folhas hastadas ou tripartidas, onde os l6bulos
laterais sdo bem desenvolvidos (ver Capitulo 1). Logo em seguida divergem os grupos H
e I. O Grupo H é composto quase que inteiramente (ha uma Unica folha de S. gardneri)
pelas folhas de S. lanceolata que ocorreram apenas neste grupo. Este grupo é
inteiramente formado por folhas lanceoladas, sem I6bulos laterais. O grupo | apresenta
folhas com I6bulos laterais diminutos ou ausentes e é formado por folhas pertencentes a
S. gardneri e a S. hastifolia. Ressalta-se que este grupo inclui contornos de transicéo
entre as formas tipicamente lanceoladas e as formas com l6bulos. Nos seis grupos
restantes (B, C, D, E, F e G) a grande maioria das folhas apresenta I6bulos (exceto um
subgrupo formado por folhas de S. gardneri no grupo D). Novamente, existe um grupo
formado quase que exclusivamente por S. hastifolia, cujos individuos apresentam as
folhas hastadas ou quase tripartidas (Grupo F). Nos grupos B, C, D e G ocorrem de forma
aparentemente aleatoria formas foliares de S. gardneri, S. hastifolia e S. sagittifolia.

Ressalta-se ainda que, com exce¢cdo do grupo H, no qual as folhas sao
praticamente todas provenientes do mesmo acesso, em nenhum dos outros grupos houve
qualquer agrupamento das folhas por acesso. Por exemplo, o grupo B é formado por trés
espécies e seis acessos diferentes (dois de S. gardneri, um de S. sagittifolia e trés de S.
hastifolia). Portanto, parece ndo existir diferengas morfométricas entre os contornos de

diferentes acessos, em uma mesma espécie, considerando-se a Anéalise de Agrupamento.
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Spathicarpa gardneri Schott; folhas azul-escuras: S. hastifolia Hook.; folhas verdes: S.

lanceolata Engl.; folhas azul-claras: S. sagittifolia Schott.
E importante deixar claro que os agrupamentos ndo apresentam nenhuma

evolucdo entre os tipos foliares, apenas a relagéo existente entre as formas; sendo que as

similares sdo colocadas em um mesmo grupo. Qualquer afirmacdo evolutiva sobre a

37



relagdo entre as formas seria somente especulagdo e ndo estaria considerando a historia
evolutiva dos taxa analisados.

Outra consideracdo importante € que muitos algoritmos podem ser utilizados na
Analise de Agrupamento e que ndo existe um método mais adequado ou um método
melhor. Além disso, infelizmente, diferentes algoritmos ndo necessariamente produzem
0s mesmos resultados, partindo de um mesmo conjunto inicial de dados (MAINLY,
1986).

Considerac6es finais

A Andlise Eliptica de Fourier, dos contornos foliares das quatro espécies de
Spathicarpa, embora seja capaz de caracterizar adequadamente os contornos individuais
de cada uma das 185 folhas analisadas, ndo constitui uma ferramenta precisa de
identificacdo e distincdo entre as todas as espécies de Spathicarpa. Estes resultados
mostram ser, realmente, dificil a circunscricdo das espécies S. gardneri, S. hastifolia e S.
sagittifolia, baseada em caracteristicas vegetativas, corroborando com GONCALVES
(2002). Nem mesmo sua diferenciacdo, quanto a arquitetura foliar, € possivel (Capitulo
1). Assim, apenas S. lanceolata pode ser estatisticamente diferenciada das demais
espécies, apresentando contornos caracteristicos e significativos.

A Andlise de Validacéo confirmou a utilidade do procedimento amostral adotado,
ou seja, embora o numero de folhas amostradas para cada espécie fosse diferente (48
folhas S. gardneri, 54 a S. hastifolia, 48 a S. lanceolata e 35 folhas de S. sagittifolia,
totalizando 185 folhas amostradas), esta diferenca ndo é suficiente para alterar a nuvem
de probabilidade da forma entre as espécies de Spathicarpa. Nem a Analise de
Componentes Principais, nem a Andlise Discriminante sofreram qualquer alteracdo em
seus resultados. Apenas, foram observados pequenos rearranjos na topologia dos
agrupamentos, porém o0s grandes grupos originais (A, B, C, D, E, F, G, He )
permaneceram inalterados.

Tomando-se o grafico de dispersdo PC1 x PC2 (Figura 2), como 0 espa¢o da
variagdo da forma foliar de Spathicarpa (ROHLF & ARCHIE, 1984), aliado aos
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resultados da Andlise Discriminante e da Analise de Agrupamento, algumas inferéncias
sobre as formas foliares em Spathicarpa podem ser feitas:

e S. hastifolia apresenta maior amplitude de variacdo, ou seja, suas folhas podem,
aparentemente, assumir maior nimero de formas diferentes. Como esta espécie ocupa
uma posicdo basal dentro do grupo (Figura 1) ela poderia representar um “estoque
ancestral de possibilidades foliares” do qual derivam as outras trés espécies;

e S. gardneri manteria, embora em menor escala que S. hastifolia, parte deste “estoque
ancestral”, experimentando possibilidades foliares ao longo de sua amplitude geografica
e ecoldgica (Capitulo 1), mais diversificada que S. lanceolata e S. sagittifolia;

e S. lanceolata apresentaria elevada especializacdo em sua forma foliar, sendo esta
bastante restrita e claramente distinta das demais, possivelmente, refletindo sua
distribuicdo geogréafica e ecologia caracteristicas (S. lanceolata € a Unica espécie hel6fita,
ocorrendo em banhados de elevada altitude na regido sul do Brasil); e

e S. sagittifolia, que embora ainda compartilhando formas com S. gardneri e S. hastifolia,
apresentaria relativa especializacdo, ocupando uma posi¢édo central no espaco da forma.
Como S. sagittifolia ocorre em um habitat, possivelmente, ideal para as Spathicarpa
(GONCALVES, 2005 comunicacdo pessoal), podemos inferir que a forma sagitada,
comumente exibida pelas folhas desta espécie, seria a forma foliar da qual as demais

derivaram.

Ressalta-se ainda que: a confirmacdo que as folhas de S. gardneri, S. hastifolia e S.
sagittifolia ndo sdo diferentes, nem considerando a arquitetura foliar, nem a forma dos
contornos foliares, mas que sdo espécies consistentes molecularmente, abrem portas para
estudos ecoldgicos, fisioldgicos e genéticos, necessarios para o entendimento deste
padréo.

Finalmente, a expectativa inicial era que a andlise das formas das folhas de
Spathicarpa pudesse refletir a classificagdo taxondmica, ou possivelmente a filogenia; o
que ndo ocorreu. Porém, a ordenacao permitiu resumir e mostrar a diversidade de formas

existentes nas folhas das quatro espécies de Spathicarpa, bem como forneceu uma
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maneira “panoramica” de observar esta variagéo (Figura 5) o que comumente, utilizando

técnicas convencionais, ndo seria possivel.

Figura 5. Variacdo morfoldgica “panoramica” das folhas de Spathicarpa Hook. (A)

Spathicarpa gardneri Schott; (B) S. hastifolia Hook.; (C) S. lanceolata Engl.; e (D) S.

sagittifolia Schott.

Assim, Spathicarpa lanceolata tem as folhas claramente lanceoladas e sem

qualquer evidéncia de l6bulos. S. hastifolia é a espécie com maior amplitude de variacao,

exibindo desde formas completamente hastadas até folhas praticamente largo-elipticas,

ou seja, sem lébulos, englobando em amplo espectro a variacdo existente em S. gardneri

e S. sagittifolia; (b) S. sagittifolia, dentre as trés ultimas espécies, apresenta a variagao

mais restrita em sua forma, em grande parte contida na variagdo exibida por S. gardneri.
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