JONATHAN HENRIQUE DA SILVA

Anatomia, histoquimica e
compostos de reserva de espécies de Dioscorea

L. (Dioscoreaceae)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica da
Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentracdo de

Plantas VVasculares em Analises Ambientais.

SAO PAULO
2017



JONATHAN HENRIQUE DA SILVA

Anatomia, histoquimica e
compostos de reserva de espécies de Dioscorea

L. (Dioscoreaceae)

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Botanica da
Secretaria do Meio Ambiente, como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE VEGETAL E
MEIO AMBIENTE, na Area de Concentracdo de

Plantas VVasculares em Analises Ambientais.

ORIENTADORA: DRA. EDENISE SEGALA ALVES



Ficha Catalografica elaborada pelo NUCLEO DE BIBLIOTECA E MEMORIA

Silva, Jonathan Henrique
S586a  Anatomia, histoquimica e compostos de reserva de espécies de Dioscorea L.
(Dioscoreaceae) / Jonathan Henrique da Silva -- Sdo Paulo, 2017.
93 p. il.

Dissertacdo (Mestrado) -- Instituto de Botanica, Secretaria do Meio Ambiente, Séo
Paulo, 2017
Bibliografia.
1. Dioscoreaceae. 2. Anatomia do eixo vegetativo aéreo e subterraneo. 3. Bioguimica.
I. Titulo
CDU: 582.572.7




A Profa. Dra. Mizue Kirizawa, com carinho dedico.



“Nothing in life is to be feared. It is only to be
understood.”

Marya Sklodowska Curie



Agradecimentos

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente por
viabilizar a realizagdo da presente dissertacdo, em especial, a coordenadora Dra. Célia Leite
Sant’ Anna ¢ ao vice-coordenador Dr. Armando Reis Tavares, por todas as facilidades oferecidas.

A CAPES pela concesséo da bolsa.

A Dra. Adriana Hissae Hayashi, Pesquisadora Cientifica do Nucleo de Pesquisa em
Anatomia do Instituto de Boténica, pela orientagdo, dedicagéo, confianca, ética e, principalmente,
por sempre transmitir conhecimento de forma segura e critica que guiaram 0S meus passos na
pesquisa. Sou grato também por ser uma figura sempre presente, disponivel e disposta a ajudar,
sendo minha referéncia profissional.

A Dra. Edenise Segala Alves, Pesquisadora Cientifica do Nucleo de Pesquisa em
Anatomia do Instituto de Botanica, pelo apoio, compreensdo, paciéncia e sempre me incentivar
com uma atitude positiva inigualavel.

Ao Dr. Edison Paulo Chu e Dra. Rita de Céssia Leone Figueiredo Ribeiro, Pesquisadores
Cientificos do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Boténica, por toda
a dedicacdo, empolgacdo, conhecimento, cuidado durante o desenvolvimento do estudo
bioquimico dos compostos de reserva e pelas ideias sensacionais que me inspiraram a melhorar o
meu trabalho.

A minha eterna e querida orientadora, Dra. Mizue Kirizawa, Pesquisadora Associada do
Instituto de Boténica, especialista do género Dioscorea, que me despertou a curiosidade em
conhecer o universo das Dioscorea e acreditou em meu potencial de uma forma a que eu néo
acreditava ser capaz de corresponder, por todo cuidado diario, conhecimento compartilhado e pelo
livre acesso a sua biblioteca particular de inestimavel valor cientifico. Ndo tenho palavras que
descrevam minha felicidade e carinho pela senhora, professora!

Agradeco imensamente o cuidado e a ajuda prestados a mim pelos técnicos do laboratorio
do Nucleo de Pesquisa em Anatomia, Maria Manoel e Nilton de Jesus Ribeiro, por serem pecas-
chave no desenvolvimento desta dissertacéo.

A Dra. Poliana Cardoso-Gustavson (UFABC), a quem muito admiro, por sempre tornar
cada conversa algo valioso e sempre me transmitir conhecimento. Sou muito grato por sempre
esclarecer minhas duvidas, sobretudo, pelas valiosas dicas durante o desenvolvimento de minha
dissertacdo. Agradeco também por realizar a microscopia eletronica de varredura de uma das

especies estudadas no presente trabalho.



iv

Aos meus amigos do Nucleo de Pesquisa em Anatomia, em especial a doutoranda
Francine Faia Fernandes, sou grato por tudo, menos pelos apuros em que me colocou! Obrigado
por me acompanhar em uma de minhas coletas em Paranapiacaba, pelas discussfes construtivas,
por sua amizade sincera e ensinamentos transmitidos. Agradeco também a Dra. Agnes Elisete
Luchi, Pesquisadora Cientifica do Nucleo de Pesquisa em Anatomia, pela companhia diaria
agradavel.

Aos amigos do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioguimica, em especial, aos
doutorandos Athos Poli Rigui e Emanuela de Oliveira Joaquim, pela disposicéo e responsabilidade
que se prestaram ao auxiliar nas analises bioquimicas do projeto com admirdvel seriedade e
comprometimento.

Ao SISBIO - Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade, pela concessdo
das licencas para coleta de material botanico e pesquisa em Unidades de Conservacao Federais.

A todos os companheiros de viagens de coleta, em especial, ao Guilherme Marques de
Medeiros, pelo indispensavel auxilio ao acompanhar nossa expedicido a campo. A Analista
Ambiental Katyucha VVon Kossel de Andrade Silva, por ter, com sua desenvoltura e competéncia,
feito a viagem ao Parque Nacional da Tijuca (Setor Floresta da Tijuca) acontecer. A gestdo do
Parque Nacional da Tijuca, pela receptividade e pelo apoio institucional durante as coletas. Ao Dr.
Ricardo Couto e mestranda Fernanda Fraga por auxiliarem na localizacdo e coleta de D. ovata,
meu muito obrigado.

Ao Dr. Eduardo Pereira Cabral Gomes, Pesquisador Cientifico do Nucleo de Pesquisa
Reserva Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba e Parque Estadual das Fontes do Ipiranga,
pela concessdo da licenca de coleta de material botanico na Reserva Biol6gica do Alto da Serra de
Paranapiacaba.

A Dra. Luciana Retz de Carvalho, Pesquisadora Associada do Ncleo de Pesquisa em
Ficologia, pelo empréstimo do liofilizador, e ao quimico Victor Franca, pelo cuidado durante o
processamento de minhas amostras.

A Dra. Luciana Benjamim Benatti, Assistente Técnico de Pesquisa Cientifica do Instituto
de Boténica, pela atencdo, cuidado e apoio no processamento das amostras para as analises
ultraestruturais ao microscopio eletrdnico de varredura.

A Dra. Rosangela Simdo Bianchini, Pesquisadora Cientifica do Nucleo de Pesquisa
Curadoria do Herbario SP, pelo empréstimo da lupa com captura de imagem, e a doutoranda
Fernanda Satori Petrongari pelo auxilio na captura das imagens e pela disposi¢do em ajudar quando

foi necessario.



A professora Dra. Vera Fatima Gomes Alves Pereira Lima, por ceder artigos de suma
importancia para meus estudos e desenvolvimento da dissertacéo, sobretudo, por ser sempre muito
doce e gentil comigo durante a graduacéo. A senhora foi a responsavel pela minha empolgacéo e
fascinio inicial pela anatomia vegetal. Obrigado.

A professora Dra. Amélia Vera Guimares, por sua excelente didética e paciéncia emérita
em tirar todas as minhas davidas, incluse durante os horarios de almogo.

Aos funcionarios da Biblioteca, pelo eficiente auxilio quando necessario.

Aos meus amigos e companheiros da Pos-Graduacédo, em especial: Andrea Nunes, Beleta
Lima, Cibelle Francoso, Débora Pinheiro, Dimas Marchi, Giovanna Boccuzzi, Giselle Pedrosa,
Marcela Silva, Michele Silva, Vanessa Palermo, Vitor Almeida, Zedenil Rodrigues, que por vezes
estiveram ao meu lado e sempre me auxiliaram de alguma forma.

Aos meus amados e fiéis amigos Lia Barbuglio e Lucas Marques. Considero-me
afortunado pela amizade e cumplicidade de vocés. Sou grato por cada cuidado diério, cada risada,
pela paciéncia com minha personalidade forte e por serem figuras sempre presentes.

Aos meus pais, Almir e Cristiane, agradeco todo o suporte, tanto emocional quanto
financeiro, sem o qual eu ndo teria alcancado 0s meus objetivos. Acredito que boa parte, quica a
totalidade, do que somos, deve-se aos exemplos que tivemos em nossas vidas, e eu tive 0s
melhores. Obrigado por serem minha referéncia em integridade, determinacdo, amor e familia.
Amo-vos imensamente.

A todas as pessoas que de alguma forma possibilitaram a realizacio desta estapa e que,

porventura, ndo foram citadas, mas que com carinho serdo sempre lembradas.

A todos, muito obrigado.



vi
RESUMO

Dioscoreaceae € a familia mais representativa da ordem Dioscoreales e caracteriza-se por possuir
habito trepador, folhas com venacgéo secundaria reticulada, peciolos com pulvinos basais e apicais
e sistemas subterraneos espessados. Dioscorea € o maior e mais diverso género da familia,
representado por mais de 600 espécies no mundo. No Brasil ocorrem 141 espécies, varias delas
com problemas taxondmicos que dificultam a delimitacdo especifica. Sao escassos os estudos
morfoldgicos e estruturais que fornecam caracteres capazes de elucidar a posi¢do taxondémica das
espécies nativas deste género. A importancia econdmica de Dioscorea baseia-se ho consumo dos
6rgdos subterraneos espessados, sendo algumas espécies utilizadas como fonte alimenticia devido
aos altos teores de amido. Outras sdo fontes de substancias com importancia farmacoldgica e
medicinal, sendo utilizadas de maneira vasta como horménios sintéticos, antiinflamatorios e até
como contraceptivos orais. Pedralli (2004) sinonimizou 13 taxons em D. ovata; contudo, trabalhos
posteriores discordaram disso e ressaltam a necessidade de estudos que reavaliem esta
sinonimizacdo. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar os 6rgaos vegetativos
aereos e subterraneos de Dioscorea delicata R. Knuth, D. tauriglossum R. Knuth e D. ovata Vell.
a fim de levantar caracteres diagnosticos para auxiliar na delimitacdo dessas espécies
sinonimizadas por Pedralli (2004). Paralelamente, este trabalho também objetivou quantificar e

analisar comparativamente os compostos de reserva dos 6rgdos subterrdneos espessado para

subsidiar estudos sobre o potencial alimenticio dessas trés espécies nativas. Para tanto, utilizaram-

se técnicas usuais de microscopia de luz e eletrdnica de varredura para estudo estrutural dos 6rgaos
vegetativos (raiz, 6rgdo subterraneo espessado, caule e folha), a diafanizacdo das folhas para o
estudo da venacdo, além da realizagdo de anélises bioquimicas como a extracao e quantificagéo de
carboidratos solGveis, insolUveis e proteinas soltveis de acordo com metodologias especificas dos
Orgdos subterraneos espessados. Para a separacdo das espécies, foram encontrados caracteres

relevantes na folha (constituicdo tecidual da lamina foliar, ornamentagdo da cuticula,
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esclerificacdo do parénquima interfascicular do peciolo), no caule (forma, ornamentagéo cuticular
e tricomas), nas raizes (idioblastos fenolicos e periciclo com diferentes estratificagdes) e nos
sistemas subterraneos espessados (idioblastos rafidicos e raios parenquimaticos). Portanto, essas
diferengas estruturais encontradas em todos os 6rgaos das plantas mostram que D. delicata, D.
tauriglossum e D. ovata ndo constituem um mesmo taxon, e sim, trés taxons diferentes. Em relacéo
as anélises bioquimicas, as quantidades significativas de amido nos sistemas subterraneos de D.

delicata evidenciaram o potencial alimenticio dessa espécie nativa.

Palavras-chave: cards, carboidratos, 6rgaos vegetativos, taxonomia



viii
ABSTRACT

Dioscoreaceae is the most representative family of the Dioscoreales order and is characterized by
a climbing habit, leaves with reticulated secondary venation, petioles with basal and apical
pulvinus, and thickened underground systems. Dioscorea is the largest and most diverse genus,
represented by more than 600 species in the world. Occur 141 species in Brazil, many of them
with taxonomic problems that difficult the specific delimitation. There are few morphological and
structural studies that provide characters capable of elucidating the taxonomic position of the
genus native species. The Dioscorea economic importance is based on the consumption of the
thickened underground organs, being some of them used as food source due to the high starch
contents. Others are sources of substances with pharmacological and medicinal importance, being
widely used as synthetic hormones, anti-inflammatories and even as oral contraceptives. Pedralli
(2004) synonimized 13 taxa in D. ovata; however, later works disagreed with this and emphasized
the need for studies that reevaluate this synonimization. Therefore, the aim of the present work
was to characterize the vegetative aerial and subterranean organs of Dioscorea delicata R. Knuth,
D. tauriglossum R. Knuth and D. ovata Vell. in order to raise diagnostic characters to help in the
delimitation of these species by Pedralli (2004). In parallel, this work also aimed to quantify and
comparatively analyze the reserve compounds of thickened underground organs to support studies
on the food potential of these three native species. In order to do so, we used the usual techniques
of light microscopy and scanning electron microscopy for structural study of the vegetative organs
(root, thickened underground organ, stem and leaf), the leaves diaphanization for the venation
study, besides the biochemical analysis as the extraction and quantification of soluble
carbohydrates, insoluble and soluble proteins according to specific methodologies of the thickened
underground system. For species delimitation, relevant characters were found in the leaf (leaf
blade tissue constitution, cuticle ornamentation and the petiole interphacicular parenchyma
sclerification), in the stem (shape, cuticular ornamentation and trichomes), in the roots (phenolic

idioblasts and pericycle with different stratifications) and thickened underground systems



(raphydic idioblasts and parenchyma rays). Therefore, these structural differences found in all
organs of plants show that D. delicata, D. tauriglossum and D. ovata do not constitute the same
taxon, but three different taxa. In relation to the biochemical analyzes, the significant amounts of

starch in the underground systems of D. delicata evidenced the food potential of this native species.

Key words: caras, carbohydrates, taxonomy, vegetative organs
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Figura 2. Vista geral dos 0rgdos vegetativos aéreos de Dioscorea delicata, D. tauriglossum e D.
ovata, respectivamente. Face adaxial (D, F, H) e abaxial (E, G, 1) das folhas de D. delicata, D.

tauriglossum e D. ovata, respectivamente. Barras = 1cm.

Figura 3. Eletromicrografias (A, B, E, F, H, ) e sec¢des transversais (C, D, G, J) da regido entre
nervura mediana e bordo de Dioscorea delicata (A-D), D. tauriglossum (E-G) e D. ovata (H-J).
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Figura 4. Eletromicrografias da superficie do bordo foliar de Dioscorea delicata (A-C), D.
tauriglossum (D-G) e D. ovata (H-J). A, D, E, H, I. Face adaxial. B, C, F, G, J. Face abaxial. E:
estdmato; NL: nervura lateral; NLS: nervura lateral submarginal, REN: regido entre nervuras; TG:
tricoma glandular. Barras: A, De F =200 um; Be H=100 um; Ce E =20 um; G =50 um; I =

400 pm; J= 500 pm.
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Figura 5. Sec¢des transversais da regido do bordo foliar de Dioscorea delicata (A), D. tauriglossum
(B-D) e D. ovata (E e F). C. Idioblasto contendo polissacarideos neutros evidenciados pelo PAS
(asterisco). D. Idioblasto rafidico portando substancia mucilaginosa evidenciada pelo vermelho de
ruténio. F. Idioblastos fendlicos evidenciados pelo cloreto férrico. E: estbmato; EP: epiderme; IF:
idioblasto fendlico; IR: idioblasto rafidico; PC: parénquima clorofiliano; PL: parénquima

lacunoso; cabeca de seta: feixe vascular. Barras = 50 pm.
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glandular. Barras: A, Ee G =200 um; B, C, D e F =100 pm; H = 20 um; I=500 pum; J e L = 300

pm; K =1 mm.

Figura 7. SecOes transversais da nervura mediana de Dioscorea delicata (A, B), D. tauriglossum
(C,D, H) eD.ovata (E-G). G. Idioblastos fendlicos evidenciados pelo cloreto férrico. H. Cuticula
estriada evidenciada pelo Sudan IV. CE: cuticula estriada; CO: colénquima; EP: epiderme; F:
floema; IF: idioblasto fendlico; PC: parénquima clorofiliano; X: xilema. Barras: A, C e E = 100

pm; B, D e F =50 um; G =25 pm; H =10 um.

Figura 8. Sec0es transversais (A, C, D, G, I, J, K, M) e eletromicrografias (B, E, F, H, L) do
peciolo de Dioscorea delicata (A-F), D. tauriglossum (G-J) e D. ovata (K-M). D. Idioblastos
fenolicos evidenciados pelo cloreto férrico. C: cortex; CE: calota esclerenquimatica; CO:
colénquima; E: estbmato; EP: epiderme; F: floema; IF: idioblasto fendlico; IR: idioblasto rafidico;
M: medula; PC: parénquima clorofiliano; PI: parénquima interfascicular; TG: tricoma glandular;
X: xilema; Cabeca de seta: feixe vascular. Barras: A, D, E, G, I, J,Le M =100 pum; B = 25 um;

C,F,He K=50 um.
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Figura 9. Eletromicrografias do caule entre o quarto e o quinto né de Dioscorea delicata (A, B),
D. tauriglossum (C, D) e D. ovata (E-H). A e B. Tricomas tectores de base larga ordenados em
fileiras no sentido do maior eixo do 6rgdo. D. Deposicao da cuticula em forma de estrias e granulos

formando faixas intercaladas. Barras: A e C =500 pum; B, D e H =200 um; E =1 mm; F = 300

pm; G =50 pum.

Figura 10. Secdes transversais do caule entre o quarto e o quinto nd de Dioscorea delicata (A-C),
D. tauriglossum (D, E) e D. ovata (F, G). C. Canal secretor (CS) contendo mucilagem evidenciado
pelo vermelho de ruténio. C: cértex; CO: colénquima; EN: endoderme; EP: epiderme; F: floema;
M: medula; X: xilema; PC: parénquima clorofiliano; PL: periciclo lignificado; Elipse amarela:
feixe maior; Circulo vermelho: feixe menor. Barras: A, D e F =100 um; B, Ee G =50 um; C =

25 pm.

Figura 11. Secdes transversais do caule préximo ao solo de D. delicata (A, B), D. tauriglossum
(C) e D. ovata (D, E, F). B. Cuticula estriada mostrando reagdo positiva ao Sudan IV. D.
Idioblastos fendlicos evidenciados pelo cloreto férrico. C: cortex; CE: cuticula estriada; CO:
colénquima; CS: canal secretor; EN: endoderme; EP: epiderme; F: floema; IF: idioblasto fendlico;
M: medula; X: xilema; PC: parénquima clorofiliano; PL: periciclo lignificado; Elipse amarela:

feixe maior; Circulo vermelho: feixe menor. Barras: A, C e E =100 um; B =25 um; D e F =50

fm.

Figura 12. A-C. Vista geral do riz6foro de Dioscorea delicata, D. tauriglossum e D. ovata,
respectivamente. SecOes transversais (D-H, J) e eletromicrografia (I) do riz6foro de D. delicata
(D, H, I, J), D. tauriglossum (G) e D. ovata (E, F). F. Suber estratificado mostrando reagdo

positiva com o cloreto férrico. H. Gréos de amido mostrando reac¢do positiva com o lugol. C:
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stber estratificado; Cabeca de seta: feixe vascular. Barras: A=10cm; BeC=1cm;D,E,GeH

=100 um; F =200 pm; | =400 pm; He J =50 pm.

Figura 13. SecOes transversais das raizes claras (A, B, C, F) e escuras (D, E) de Dioscorea
delicata (A), D. tauriglossum (B, D, E) e D. ovata (C, F). F. Camada parenquimatica com parede
espessada adjacente a endoderme mostrando reacdo positiva ao cloreto férrico. C: cortex; EN:
endoderme; EP: epiderme; F: floema; IF: idioblasto fendlico; M: medula; P: periciclo; PR: pelo

radicular; X: xilema. Barras: A, Be C =100 pum; D e E =50 pm; F = 25 pm.

Figura 14. Aspecto geral da seccdo longitudinal dos rizoforos de Dioscorea delicata, D.

tauriglossum e D. ovata, respectivamente. Barras = lcm.

Figura 15. Perfil cromatografico por HPAEC/PAD de carboidratos soluveis totais dos rizéforos
de Dioscorea delicata, D. tauriglossum e D. ovata. F: fructose; G: glucose; P: pentoses; S:

Sacarose.
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Introducgéo

A familia Dioscoreaceae (R. Br.) Lindley pertence a ordem Dioscoreales e € composta
pelos géneros Dioscorea, Trichopus, Stenomeris e Tacca, dos quais Dioscorea é 0 maior género
em numero de espécies e 0 mais amplamente distribuido (Caddick et al. 2002a, b, Davis et al.
2004, Merckx et al. 2006, APG 1V 2016). Atualmente, Dioscoreaceae é aceita como monofilética,
porém as relagbes da familia com as diversas espécies de monocotileddneas ainda permanecem

incertas (Caddick et al. 2002a, b).

Considerac6es sobre 0 género Dioscorea L.

Dioscorea ocorre principalmente nos tropicos e subtropicos (Ayensu 1972),
majoritariamente no continente africano (Burkill 1960) e na América do Sul (Smith 1937, Ayensu
1972, Lawrence 1975), esta Ultima sendo o seu grande centro de dispersdo, gragas ao clima mais
estavel, as condicGes favoraveis de umidade e a temperatura ideal (Smith 1937, Ayensu 1972,
Lawrence 1975). Essas plantas habitam diversos ambientes, incluindo o interior ou bordas de
florestas, savanas e campos rupestres (Ayensu 1972, Davis et al. 2004). O numero de espécies
estimado varia de acordo com os diferentes estudos (Ayensu 1972). Baseando-se na monografia
de Dioscoreaceae de Knuth (1924) e nos estudos com as Dioscorea mexicanas de Matuda (1953)
e Al-Shehbaz & Schubert (1989), estima-se a ocorréncia de cerca de 650 a 850 espécies de
Dioscorea. Mais recentemente, Judd et al. (2009) mencionaram que existem aproximadamente
400 espécies de Dioscorea. A diferenca marcante destes valores deve-se a dificuldade em amostrar
especies trepadeiras, sobretudo as dioicas, visto que ha casos em que as plantas com flores
pistiladas e as com flores estaminadas foram descritas como sendo de especies diferentes (Pedralli
1997). No Brasil, segundo levantamentos floristicos atuais, muitas espécies sdo nativas e

endémicas, num total de 141 espécies, das quais 105 sdo endémicas (Kirizawa et al. 2017).



Grisebach (1842) dividiu as espécies de Dioscorea em 7 secOes, baseando-se em
caracteres exclusivamente reprodutivos; posteriormente, Knuth (1924) ampliou as descri¢fes para
0 género e utilizou-se de caracteres vegetativos para redistribuir as espécies em 58 sec¢des, sendo
as espécies de importancia alimenticia agrupadas na se¢do Enantiophyllum.

Em 2004, Pedralli descreveu as espécies de Dioscorea de Santa Catarina e sinonimizou
D. adenocarpa Griseb., D. adenocarpa Griseb. var. balansae R. Knuth, D. adenocarpa Griseb.
var. chartacea R. Knuth, D. trackyandrea Griseb., D. dendrotricha Uline, D. campanulata R.
Knuth, D. mucronata R. Knuth, D. delicata R. Knuth, D. puncticulata R. Knuth, D. rajanioides
R. Knuth, D. tauriglossum R. Knuth, D. tenuiphyllum R. Knuth e D. campos-portoi R. Knuth em
uma Unica espécie, ou seja, em D. ovata Vell. Entretanto, Kirizawa et al. (2010, 2017) e Couto
(2010) discordam dessa sinonimizacdo, pois estas espécies apresentam diferentes caracteres

taxondmicos, e sugerem a necessidade de atualizagdo nomenclatural desses taxons.

Morfologia e anatomia dos 6rgéos vegetativos aéreos e subterraneos de Dioscorea L.

Em relacdo a sua morfologia externa, as Dioscorea sdo plantas dioicas e trepadeiras,
excetuando-se as pertencentes a se¢cdo Monadelpha que sdo mondicas, as vezes ands, de habito
vollavel ou apoiante, geralmente herbaceas, podendo ocorrer espécies com caules espessados
(Burkill 1960).

As folhas sdo simples ou compostas (até 7 folioladas), pecioladas e apresentam padréao
alterno, raramente oposto, com formas que variam de cordadas a lobadas (Barroso et al. 1974). O
peciolo porta um pulvino superior e outro inferior, estes, quando torcidos, formam geniculos
(Burkill 1960). A maioria das espécies de Dioscorea sdo glabras e, quando pilosas, 0s tricomas
ocorrem de forma escassa (Burkill 1960). Esses tricomas podem ser simples, unicelulares, isolados
ou em tufos, longos, finos e pontiagudos ou estrelados, em geral presentes na face abaxial da

lamina foliar, ao longo das nervuras e, mais raramente, no caule e peciolo (Al-Shehbaz & Schubert



1989). Segundo Burkill (1960), tricomas glandulares s&o comuns em Dioscorea, Stenomeris e
Trichopus. Nas folhas de Dioscorea floribunda e D. composita, Odimegwu et al. (2013)
observaram tricomas glandulares com terpendides.

Na axila foliar das plantas de D. bulbifera e D. cayenensis pode haver o intumescimento
e formacgdo de uma estrutura analoga ao sistema subterraneo espessado, denominada bulbilho,
indispensavel para a propagacdo vegetativa dessas espécies e comuns nas espécies africanas
(Burkill 1960, Dahlgren et al. 1985, Rocha & Menezes 1997).

As espécies de Dioscorea podem ter venacdo foliar do tipo acrodroma (Inamdar et al.
1983, Jayasuriya 1990, Téllez-Valdés & Martinez-Rodriguez 1993) ou campilédroma (Téllez-
Valdés & Martinez-Rodriguez 1993). Do ponto de vista anatdmico, as espécies nativas de
Dioscorea ainda foram pouco estudadas, destacando-se os estudos dos 6rgaos vegetativos aéreos
realizados por Barroso et al. (1974), Cardoso (2001) e Tenorio et al. (2017). Em relacéo as espécies
exoticas, Abdulrahaman et al. (2009), ao analisar seis espécies de Dioscorea, verificaram que
cinco apresentavam folhas hipoestomaticas e apenas uma era epiestomatica, sendo os estdmatos
dos tipos paracitico, tetracitico, anisocitico ou diacitico. Apesar das quatro espécies estudadas por
Aina & Atumeyi (2011) terem folhas hipoestomaticas, foi observada a ocorréncia de diferentes
tipos de tricomas e de estdbmatos, sugerindo que tais parametros pudessem ser utilizados como
carateres diagndsticos para as Dioscorea. Sonibare & Adeniran (2014) também utilizaram o tipo
de estbmato e de tricomas, além do tipo da ornamentacdo da cuticula e a presenca de mucilagem
como caracteres diagndésticos para diferenciar Dioscorea bulbifera das demais espécies do género.

O caule aéreo é anual ou bienal, senescendo em periodos desfavoraveis, rebrotando a
partir da estrutura subterrénea tuberosa+, podendo portar espinhos na regido basal (Burkill 1960,
Onwueme 1978, Wickham et al. 1984). O enrolamento do caule aéreo pode ser para a direita
(dextrorso) ou para a esquerda (sinistrorso), existindo casos de espécies capazes de se enrolar para

ambos os lados em alturas diferentes (Burkill 1960). O enrolamento sinistrorso foi considerado



por vezes uma caracteristica autapomorfica, enquanto o dextrorso plesiomorfica (Wilkin et al.
2005). Os caules aéreos também podem ser apoiantes ou eretos, como em D. anomala Griseb. e
D. maianthemoides Uline ex R. Knuth, que representam habitos diferenciados na familia (Burkill
1960, Onwueme 1978, Cardoso 2001). Segundo Burkill (1960), a maioria das espécies de
Dioscorea possuem caule com formato redondo ou hexagonal quando seccionado, raramente com
formas intermediarias, e seus feixes vasculares sdo organizados em duas ou trés camadas
concéntricas. Menciona, ainda, que as células epidérmicas possuem paredes espessadas, de forma
retangular e que na regido medular pode haver acimulo de gréos de amido, como visualizado em
D. bulbifera.

Pode-se dizer que a caracteristica que se destaca entre a maioria das espécies de
Dioscorea é o desenvolvimento de intumescéncias subterraneas perenes (Burkill 1960). Os 6rgaos
subterraneos tuberosos podem portar gemas e S0 responsaveis por armazenar compostos de
reserva e agua, que garantem a capacidade de regenerar a parte area apés a perda devido a fase
fenoldgica ou a algum estresse, e também sdo importantes para a propagacao vegetativa (Dahlgren
et al. 1985, Chu & Figueiredo-Ribeiro 1991, Appezzato-da-Gldria et al. 2015).

O sistema subterraneo espessado de Dioscorea apresenta divergéncias quanto a sua
classificacdo, em grande parte atribuida a escassez de estudos anatdmicos que elucidem a sua
origem e a natureza estrutural. Alguns autores como Rendle (1971), Wickham et al. (1984) e
Dahlgren et al. (1985) denominam o sistema subterraneo de Dioscorea como sendo um tubérculo.
Rocha e Menezes (1997) descrevem o sistema subterraneo de D. kunthiana como rizéforo, o qual
é formado por um eixo fino com crescimento geotropico positivo, que forma de espago em espaco,
regides tuberizadas com raizes adventicias. Outros autores, como Burkill (1960), Ayensu (1972),
Barroso et al. (1974), Coursey (1967), Le6n (1987) e Al-Shehbaz & Schubert (1989) referem para

0 género Dioscorea a presenca de cormo, bulbo, 6rgéo rizomatoso ou rizomiforme, raiz tuberosa,



tuberculiforme, estoldo tuberiforme e tubérculo radicular, além das raizes adventicias, tipicas das
monocotileddneas.

Para a maioria dos autores (Pio Corréa 1985, Holttum 1955, Burkill 1960, Ayensu 1972,
Barroso et al. 1974, Cronquist 1977, Degras 1976, Al-Shehbaz & Schubert 1989), as estruturas
subterraneas espessadas de Dioscorea sdo consideradas tubérculos ou rizomas. Tais 0rgaos
apresentam algumas semelhancas, pois ambos s&o relacionados com estruturas de natureza
caulinar e subterranea que acumulam reservas, além da funcdo de propagacdo vegetativa. Burkill
(1960) menciona que o tubérculo seria, na verdade, uma variacdo do rizoma que sofreu
encurtamento a fim de enterrar-se mais profundamente no solo e aumentar a areas disponiveis para
reserva. Raman et al. (2014), ao estudarem a anatomia dos 6rgaos subterraneos de cinco espécies
de Dioscorea, sugeriram, como principais caracteres para distingui-las a natureza da periderme, a
presenca ou auséncia de esclereides no periciclo, a lignificacdo no floema, os tipos de cristais de
oxalato de calcio e o formato dos grdos de amido.

Poucos trabalhos abordam a morfologia das raizes de Dioscorea. As raizes sdo
superficiais e delicadas, ndo ultrapassando dez centimetros de profundidade (Burkill 1960), e
apresentam diferentes espessuras e coloragdes, variando do castanho ao branco; ainda, segundo
Sharma (1974), em algumas espécies as raizes podem ser intumescidas, acumulando grande
quantidade de grdos de amido no parénquima de reserva.

Em Dioscorea, a forma e o tamanho dos grdos de amido presentes nos sistemas
subterraneos variam significativamente (Barroso et al. 1974, Tajuddin et al. 2013). Estes podem
ser do tipo simples, agrupados no parénquima de reserva do sistema subterraneo (Logischen &
Robbertse 1981), semicompostos, em sua grande maioria com um poro ou uma depressdo na
posicao distal ao hilo (Xifreda & Cortella 1989) ou apresentar formato irregular semelhante a uma

piramide de vértices arredondados (Vizcarrondo et al. 2004). Existem registros de graos de amido



gue apresentam cristais de oxalato de célcio de diferentes formatos e tamanhos na regido do hilo
(Okoli & Green 1987).

As inclusdes cristaliferas podem estar presentes em todos 0s 6rgdos vegetais das plantas
e suas formas sdo um padrdo genético consistente (Prychid & Rudall 1999). Diferentes tipos de
cristais de oxalato de calcio podem ser utilizados como carater diagnostico em monocotiledoéneas
(Inamdar et al. 1983, Okoli & Green 1987, Xifreda 1990a, b, Prychid & Rudall 1999, Raman et
al. 2014) e, como Ayensu (1972) observou, os tipos e distribuicdes destes em Dioscoreaceae
podem ser utilizados com fins taxondmicos. Majoritariamente existem trés tipos distintos de
cristais de oxalato de célcio nas plantas, as réfides, os estiloides e as drusas (Prychid & Rudall
1999), contudo, tipos diferentes ou formas intermediarias podem ser exclusivas, como 0s
observados em Dioscorea por Raman et al. (2014) que encontraram dois tipos morfolédgicos
diferentes de rafides, variando apenas no nimero de lados nas terminagdes das agulhas, sendo

ambas associadas a substancias mucilaginosas

Importéncia econdémica de Dioscorea L.

Poucas espécies de Dioscorea apresentam interesse ornamental, destacando-se D.
dodecaneura, amplamente utilizada por apresentar folhas com a face abaxial de cor roxa e adaxial
rajada de branco (Pedralli 1997). Todavia, em diversos paises da América, Africa e Asia, 0s
sistemas subterraneos espessados da Dioscorea sdo consumidos como principal fonte de
subsisténcia por apresentarem grande valor nutricional. Mais de 96% da producéo de cara provém
do continente africano, com aproximadamente 56,6 milhdes de toneladas produzidas em 2011
(FAO Statistical Yearbook 2013). Os estados do Norte e Nordeste sdo os principais produtores de
cara do Brasil, totalizando aproximadamente 245 toneladas por ano (Santos & Macedo 2002).

No Brasil sdo cultivadas varias espécies de Dioscorea (Ramo-Escudero et al. 2010,

Castro et al. 2012), conhecidas popularmente como inhames no Norte e Nordeste, enquanto no Sul



e Sudeste recebem a denominacdo de caras (Pedralli 1997). Dentre as espécies brasileiras de
Dioscorea, 26 podem ser utilizadas na alimentagéo (Al-Shehbaz & Schubert 1989) por serem ricas
em diversas vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e niacina), além das vitaminas A e C
e, também, em carboidratos, principalmente amido (Wanasundera & Ravindran 1994, Jayakody et
al. 2007, Oliveira et al. 2007, Dutta 2015). Em relacdo as proteinas, Wanasundera & Ravindran
(1994) observaram que os valores presentes nos 6rgaos tuberosos de D. alata eram superiores e de
melhor qualidade do que aqueles encontrados em batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) e taro
(Colocasia esculenta (L.) Schott), comprovando seu potencial nutricional. Apesar das vantagens
da cultura do inhame, no Brasil os representantes do género Dioscorea continuam praticamente
inexplorados (Zarate et al. 1996, Pérez et al. 2005, Santos et al. 2006), visto que Sa0 escassos 0S
estudos horticulturais com as espécies nativas deste género.

O amido é o principal carboidrato de reserva no reino vegetal. E formado por dois tipos
de polimeros: a amilose, de cadeia linear com ligagdes o (1-4), e a amilopectina, de cadeia
ramificada com ligagdes a (1-6); em Dioscorea, desempenha importante funcdo no periodo de
brotacdo, propagacdo e floracdo (Gallant et al. 1982, Chu & Figueiredo-Ribeiro 1991, Stick &
Williams 2009).

Nos sistemas subterraneos espessados em Dioscorea ocorre, também, a presenca de
diversos metabolitos secundarios como alcaloides (Hegnauer 1963), taninos (Jayasuriya 1990) e
protodioscina (Hu & Yao 2002), este Gltimo apresentando eficiéncia no combate a diferentes tipos
de células cancerigenas e, também, no tratamento de doencas corondrias e degenerativas
(Miyazawa et al. 1996, Hou et al. 2002). Barroso et al. (1974) mencionam a presenca de
sapogeninas, um composto com valor medicinal devido a sua atividade antimicrobiana (Stephens
1994). Ao analisarem cinco espécies nativas de Dioscorea (D. delicata, D. laxiflora, D. olfersiana,
D. sanpaulensis e D. subhastata), Chu & Figueiredo-Ribeiro (1991) observaram altos teores de

proteinas e agUcares soluveis, além da presenca de diosgenina em D. laxiflora e D. olfersiana. Em



1937, em espécies japonesas de Dioscorea, foi isolada a diosgenina, que era a principal fonte de

matéria-prima usada na fabricacdo de cortisona e hormdnios sexuais, sendo posteriormente

sintetizada para comercializagdo em grande escala (Gomez-Pompa 1962), por apresentar efeito

anti-inflamatorio ou contraceptivo oral (Judd et al. 2009).

Devido a existéncia de problemas taxondmicos acerca da circunscricdo de Dioscorea

ovata e de poucos trabalhos que abordam a anatomia e a bioquimica de espécies nativas e

endémicas brasileiras, o presente trabalho teve como objetivos:

e Caracterizar os 6rgdos vegetativos aéreos e subterraneos de Dioscorea delicata R. Knuth, D.
tauriglossum R. Knuth e D. ovata Vell. a fim de levantar caracteres diagnosticos para auxiliar
na delimitacdo dessas espécies sinonimizadas por Pedralli (2004);

e Quantificar e analisar comparativamente os compostos de reserva dos 6rgaos subterraneos

espessados para subsidiar estudos sobre seu potencial alimenticio.



Material e métodos

Material boténico e areas de coleta

Plantas de Dioscorea delicata R. Knuth e D. tauriglossum R. Knuth foram coletadas na
Reserva Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba, Santo André, SP, situada entre as
coordenadas geograficas 23°46°007-23°47°10”S e 46°18°207-46°20°40”W (Gutjahr & Tavares
2009), enquanto plantas de D. ovata Vell. foram coletadas no Parque Nacional da Tijuca, Rio de
Janeiro, RJ, situado entre as coordenadas geograficas 22°57°23”S e 043°14°51”W. Para cada
espécie foram coletados seis individuos de populacgdes diferentes na fase fenoldgica de floragéo.

As espécies foram identificadas pela especialista do género no Brasil, Dra. Mizue
Kirizawa, Pesquisadora Associada do Instituto de Botanica, e as exsicatas foram registradas e
incorporadas ao acervo do Herbario Maria Eneyda Pacheco Kauffmann Fidalgo (SP) do Instituto
de Boténica, sob os nimeros: Dioscorea delicata (SP474887), D. ovata (SP488020, SP488021 e

SP488022) e D. tauriglossum (SP488455).

Venacdo foliar

Para a analise da venacdo foliar, folhas frescas do 5° n6 de quatro exemplares de cada
espécie foram diafanizadas de acordo com Strittmatter (1973), adaptando-se apenas o tempo de
aquecimento em etanol 96% e etanol 96% - hidréxido de sodio 5% 1:1 (v/v) para 2 horas cada, e
0 processo de clarificacdo por 24 horas no hipoclorito de sddio 50% a partir da solu¢do comercial.
Posteriormente, as folhas foram coradas com safranina etandlica 80% e montadas entre placas de

vidro de 2 mm de espessura com resina sintética Entellan.

Andlises anatdmicas

As andlises anatdmicas foram realizadas com os érgdos vegetativos aéreos e subterraneos
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de trés individuos. Na folha expandida do 5° n6 foi analisada a regido do ter¢co medio (regides da
nervura central, intermediéria e bordo) e o peciolo na regido mediana. O caule foi analisado na
regido entre o 4° e 5° nds a partir do apice, bem como no primeiro entrend préximo ao solo. O
sistema subterraneo espessado foi seccionado nas regiGes proximal, mediana e distal. As raizes
adventicias de diferentes diametros foram seccionadas na por¢do proximal e mediana em relagéo
ao Orgao tuberoso.

As amostras foram fixadas em FAA (formaldeido: acido acético: alcool etilico 50%)
(Johansen 1940), levadas a uma bomba de vacuo para a retirada do ar dos tecidos e armazenadas
em etanol 70% para andlises posteriores. Em seguida, foram incluidas em resina plastica de
hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin) e os blocos obtidos foram seccionados transversal e
longitudinalmente (7um de espessura) em micrétomo rotatério Leica RM 2245 com navalha
descartavel. Parte dos cortes obtidos foi corada com azul de toluidina 0,05% (Sakai 1973) em
tampéo fosfato e citrato (Mcllvaine 1921) pH 4,5 e as laminas permanentes foram montadas com
resina sintética Entellan. A outra parte dos cortes foi submetida a corantes e reagentes especificos
para os testes histoquimicos (Tabela 1), e, posteriormente, montada em gelatina de Kaiser (1880)
ou agua destilada. As observagdes das seccOes e captura de imagens digitais dos materiais
preparados em laminas foram realizadas ao microscépio Olympus BX53 equipado com camera de
video Olympus Q-Color 5, software Image-Pro Express versdao 6.3 (Media Cybernetics). As

escalas micrométricas foram obtidas nas mesmas condic¢des Opticas utilizadas.

Analises em microscopia eletrénica de varredura

Amostras (folhas, caules e érgdos subterraneos) fixadas em FAA (formaldeido: acido
acético: alcool etilico 50%) (Johansen 1940) foram desidratadas em série cetbnica, secas pelo
método do ponto critico de CO (Horridge & Tamm 1969), montadas sobre suportes de aluminio

e metalizadas com ouro coloidal. As observacOes e as eletromicrografias foram feitas ao
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microscopio eletrénico de varredura Philips modelo XL Series XL 20 e FEI Quanta 250, com as

escalas diretamente impressas nas mesmas.

Nomenclatura utilizada para as descric¢oes

Para as descri¢fes do padrdo de deposicdo cuticular seguiu-se a classificagcdo proposta
por Metcalfe e Chalk (1979) e para venacéo foliar, seguiu-se a classificagdo de Hickey (1973). Em
relacdo a nomenclatura utilizada para classificar os feixes vasculares do caule, aqui seguimos a
terminologia proposta por Rocha & Menezes (1997). Para a terminologia dos sistemas

subterraneos espessados, utilizou-se a proposta por Appezzato-da-Gloria (2015).
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Tabela 3: Corantes e reagentes especificos para a identificacdo da natureza e tipos de compostos presentes em Dioscorea delicata, D. tauriglossum e D.
ovata.

Reagente Composto alvo Cor em luz transmitida Referéncia

Acido periddico/Reagente de
Polissacarideos neutros Magenta McManus (1948)
Schiff

Compostos fendlicos em verde (por mera adicdo de cores),
Azul de toluidina 0,05% Compostos fenolicos Sakai (1973)
compostos protonados em lilas e compostos neutros em azul

Cloreto férrico Compostos fendlicos totais Marrom a negro Johansen (1940)
Lugol Amido Marrom, roxo ou negro Jensen (1962)
Sudan IV Substéncias lipofilicas Vermelho Jensen (1962)
Sudan Black B Substancias lipofilicas Azul a negro Pearse (1968)

Substéancias pécticas e
Vermelho de ruténio Rosa a vermelho Johansen (1940)
mucilagem

Xylidine Ponceau Proteinas totais Vermelho Vidal (1970)
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Analises bioquimicas
Para garantir a integridade dos compostos de reserva dos sistemas subterraneos espessados,
logo ap6s a coleta, os materiais foram transportados em jornal umedecido até o laboratorio e,
posteriormente, lavados, fragmentados e mantidos em freezer -80°C até o momento do

processamento.

Teor de agua: Para determinacdo do teor de agua (%) no 6rgdo subterraneo espessado,
amostras da regido cortical e medular foram acondicionadas em tubos falcon, imediatamente apds o
orgéo ser seccionado longitudinalmente. As amostras foram pesadas em balanca analitica durante o
processamento para determinacdo da massa fresca (MF). Em seguida, foram mantidas em liofilizador
(Thermo Modulyod Freeze Dryer) por 72h, sendo novamente pesadas para determinacdo da massa
seca (MS). O teor de agua do Orgao subterraneo espessado foi determinado pelo método gravimétrico

a partir da equacdo: Massa seca (%) = massa seca (g) X 100 / massa fresca (g)

Extracdo e quantificacdo de carboidratos sollveis: Fragmentos do érgdo subterraneo
espessado (regido cortical e medular) foram separados, pesados em balanca analitica para obtencéo
da massa fresca, liofilizados e novamente pesados para a obtencdo da massa seca, repetindo-se o
processo em triplicata. Posteriormente, os fragmentos foram macerados em almofariz com etanol
80%, mantidos em banho-maria durante 15 minutos a 80°C e centrifugados a temperatura ambiente
por 15 minutos a 400 g. Este processo foi repetido trés vezes, juntando todos os sobrenadantes e
mensurando o volume. Os residuos foram entdo submetidos & extracdo aquosa (3x), durante 30
minutos a 60°C, sendo filtrados e reunidos os sobrenadantes e mensurados os volumes. Os
sobrenadantes das extraces etandlicas e aquosas foram reunidos, constituindo os carboidratos
soluveis (Carvalho et al. 1998). Os acUcares soluveis totais foram quantificados segundo método do

fenol-sulfdrico (Dubois et al. 1956), utilizando-se glicose como padréo. Os agucares redutores foram
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quantificados segundo método proposto por Somogyi (1945), utilizando-se glucose como padréo. O
calculo para quantificacdo de agUcares solUveis e aclcares redutores pelos métodos colorimétricos
foi realizado utilizando-se a equacéo da reta obtida a partir das curvas-padrao de glucose. As leituras
das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro modelo BEL Photonics 1105 em
comprimento de onda de 490nm e 520 nm, respectivamente. Todos os reagentes utilizados foram de

grau P.A.

Analise qualitativa dos carboidratos solUveis: Foi realizada na fracao dos acUcares sollveis.
Volumes contendo o equivalente a 1,0 mg de carboidrato total foram submetidos a deionizacdo em
colunas de troca ibnica, contendo resinas catiénicas e aniénicas (Carvalho & Dietrich 1993). Em
seguida, as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 pum com 13 mm de PVDF (Millex) e
analisadas por cromatografia de troca anibnica de alta resolucdo com deteccdo por pulso
amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex modelo ICS 3000 utilizando coluna CarboPac
PA-1 (4mm x 250mm) com fluxo de 1Iml mint (Oliveira et al. 2010). O fracionamento dos
carboidratos foi feito utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150 mM de hidréxido de
sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sodio em 150 mM de hidroxido de s6dio) com a seguinte
programacdo: 0 - 2 min, 15 mM de acetato de sodio; 2,1 - 17 min, 185 mM; 17,1 — 21 min, 500 mM;
21,1 — 30 min, 15 mM. Os aglicares solveis foram analisados na concentragio de 400 pg mL™, em

equivalente de glucose e comparados com carboidratos padrdes externos (glucose, frutose e sacarose).

Extracdo e analise de amido: Os residuos das extraces dos agucares soluveis foram
submetidos a extragdo com acido percldrico 52%, em duplicata. A quantificacdo do amido foi feita
por método colorimétrico (fenol-sulfurico) (McCready et al. 1950 modificado). As leituras das

absorbéancias foram realizadas em espectrofotdbmetro modelo BEL Photonics 1105 em comprimento



15
de onda de 490 nm. O calculo para quantificacdo do amido pelos métodos colorimétricos foi realizado

utilizando-se a equacao da reta obtida a partir das curvas-padrao, usando-se glucose como padréo.

Extracdo e quantificacdo de proteinas sollveis: Fragmentos dos sistemas subterraneos
espessados (regido cortical e medular) foram pesados para obtencdo da massa fresca, liofilizados e
novamente pesados para a obtencdo da massa seca, em triplicata. Em seguida, foi pulverizado com
solucdo tampéo acetato de sddio 0,05 M (pH 5,2) com Tween 20 (50 pl). Toda a extracdo foi realizada
em banho de gelo a 4°C, durante 15 minutos para cada maceracao e extracdo. A seguir, as amostras
foram centrifugadas a 400 g, por 15 min a 4°C, sendo o sobrenadante coletado e armazenado. Este
processo foi repetido trés vezes, juntando-se os sobrenadantes e aferido o volume final. Os
sobrenadantes foram, entdo, armazenados a -20°C. A quantificacdo das proteinas foi realizada pelo
método de Bradford (1976), usando-se albumina de soro bovino como padrdo utilizando-se do
reagente Bio-Rad Proteins Assay Dye Reagent Concentrate (BioRad). As leituras das absorbancias
foram realizadas em espectrofotobmetro modelo BEL Photonics 1105 em comprimento de onda de
595 nm. O calculo para quantificacdo de proteinas soluveis pelos métodos colorimétricos foi realizado

utilizando-se a equacao da reta obtida a partir da curva-padrdo de albumina.
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Resultados

Venagao foliar

O padrédo de venacgdo foliar de Dioscorea delicata, D. tauriglossum e D. ovata é do tipo
campilédromo, sendo a base das folhas geralmente cordadas, nervura mediana reta e nervuras laterais
arqueadas no sentido do &pice da lamina (Fig. 1A, E e I). As nervuras provenientes do peciolo se
divergem na base da ldmina (Fig. 1D, H e L) e convergem no &pice (Fig. 1B, Fe J). Em D. delicata e
D. ovata partem 11 nervuras do peciolo em sentido a Iamina foliar (Fig. 1D e L) e nove em D.
tauriglossum (Fig. 1H). Ao longo da ldamina, ocorrem unides consecutivasdas nervuras mais externas
em diferentes niveis, culminando em trés nervuras que correm paralelamente no apice (Figs. 1B, F e
J).

As nervuras de ordens superiores ramificam-se e formam o padréo reticulado. Observam-se
ramificacdes nas nervuras de até quarta ordem nas trés espécies de Dioscorea (Fig. 1C, G e K). Na
regido do bordo foliar, ndo ha ramificacbes de nervuras secundarias, apenas uma nervura lateral
submarginal (Fig. 1C, G e K).

As nervuras de segunda ordem sdo paralelas entre si e partem das nervuras primarias,
formando um angulo entre 45° e 90°, conectando-se com as outras nervuras primarias (Fig. 1C, G e
K).

As nervuras de terceira ordem formam o padrdo randomicamente reticulado, no qual se
conectam com as nervuras de segunda ou terceira ordem, formando anastomoses de angulos variados
(Figs. 1C, G e K). As nervuras de quarta ordem ramificam-se a partir das nervuras de terceira ordem
e possuem espessura menor que as nervuras de terceira ordem e padrdo de distribuicdo
randomicamente orientado. Algumas dessas nervuras de quarta ordem ndo se conectam com outras,

formando vénulas ramificadas (Fig. 1C, G e K).
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As vénulas de D. delicata sdo ausentes ou simples de forma curva. Em D. tauriglossum, as

vénulas podem ser ausentes, simples de forma linear ou curva, ou ramificadas uma ou duas vezes.

Observa-se que em D. ovata as vénulas podem ser ausentes ou simples de forma linear ou curva (Fig.
1C, G e K).

As aréolas! em D. delicata possuem forma quadrangular ou, raramente, pentagonal, em D.

tauriglossum a forma é pentagonal e em D. ovata é quadrangular ou pentagonal (Figs. 1C, G e K).

Anatomia foliar

Lamina foliar

As espécies analisadas possuem habito trepador escandente (Fig. 2A, B e C). O limbo foliar
possui forma ovada eliptica em D. delicata, com apice longamente acuminado, base cordada, bordo
inteiro e consisténcia membranacea (Fig. 2D e E). Em D. tauriglossum, o limbo possui forma eliptica
a lanceolada, base ovada a eliptica, apice acuminado, bordo inteiro e consisténcia levemente coriacea
(Fig. 2F e G). Dioscorea ovata possui lamina de forma ovada levemente lanceolada, com apice
acuminado, base levemente cordada e consisténcia membranacea (Fig. 2H e ).

Em vista frontal, na regido entre a nervura mediana e o bordo, no terco médio do limbo
foliar, observam-se estrias cuticulares na face abaxial de todas as espécies (Fig. 3B, F e 1), e, em
relacdo a face adaxial, apenas D. ovata apresentou leves estrias cuticulares na face adaxial (Fig. 3H).
As células epidérmicas da face adaxial de D. delicata e D. tauriglossum apresentam paredes
anticlinais retas e levemente sinuosas em D. ovata (Fig. 3A, E e H). Na face abaxial, as células
epidérmicas sdo menores que as da face adaxial e com paredes anticlinais sinuosas (Fig. 3B, F e ).

Os estbmatos de todas as espécies sdo predominantemente do tipo anomocitico e anisocitico,
ocorrendo em ambas as faces do limbo foliar, em maior nimero na face abaxial (Fig. 3B, D, Fe I).

O indumento esta presente em ambas as faces e € constituido por tricomas glandulares (Fig. 3B, F, H

! Aréolas — Sdo as menores areas do tecido cercadas por veias.
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e 1), multicelulares, constituidos por uma célula basal, uma célula intermediaria formando o
pedunculo e trés pares de células secretoras formando a cabeca.

Os cortes transversais mostram que a epiderme € uniestratificada em ambas as faces da folha
e revestida pela cuticula. As células da face abaxial sdo menores do que as da face adaxial em todas
as espécies (Fig. 3C, G e J).

A lamina foliar é anfiestomatica, os estdmatos estdo levemente acima das demais células
epidérmicas e com amplas camaras subestomaticas em D. delicata, e no mesmo nivel em D.
tauriglossum e D. ovata (Fig. 3C, G e J).

O mesofilo é constituido pelo parénquima clorofiliano, tendendo a dorsiventral em D.
delicata e D. tauriglossum e completamente dorsiventral em D. ovata. O mesofilo de D. delicata e
D. tauriglossum apresenta quatro a cinco camadas de células de tamanhos variados, sendo a primeira
delas constituida por células mais justapostas, enquanto as camadas inferiores apresentam amplos
espacos intercelulares (Fig. 3C e G). Em D. ovata, o mesofilo é constituido pelo parénquima
palicadico e lacunoso, sendo o palicadico formado por uma a duas camadas de células alongadas
anticlinalmente e o lacunoso constituido por seis camadas de células de formatos variados com
pequenos espacos intercelulares (Fig. 3J).

Os feixes vasculares sdo colaterais (Fig. 3C, G e J), observando-se a formacdo de calotas
esclerenquimaticas em ambas as faces somente em D. ovata (Fig. 3J).

Foram observados idioblastos fendlicos imersos no mesofilo, bem como idioblastos
rafidicos associados a mucilagem em todas as espécies (Fig. 3C, G e J). As maiores quantidades de
idioblastos de contetido fenolico foram observados no mesofilo de D. ovata (Fig. 3J).

Na regido do bordo das trés espécies, observa-se que estes sdo lisos e revolutos. A cuticula
é estriada e as células epidérmicas possuem paredes heterodimensionais (Fig. 4A, B, D, F, H e J).
Observa-se, também, a presenga de uma nervura submarginal pronuncianda, ndo sendo visivel apenas

na face adaxial de D. ovata (Fig. 4H). As células epidérmicas na regido entre as nervuras laterais e as
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nervuras laterais submarginais apresentam forma quadrangular com paredes anticlinais sinuosas,
enquanto as células epidérmicas das nervuras submarginais apresentam forma retangular com o maior
eixo no sentido longitudinal do 6rgéo (Fig. 4A, B, D, F, H e J) e, em D. tauriglossum, as estrias da
base dos tricomas glandulares e células subsidiarias dos estbmatos apresentam-se de maneira radiada
(Fig. 4E e G).

Os estdmatos e tricomas estdo presentes no bordo em ambas as faces de todas as espécies.
Em todas as espécies observam-se tricomas glandulares compostos por seis células na regido da
cabeca, uma célula na regido peduncular e uma na basal (Fig. 4C, E e I).

Em corte transversal, o bordo apresenta epiderme uniestratificada em ambas as faces e
revestida pela cuticula (Fig. 5A-F). O tamanho das células da face abaxial é levemente menor do que
as da face adaxial. As células epidérmicas possuem forma quadrangular na face adaxial e retangular
na face abaxial com espessamento homogéneo das paredes (Fig. 5A, B e E).

A terminacdo do mesofilo do bordo de todas as espécies é constituida por células
colenquimaticas clorofilianas, sendo em D. delicata e D. tauriglossum dispostas em duas camadas de
células, enquanto em D. ovata sdo por duas a trés camadas (Fig. 5A, B e E).

Os feixes vasculares sdo semelhantes aos demais encontrados na lamina foliar (Fig. 5A, B e
E).

Observa-se idioblastos fendlicos no mesofilo do bordo de D. delicata e D. ovata (Fig. 5F) e
também idioblastos rafidicos associados a mucilagem em todas as espécies (Fig. 5A, C-E).

Na regido da nervura mediana, em vista frontal, nota-se uma nervura levemente pronunciada
na face adaxial da ldmina em D. delicata (Fig. 6A) e D. tauriglossum (Fig. 6D) e, em D. ovata,
pronunciada (Fig. 6G). As células das nervuras possuem estrias no sentido longitudinal do 6rgdo. Na
face abaxial, a nervura apresentou células com um comprimento maior no sentido longitudinal do
6rgdo em D. delicata e D. ovata (Fig. 6B e H). As células adjacentes a nervura apresentaram paredes

sinuosas em D. delicata (Fig. 6B) e paredes de angulos arredondados em D. tauriglossum e D. ovata
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(Fig. 6E e H). O indumento é semelhante ao observado no bordo e regido intercostal. As estrias com
disposicao radiada na base dos tricomas glandulares e nas células subsidiarias dos estdmatos sdo
pronunciadas em D. tauriglossum (Fig. 6F), leves em D. delicata (Fig. 6C) e ausentes em D. ovata
(Fig. 61).

Em corte transversal, a nervura mediana é plano-convexa em D. delicata (Fig. 7A), concavo-
convexa em D. tauriglossum (Fig. 7C) e biconvexa em D. ovata (Fig. 7E). A epiderme é
uniestratificada, constituida por células maiores na face adaxial em comparacdo com as da face
abaxial (Fig. 7A, C e E), e revestida por cuticula estriada (Fig. 7H). O colénquima angular ocorre em
ambas as faces da nervura, sendo constituido por uma camada de células em ambas as faces nas trés
espécies de Dioscorea. Abaixo do colénquima, sdo observadas de uma a trés camadas de parénquima
aclorofilado de tamanhos variados. Grandes espacos intercelulares sdo observados em D.
tauriglossum e D. ovata (Fig. 7D e F).

O sistema vascular é constituido pelo feixe vascular colateral localizado no centro da nervura
e circundado por células esclerenquimaticas, sendo estas espessadas em D. ovata. O floema esta
disposto em semicirculo (Fig. 7B, D e F).

Idioblastos fendlicos foram observados imersos no parénguima de D. ovata (Fig. 7G).

Peciolo

O peciolo das trés espécies de Dioscorea é dorsiventral e apresenta variagcdes quanto a forma,
sendo ligeiramente concavo na face adaxial e convexo na face abaxial em D. delicata (Fig. 8A) e
plano-convexo em D. tauriglossum e D. ovata (Fig. 8G e K). Em vista frontal, as estrias cuticulares
sdo delgadas em D. delicata e D. ovata (Fig. 8B e L), sendo que na primeira ocorrem principalmente
no entorno da regido basal dos tricomas tectores enquanto na segunda espécie, o padrdo de deposicao
cuticular é uniforme e com pequenos cumes entre as células epidérmicas ao longo do maior eixo do

6rgdo. Em D. tauriglossum, as estrias sdo mais evidentes e de aparéncia ondulada, ocorrendo



21
paralelamente ao maior eixo do 6rgdo (Fig. 8H). As células epidérmicas sdo retangulares em D.
delicata e D. ovata e quadrangulares em D. tauriglossum. O indumento € constituido pelos tricomas
glandulares multicelulares com seis céelulas na regido da cabeca, uma no pedunculo e uma na base em
D. delicata e D. tauriglossum (Fig. 8B e H), e tricomas tectores multicelulares de base larga em D.
delicata, com apenas uma unica célula na regido terminal (Fig. 8E e F). Os tricomas sdo ausentes em
D. ovata (Fig. 8L).

A epiderme é uniestratificada constituida por celulas relativamente pequenas e revestidas
pela cuticula. Estbmatos sao raros e encontrados apenas no lado adaxial do peciolo, um pouco acima
do nivel das demais células epidérmicas em D. delicata (Fig. 8C) e D. ovata, e ausentes em D.
tauriglossum.

A regido cortical do peciolo é constituida pelo tecido colenquimatico e parenguimatico com
espacos intercelulares pequenos ou ausentes. Ocorrem, geralmente, trés a cinco camadas de
coléngquima angular em D. delicata, dois a quatro, raramente cinco, em D. tauriglossum e duas a cinco
camadas em D. ovata (Fig. 8A, G, K). O parénguima clorofiliano é constituido por cinco a sete
camadas de células arredondadas de tamanhos variados e com poucos a ausentes espacos
intercelulares (Fig. 8A, G e K)

O sistema vascular € constituido por seis feixes vasculares bicolaterais organizados em
forma pentagonal, com o feixe de maior calibre voltado para a regido abaxial do érgdo. Este feixe de
maior calibre possui trés polos de floema voltados para o lado mais externo do peciolo (Fig. 8l),
enquanto os demais feixes possuem apenas dois (Fig. 8M). O grau de esclerificacdo do parénquima
interfascicular varia entre as espécies, sendo leve em D. delicata (Fig. 8A), ausente em D.
tauriglossum (Fig. 8G) e intensa em D. ovata formando um arco esclerenquimatico que une os feixes
vasculares (Fig. 8K). Os feixes vasculares sdo envolvidos por uma bainha de células

esclerenquimaticas, sendo que, no lado mais externo do 6rgdo, ha formacéao de calotas (Fig. 81 e M).
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A regido medular é constituida por celulas parenquimaticas arredondadas de tamanhos
variados. Idioblastos fendlicos sdo encontrados imersos no parénquima cortical e medular de D.
delicata (Fig. 8D) e D. ovata, enquanto em D. tauriglossum, nota-se a presenca de idioblastos

mucilaginosos com rafides (Fig. 8J).

Anatomia caulinar

Caule entre o quarto e quinto no

Nas analises ultraestruturais do caule de D. delicata, a cuticula apresenta-se com estrias sutis
paralelas ao eixo maior do 6rgdo. Sdo observados poucos estbmatos no mesmo nivel das células
epidérmicas, estas, de forma retangular com o maior eixo no sentido longitudinal. Observa-se também
a presenca de tricomas tectores unisseriados multicelulares de base larga, formando uma fileira no
sentido do maior eixo do caule (Fig. 9A e B). Em D. tauriglossum, existem duas regides distintivas
quanto a deposic¢do da cuticula no caule, isto é, faixas com estrias alternadas com faixas de granulos,
sendo que somente na regido onde a cuticula esta depositada em forma de granulos, sdo encontrados
tricomas glandulares (Fig. 9D). Em D. ovata, sdo observadas estrias pronunciadas paralelas ao eixo
longitudinal do 6rgdo (Fig. 9F). Raros estdmatos sdo observados no mesmo nivel das células
epidérmicas (Fig. 9G) e tricomas, quando presentes, sdo do tipo glandular, organizados em fileiras,
constituidos por seis células secretoras na cabeca (Fig. 9H). Em nenhuma das espécies estudadas
foram observados cristais na regido endodérmica dos caules (Fig. 9C e E).

Em corte transversal, houve variacdo quanto a forma do caule, sendo circular com leves
ondulacbes em D. delicata (Fig. 10A), elipsoide em D. tauriglossum (Fig. 10D) e circular em D.
ovata (Fig. 10F).

Em D. delicata e D. tauriglossum, a epiderme € uniestratificada constituida por células

arredondadas com paredes de espessamentos homogéneos (Fig. 10B e E) e, em D. ovata, a epiderme
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é uniestratificada, constituida por células de forma retangular com paredes de espessamentos
homogéneos (Fig. 10G).

Subjacente a epiderme, a composicdo tecidual varia quanto ao nimero de estratos celulares,
observando-se de uma a duas camadas de colénquima angular e de trés a cinco camadas de
parénquima clorofiliano com células de forma circular, com poucos ou ausentes espacos
intercelulares em D. delicata (Fig. 10B). Dioscorea tauriglossum apresenta de duas a trés camadas
de colénquima angular e de trés a quatro camadas de parénquima clorofiliano com células de formas
variaveis, de circular a retangular, com poucos ou ausentes espacos intercelulares (Fig. 10E). Em D.
ovata, observa-se de uma a duas camadas de colénquima angular e de duas a trés camadas de
parénquima clorofiliano com células de forma retangular e espacos intercelulares ausentes (Fig. 10G).

A endoderme das trés espécies analisadas é constituida por células com o maior didmetro no
eixo periclinal, angulos arredondados e um leve espessamento nas paredes (Fig. 10B, E e G).

Internamente, observa-se o periciclo constituido de duas a trés camadas de células em D.
delicata (Fig. 10B) e D. tauriglossum (Fig. 10E), e de uma a duas camadas em D. ovata (Fig. 10G),
todas com lignificacdo homogénea das paredes.

Nas espécies analisadas sdo distinguiveis dois tipos diferentes de feixes vasculares, aqui
denominados feixes menores e maiores, dispostos de maneira intercalada (Fig. 10 D). A composicao
destes feixes é semelhante, variando apenas no nimero e tamanho dos elementos. Os elementos do
protoxilema possuem maturacdo do tipo endarco. Observa-se, em D. delicata, a presenca de dois
pares de metaxilema e, em D. tauriglossum e D. ovata, trés pares, sendo os da posicdo mediana
maiores que aqueles encontrados nas periferias. Nas espécies analisadas, o floema possui dois polos,
um externo e outro interno, os quais se encontram localizados entre os vasos de metaxilema e possuem
um anel esclerenquimatico em seu entorno. Ha canais secretores associados ao floema (Fig. 10C).

A regido medular apresenta aumento gradual no tamanho das células exclusivamente

parenquimaticas em direcdo ao centro do 6rgdo, contudo, nota-se diferentes graus de esclereficagcdo
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das paredes, sendo mais conspicua proxima ao periciclo (Fig. 10A, D e F). Idioblastos rafidicos

associados a mucilagem sdo encontrados imersos majoritariamente no parénquima cortical.

Caule proximo ao solo

Em corte transversal, o caule de D. delicata na regido préximo ao solo possui forma elipsoide
(Fig. 11A), o de D. tauriglossum forma hexagonal (Fig. 11C) e em D. ovata forma circular (Fig. 11E).
A epiderme das espécies analisadas é uniestratificada com células de forma irregular e mais alongadas
no sentido anticlinal em D. delicata e D. tauriglossum ou mais alongadas no sentido periclinal em D.
ovata. Ha leve variacdo quanto a forma da parede periclinal externa, sendo convexa e com
espessamentos homogéneos em D. delicata (Fig. 11B) e D. tauriglossum, e paredes periclinais
levemente convexas e espessamentos homogéneos em D. ovata (Fig. 11F).

Subjacente a epiderme, os espacos intercelulares sdo poucos ou ausentes, e ha variacdo no
numero de estratos celulares, sendo de uma a duas camadas de coléngquima angular, e de trés a quatro
camadas de parénquima clorofiliano com células de forma circular, quando préximas ao colénquima,
e retangulares com o maior eixo no sentido periclinal das células, quando préximas a endoderme em
D. delicata. Em D. tauriglossum, observam-se de duas a trés camadas de colénquima angular, e de
trés a cinco camadas de parénquima clorofiliano com células de tamanhos variaveis, de forma
retangular a circular, sendo o maior eixo no sentido periclinal das células, com espacos intercelulares
em pequeno namero ou ausentes (Fig. 11D). Em D. ovata, observam-se de uma a duas camadas de
colénguima com espessamento angular, e de quatro a seis camadas de parénquima com células de
forma circular, com paredes sinuosas e espacos intercelulares (Fig. 11F).

Em todas as espécies, é possivel observar uma camada endodérmica, com o maior diametro
no eixo periclinal das células e um leve espessamento nas paredes (Fig. 11D e F). Internamente,

distingue-se o periciclo com lignificagdo homogénea das paredes, sendo constituido de duas a trés
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camadas de células em D. delicata e D. tauriglossum (Fig. 11D) e de uma a duas camadas de células
em D. ovata (Fig. 11F).

A constituicdo e organizacdo do cilindro vascular do caule proximo ao solo é semelhante ao
encontrado entre 0 4° e 5° no (Fig. 11A, C e E), variando o numero de vasos de metaxilema, estes,
formando uma elipse, com os da posicdo mediana maiores que aqueles encontrados na periferia do
orgao, dispostos em trés pares alinhados em D. delicata e D. tauriglossum (Fig. 11A e C), enquanto
em D. ovata sdo presentes de trés a quatro pares de metaxilema (Fig. 11E). O floema encontra-se
entre 0s vasos de metaxilema, apresentando dois polos em D. delicata e D. tauriglossum, um externo
e outro interno, enquanto em D. ovata trés polos sdo observados entre os vasos de metaxilema (Fig.
11F). Sao observados canais secretores associados ao floema destas espécies (Fig. 11F).

A regido medular é mais espessa em relacdo ao caule entre 0 4° e 5° no, e apresenta aumento
gradual no tamanho das células exclusivamente parenquimaticas de paredes lignificadas. Idioblastos

fenolicos sdo encontrados imersos majoritariamente no parénquima cortical (Fig. 11D).

Anatomia do sistema subterraneo espessado (rizéforo)

A estrutura subterranea tuberizada das espécies analisadas constitui um rizéforo, com eixo
bipolar de ramificacdo caulinar, raizes adventicias formadas a partir do érgdo subterraneo espessado
e gemas adventicias protegidas por catafilos na regido proximal (Fig. 12A, B, C e J). Nao se observam
nos e entrends conspicuos. O érgdo subterraneo espessado possui consisténcia tenra e revestimento
de coloracdo marrom escura.

O revestimento é constituido pelo suber estratificado, com a regido externa fortemente
suberizada, que é gradativamente descartada, e uma interna ndo suberizada mas impregnada por
compostos fendlicos (Fig. 12E e F). Adjacente ao revestimento, observa-se na regido cortical um
tecido parenquimatico de paredes finas. Em D. tauriglossum e D. ovata, observam-se idioblastos

rafidicos imersos em mucilagem no parénquima cortical, podendo ocorrer também idioblastos
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rafidicos sem mucilagem associada. Internamente a essa regido parenquimatica, ha uma regiao
meristematica que constitui 0 meristema de espessamento secundario. Células parenquimaticas séo
produzidas em direcdo a regido cortical do 6rgdo, enquanto feixes vasculares colaterais séo
produzidos em direcdo a regido medular, juntamente com parénquima de reserva, por divisdes
periclinais consecutivas do meristema de espessamento secundario (Fig. 12G). Observa-se, em D.
delicata e D. ovata, a formacéo de raios parenquimaticos provenientes do meristema de espessamento
secundario (Fig. 12D).

A regido medular € constituida exclusivamente por feixes vasculares colaterais e parénquima
de reserva, este Ultimo, rico em grdos de amido. Nota-se que o tamanho dos gréos de amido varia
conforme aproximam-se da regido cortical, sendo de diametro maior na regido medular e com
diminuicdo gradativa do diametro no sentido da regido cortical (Fig. 12H e I).

Na regido proximal, é possivel observar gemas adventicias em D. delicata e D. ovata
protegidas pelos catafilos. Observa-se que, em D. delicata, as gemas originam-se a partir do

meristema de espessamento secundario (Fig. 127J).

Anatomia radicular

As raizes adventicias dos sistemas subterraneos das espécies analisadas apresentam duas
tonalidades, uma clara e outra escura. Nas raizes claras, a epiderme reveste o 6rgdo, sendo possivel,
inclusive, observar pelos radiculares (Fig. 13A). Abaixo, encontra-se o parénquima cortical, cujas
células sdo maiores e com espacos intercelulares nas camadas mais externas € menores e mais
justapostas nas camadas mais internas. A medida que a raiz se desenvolve, a epiderme e as camadas
mais externas das células parenquimaticas sdo descartadas gradativamente, com as camadas mais
internas impregnadas por compostos fendlicos (Fig. 13F) assumindo, assim, a funcao de revestimento
(Fig. 13D e E). Em D. ovata nota-se, na regido cortical, a presenca de idioblastos fenolicos (Fig. 13C

e F). As células parengquimaticas adjacentes a endoderme apresentam espessamento diferenciado nas
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paredes anticlinais e periclinal interna (Fig. 13D). Apds o parénquima cortical com parede néo
espessada ser descartado completamente, as raizes assumem a coloracdo enegrecida, devido a
presenca de compostos fendlicos nessas células parenquimaticas com espessamento em “U” (Fig.
13E). A endoderme apresenta células com paredes lignificadas e localiza-se imediatamente abaixo
dessa camada parenquimatica de células com espessamento em “U” (Fig. 13D).

Subjacente a endoderme, nota-se o periciclo lignificado, e com cerca de duas a trés camadas
de células em D. delicata e D. ovata, e de duas a quatro camadas de células em D. tauriglossum (Fig.
13E). O cilindro vascular é poliarco, com medula constituida exclusivamente de células
parenquimaticas lignificadas (Fig. 13A, C e E).

A Tabela 2 mostra os principais caracteres distintivos entre as trés espécies de Dioscorea

estudadas.
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Tabela 4. Resumo dos caracteres distintivos dos 6rgaos vegetativos aéreos e subterraneos de Dioscorea delicata, D. tauriglossum e D. ovata.

Orgaos Caracteres Dioscorea delicata Dioscorea tauriglossum Dioscorea ovata
Ovada a eliptica, apice - - Ovada levemente lanceolada,
) Eliptica a lanceolada, apice - .
Forma longamente acuminado e base . o apice acuminado e base levemente
acuminado e base ovada a eliptica
cordada cordada
Nervuras 11 9 11
. uadrangular ou, raramente,
Aréolas Q g Pentagonal Quandrangular ou pentagonal
pentagonal
. Ausentes ou simples, de forma linear .
o Ausentes ou simples de forma o Ausentes ou simples, de forma
Vénulas ou curva, ou ramificadas uma ou duas .
. curta linear ou curva
Lamina VEZes
foliar

Terminacao do
mesofilo na regido
do bordo

Mesofilo regido
intercostal

Idioblastos rafidicos

Idioblastos fendlicos

2 camadas de células

Tendendo a dorsiventral

Presentes

Poucos

2 camadas de células

Tendendo a dorsiventral

Presentes

Ausentes

2 a 3 camadas de células

Dorsiventral

Presentes

Muitos
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Orgaos Caracteres Dioscorea delicata Dioscorea tauriglossum Dioscorea ovata
Concavo na face adaxial e
Forma . Plano-convexo Plano-convexo
convexo na face abaxial
Cuticula Leves estrias cuticulares na base Ondulada e paralelas ao maior eixo do Uniforme e com pequenos cumes
dos tricomas 6rgdo ao longo do maior eixo do 6rgao
Tricomas
Presente Presente Ausente
glandulares
Peciolo
Tricomas tectores Presente Ausente Ausente
Idioblastos fenolicos Presente Ausente Presente
Idioblastos rafidicos Ausente Presente Ausente
Esclerificacdo do
parénquima Leve Ausente Intensa
interfascicular
Forma do caule Circular com leves ondulagdes Elipsoide Circular
Caule Cuticula Estrias sutis Estriada e com granulos Estrias pronunciadas
quinto no
Tricomas Tectores unisseriados, Glandulares constituidos por 6 células  Glandulares constituidos por 6
multicelulares de base larga na cabeca celulas na cabeca
Idioblastos rafidicos Presentes Presentes Presentes
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Orgaos Caracteres Dioscorea delicata Dioscorea tauriglossum Dioscorea ovata
1-2 camadas de colénquima e 3- A 1-2 camadas de colénquima e 2-3
. Al 2-3 camadas de colénquima e 3-4 A
Cortex 5 camadas de parénquima A -~ camadas de parénquima
o camadas de parénquima clorofiliano o
clorofiliano clorofiliano
Forma Elipsoide Hexagonal Circular
1-2 camadas de colénquima e 3- Al 1-2 camadas de colénquima e 4-6
. Al 2-3 camadas de colénquima e 3-5 A
Cortex 4 camadas de parénquima N i~ camadas de parénquima
Caule & camadas de parénquima clorofiliano .
S clorofiliano clorofiliano
préoximo _ o
ao solo ldioblastos rafidicos Presentes Presentes Presentes
Metaxilema 3 pares 3 pares 3-4 pares
Floema 2 polos 2 polos 3 polos
Idioblastos rafidicos Ausentes Presentes Presentes
- Raios
Rizéforos N Presentes Ausentes Presentes
parenguimaticos
Idioblastos fenolicos Ausentes Ausentes Presentes
Raizes
Idioblastos rafidicos Presentes Ausentes Presentes
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Orgaos

Caracteres

Dioscorea delicata

Dioscorea tauriglossum

Dioscorea ovata

Periciclo

2-3 camadas de células

2-4 camadas de células

2-3 camadas de células
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Analises bioquimicas

Os sistemas subterraneos espessados (rizo6foros) das trés espécies de Dioscorea estudadas,
quando seccionados longitudinalmente, apresentaram diferentes coloragdes (Fig. 14A-C).

Em todas as espécies, os rizdforos armazenavam cerca de 90% de sua massa em agua (Tabela
3).

Ao analisar as fracdes etandlicas e aquosas, observou-se que em relacéo aos agucares totais,
os valores de D. ovata eram superiores aos encontrados em D. delicata e D. tauriglossum (Tabela 3).
Em contraste, os agucares redutores presentes em D. tauriglossum eram mais abundantes (29,75 %)
do que aqueles encontrados em D. delicata e D. ovata (6,25 % e 12,06 %, respectivamente) (Tabela
3).

O principal carboidrato de reserva observado nos rizoforos das espécies analisadas foi o
amido. As analises quantitativas mostraram que os valores encontrados em D. delicata eram
superiores aqueles encontrados nas demais espécies (Tabela 3), atingindo 49,25 % da massa seca,
enquanto D. ovata e D. tauriglossum alcancaram valores 8,76 % e 7,81 %, respectivamente.

Os contetdos de proteinas soltveis dos sistemas subterraneos foram inferiores a 8,0% nas
espécies analisadas (Tabela 3).

A Figura 15 apresenta o perfil cromatografico por HPAEC/PAD dos acucares soluveis totais
dos rizéforos das espécies analisadas. A distribuicdo dos carboidratos foi semelhante em D.
tauriglossum e D. ovata, mostrando picos de sacarose maiores que os de glucose, que, por sua vez,
sdo maiores que os de frutose, enquanto em D. delicata nota-se o pico de glucose superior aos picos

de frutose e sacarose.
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Tabela 3: Teores dos compostos de reserva em porcentagem (%) com base na massa seca dos
rizoforos de espécies de Dioscorea.

Teor de 4gua Carboidratos Carboidratos Amido Proteinas
Espécies
(%) sollveis (%) redutores (%) (%) solaveis (%)
D. delicata 90,52 10,34 6,25 49,25 7,80
D. tauriglossum 91,96 10,07 29,75 7,81 5,14

D. ovata 93,48 21,69 12,06 8,76 1,77
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Discussao

Varios autores (Burkill 1960, Ayensu 1972, Barroso et al. 1974, Xifreda 2000, Cardoso
2001, Abdulrahaman et al. 2009, Aina & Atumeyi 2011, Odimegwu et al. 2013, Sonibare &
Adeniran 2014) utilizaram dados anatoOmicos para a separacdo eficiente de espécies de
Dioscorea. Os resultados aqui apresentados, como o numero de nervuras, forma das aréolas e
vénulas, padrdes de ornamentacao, tipos de tricomas, composi¢cdo do mesofilo, presenga ou
ausencia de idioblastos fendlicos e rafidicos, desempenharam papel importante na diferencia¢ao
das espécies sinonimizadas intimamente relacionadas.

Em relacdo ao padrdo de venacao dos 6rgdos foliares, estes sempre se fizeram Uteis
quando caracteristicas florais ndo sdo muito esclarecedoras, fato este, observado
frequentemente em Dioscorea (Stace 1989, Pedralli 1997). As espécies aqui estudadas
diferiram em relacdo ao nimero de nervuras que partem do peciolo, sendo em D. tauriglossum
nove e D. delicata e D. ovata onze, mas o padrdo de venacédo foi reticulado com disposi¢do
campilédroma nas trés espécies. Conforme discutido por Burkill (1960), o numero de nervuras
da lamina foliar e sua disposicdo constituem caracteres importantes de valor diagndstico em
nivel especifico. Inamdar et al. (1983) ao analisarem a arquitetura foliar de espécies exoticas
de Dioscorea, observaram que os padrdes de venagdo eram constantes, sendo nas espécies de
folhas simples do tipo campilédromo, enquanto nas espécies de folhas compostas do tipo
acrodromo. Nas familias Dioscoreaceae e Smilacaceae pode haver variagdes em relacdo a
disposicdo das nervuras, porém, as espécies preservam o padrdo de nervagdo reticulado
(Tomlinson 1974, Rudall 2007). Por essas similaridades, incluindo as folhas pecioladas, Burkill
(1960) sugeriu que os grupos portadores destes caracteres possam ser considerados elos entre

as dicotiledoneas e as monocotiledéneas mais basais.
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Ainda nas espécies aqui estudadas, foram observadas unides consecutivas das nervuras
laterais em diferentes niveis da folha, resultando em trés nervuras convergindo no apice. Essa
caracteristica foi observada em todas as espécies de folhas simples estudadas por Burkill (1960),
que verificou que as nervuras laterais possuem forma arqueada em Dioscorea.

As formas das vénulas, juntamente com outros caracteres diagndsticos, podem auxiliar
na separacdo das espécies, sendo ausentes ou de forma curva em D. delicata; em D.
tauriglossum podem ser ausentes, simples de forma linear ou curva e ramificadas de uma a duas
vezes e, em D. ovata, ausentes ou simples de forma linear ou curva. Sdo escassos os trabalhos
que abordem estas caracteristicas da arquitetura foliar de espécies brasileiras de Dioscorea. Na
Flora de Guanabara, um dos trabalhos mais importantes com esse género, Barroso et al. (1974)
realizaram a diafanizacgdo das folhas, porém, descreveram somente as nervuras de maior calibre,
ndo se atentando as formas das aréolas e vénulas como caracteres distintivos.

Metcalfe & Chalk (1979) mencionam que a ornamentagdo da cuticula constitui carater
anatomico que pode ser utilizado com fins taxondmicos. Nas analises das ornamentagdes
cuticulares do peciolo, D. delicata apresentou estrias radiais em torno dos estdmatos, enquanto
em D. ovata e D. tauriglossum observou-se estrias onduladas, sendo menos e mais espessas,
respectivamente. Ayensu (1972) afirma que em D. macroura e D. samydea, a epiderme possui
estrias cuticulares, principalmente em torno dos estdmatos, ao passo que em D. sansibarensis
as estrias sdo leves a quase ausentes, refor¢cando que a ornamentagdo da cuticula pode auxiliar
no delineamento taxondmico em nivel especifico.

O tipo de estdmato nas espécies aqui analisadas sdo predominantemente anomocitico
e anisocitico, ocorrendo em ambas as faces foliares. Abdulrahman et al. (2009) observaram em
seis espécies de Dioscorea os tipos paracitico, tetracitico, anisocitico ou diacitico, concordando
com Aina & Atumeyi (2011) e Sonibare & Adeniran (2014), que ressaltam o potencial

diagnéstico dos tipos de estomato. De acordo com Ayensu (1972), a presenca de estomatos na
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face abaxial ¢ comum em espécies de Dioscorea, exceto em D. campestris € D. bulbifera, cujos
estomatos sdo observados apenas na face adaxial. O tipo de estomato ndo foi um carater
eficiente para a delimitacdo das espécies aqui analisadas.

Ao analisar os cortes transversais da epiderme de D. delicata, D. tauriglossum e D.
ovata, observaram-se células de tamanhos diferenciados, semelhantes ao descrito por Cardoso
(2001) para a epiderme de D. anomala. Essa autora observa que a face adaxial da lamina ¢
composta por células buliformes, e a face abaxial possui células epidérmicas menores na regiao
das costelas, considerando que essas caracteristicas sdo fortemente xerofiticas. Ao analisar as
demais caracteristicas estruturais das espécies-alvo deste estudo, ndo foi possivel concluir que
essas plantas possuam anatomia xeromorfica, visto que, apesar da epiderme diferenciada, essas
plantas carecem de outras caracteristicas estruturais que possam com certeza estabelecer esse
tipo de interpretagao.

Ayensu (1972) constatou a presenga de trés tipos morfologicos distintos de estruturas
secretoras em Dioscorea: tricomas glandulares multicelulares (constituidos por um pedunculo
unicelular e uma cabeca do tipo bulbo), nectarios extraflorais e uma glandula no &pice da lamina
foliar, porém, este autor descreveu esta glandula de maneira superficial, ndo identificando de
qual tipo de estrutura secretora se tratava. Durante as analises ultraestruturais do 4pice da 1amina
foliar das trés espécies de Dioscorea estudadas, ndo foram observadas estruturas secretoras
semelhantes as mencionadas por Ayensu (1972) e Uline (1897). Este Gltimo autor descreveu
hidatodios na regido apical da lamina foliar de Dioscorea macroura.

Nas espécies estudadas, os tricomas glandulares da lamina foliar sdo multicelulares,
constituidos por seis células na regido da cabec¢a, uma na regido do pedunculo e uma na regiao
basal, como também observado por Ayensu (1972). Aina & Atumeyi (2011) consideram o
nimero e tipos de tricomas importantes para a separagdo taxonomica de espécies de Dioscorea

relativamente proximas, o que ndo coube as espécies aqui analisadas.
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Em D. tauriglossum foram observados cristais de oxalato de calcio em todos os 6rgaos,
excetuando as raizes. Ja em D. ovata sdo ausentes no peciolo e, em D. delicata, os cristais sao
ausentes no peciolo e sistema subterraneo. Em todas as espécies analisadas foi possivel
constatar a presenca de idioblastos portando cristais imersos ou ndo em matriz mucilaginosa.
Raman et al. (2014) dividem os cristais do tipo rafide em seis diferentes categorias
morfoldgicas, sendo os tipos V e VI exclusivos de Dioscorea. Estes tipos diferem,
majoritariamente, por possuirem agulhas com seis a oito lados no tipo V e quatro lados no tipo
V1. Ainda, mencionam que os cristais de Dioscorea possuem caracteristicas unicas e exclusivas,
isto €, de estarem imersos em matriz mucilaginosa.

Edeoga & Okoli (1995) analisaram dez espécies de Dioscorea e observaram rafides de
oxalato de calcio na base dos tricomas tectores e dentro dos cloroplastos de D. minutiflora, D.
hirtiflora e D. rotundata. Tais autores utilizaram os locais de ocorréncia ¢ densidade de cristais
como carater diagnostico para separagao especifica. Ayensu (1972), em seu estudo anatomico
comparativo, ressalta a importancia taxonomica dos cristais como fator distintivo em nivel
especifico. Okoli & Green (1987), ao analisarem sete espécies de Dioscorea, encontraram na
regido do hilo dos graos de amido, cristais de oxalato de calcio de diferentes tamanhos e
confirmam que essa disposi¢do, bem como o tamanho dos cristais, tem potencial diagnostico
especifico.

O peciolo de Dioscorea ovata apresenta intensa esclerificacdo do parénquima
interfascicular, em D. delicata observou-se idioblastos fendlicos e, em D. tauriglossum, apenas
idioblastos rafidicos, mostrando a eficéncia deste 6rgdo na separacdo das especies aqui
analisadas. Ayensu (1972) menciona que h& grande variagdo no tamanho e forma dos peciolos
em Dioscorea e que algumas espécies com o peciolo de forma pentagonal podem portar alas,
como observado em D. altissima. Ainda, em seu estudo sobre Dioscoreales, o peciolo

possibilitou a separacdo dos tdxons de maneira eficiente, caracteristica também encontrada em
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espécies nativas estudadas por Barroso et al. (1974), que adicionalmente utilizaram o nimero
de feixes no peciolo como caréter distintivo.

Ao analisar a ornamentacdo cuticular do caule na altura do quinto nd, observa-se a
presenga de tricomas unisseriados de base larga ordenados em fileira em D. delicata, e em D.
ovata e D. tauriglossum, tricomas glandulares constituidos por uma célula basal, uma célula
formando o pedunculo e seis células secretoras na regido da cabeca.

A presenca de estrias, tricomas, aculeos e espinhos pode ter potencial taxonémico
especifico (Burkill 1960). Nas espécies-alvo do estudo, o caule apresentou deposicdo da
cuticula na forma de estrias paralelas ao eixo longitudinal do 6rgdo, porém, em D. tauriglossum,
essas estrias se apresentaram em faixas alternas as faixas da cuticula depositada na forma de
grénulos.

Cardoso (2001) estudou diferentes por¢des do caule de D. anomala e observou que o
tamanho da regido medular aumenta quanto mais proximo do apice. Este carater foi possivel de
ser observado nas espécies aqui estudadas, ademais, nota-se a lignificagdo progressiva do
parénquima em sentido ao interior do 6rgao.

Existe uma grande controvérsia quanto a presenga de uma camada endodérmica
distinta no caule em Dioscorea, esta observada nas espécies aqui analisadas. Ayensu (1970,
1972) estudou detalhadamente o caule das Dioscorea e descreveu a presenca de uma camada
uniestratificada que denominou como “camada endodermoide”. O autor considera que essa
camada endodermdide ndo possui caracteristicas que permitam ser identificada como uma
endoderme verdadeira, visto que apesar de apresentar espessamento em U, carece de estrias de
Caspary em suas paredes, ndo constituindo uma camada endodérmica verdadeira.
Posteriormente, Menezes et al. (2005) concordaram com Williams (1947) e Van Fleet (1961)
de que a endoderme dos caules aéreos e subterraneos ndo ¢ caracterizada pela presenca de

estrias de Caspary e paredes suberizadas, mas sim por ser a camada mais interna do cortex das
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raizes, caules e peciolos.

Nas espécies-alvo deste estudo observaram-se rafides no parénquima cortical do caule
na altura do quinto né e na regido basal. Xifreda (1990a, b) observou cristais nas células
endodérmicas de D. multiflora e D. hassleriana e denomina essa formagdo como sendo uma
bainha cristalifera. Ainda, ressalta a presenga dessa bainha como cardter que pode ser
empregado com fins taxondmicos, carater nao observado nas espécies aqui analisadas.

O caule de todas as espécies estudadas apresentou dois tipos de feixes vasculares,
dispostos de maneira circular e concéntrica, sendo intercalados e formando dois anéis de alturas
diferentes. Segundo Ayensu (1969), os feixes diferem em estrutura, sendo que os feixes maiores
formam um V com polos de floema em suas extremidades, enquanto os menores possuem forma
elipsoidal. Xifreda (1990a, 1990b) menciona que a disposi¢ao do floema em polos pode estar
estritamente relacionada com seu habito trepador e, Rocha & Menezes (1997) acreditam que os
feixes denominados menores se tratam de tragos foliares. Ayensu (1972) menciona que o
nimero de polos de floema ¢é carater importante na distingdo de espécies do antigo e novo
mundo, sendo as do antigo mundo portadoras de dois polos de floema, enquanto as do novo
mundo portam apenas um polo de floema. Nas espécies aqui analisadas observou-se que todas
elas apresentavam dois ou mais polos de floema, ndo validando essa teoria para as espécies
neotropicais, como também observado por Tenorio ef al. (2017).

Observou-se um periciclo esclerificado em todas as espécies analisadas, além de canais
mucilaginosos, como também descritos por Anto & Sunny (2014). Estes autores também
mencionam que D. karkapershadii, D. pentaphylla e D. tomentosa possuem caules semelhantes
aos de dicotiledoneas, sendo D. karkapershadii diferente das demais espécies por apresentar
um anel esclerenquimatico em torno dos feixes vasculares.

Em relagdo aos estudos envolvendo os sistemas subterraneos, ha grande confusdo na

terminologia utilizada para classifica-los. Das estruturas tuberizadas de natureza caulinar aqui
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estudadas partem raizes adventicias, o que auxilia na identificagdo do 6rgdo como um rizéforo
(6rgdo portador de raizes), além da presenca do sistema bipolar de ramificac¢do caulinar (caule
aéreo e caule subterraneo). Em D. kunthiana, Rocha & Menezes (1997) descreveram o sistema
subterraneo como sendo um rizéforo ao se basearem no estudo a partir da germinagdo da
semente que leva a formacao de dois sistemas caulinares, cujo caule subterraneo se tuberiza e
¢ responsavel pela emissdo das raizes adventicias. Cardoso (2001) verificou que o sistema
subterraneo de D. anomala e D. debilis ¢ um rizoforo, mas originado a partir do espessamento
do hipocétilo.

Burkill (1960) sugere que as Dioscoreaceae possuem sistema subterraneo do tipo
rizoma, o qual sofreu contragdo e tornou-se um tiber, sustentando esse argumento com as
seguintes explanagdes: (I) foi necessario que o rizoma aumentasse seus tecidos de
armazenamento ¢ sua espessura; (II) o espessamento tomou uma forma arredondada
plagiotropicamente lobado; (III) esse crescimento faz-se necessario para que o 6rgio se enterre
no solo e impega que o mesmo seja arrastado, essencial para sua preservagao; (IV) ao mesmo
tempo, o esfor¢o para subir o mais alto possivel tornou rentavel nutrir apenas uma haste e a
producdo de caules aéreos foi, portanto, limitada a parte frontal ativa do rizoma; (V) seguiu-se
com o encurtamento do rizoma; (VI) e a formacao de ao menos um lobo plagiotropico.

Nas trés espécies estudadas, o espessamento dos oOrgdos subterraneos da-se pela
atividade do meristema de espessamento secundario, que produz células parenquimaticas para
a regido cortical do 6rgdo e feixes colaterais e parénquima para a regido medular do 6rgao.
Rocha & Menezes (1997) mencionam que esse meristema ¢ de origem periciclica e, segundo
Rudall (1991), ¢ encontrado em monocotiledoneas que apresentam crescimento em espessura.

O tecido de revestimento das trés espécies estudadas, D. delicata, D. ovata e D.
tauriglossum, ¢ constituido pelo suber estratificado, como também observado por Cardoso

(2001). Porém, Lawton & Lawton (1969) e Rocha & Menezes (1997) afirmam que este €
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constituido pela periderme, pois ¢ formado a partir de um felogénio.

Nos orgaos subterrdneos aqui analisados, foi possivel observar gemas caulinares na
regido superior mais proxima da superficie do solo, sendo as gemas originadas a partir do
meristema de espessamento secundario. Em Smilax fluminensis e S. syphilitica, as gemas
axilares, juntamente com o periciclo, participaram no espessamento nodal dos rizéforos e no
enraizamento desta estrutura (Appezzato-da-Gloria et al. 2015). Burkill (1960) menciona que
as gemas produzidas na parte axial do sistema subterraneo sdo protegidas por uma caliptra,
revestida por stber, ainda, comparando espécies de Dioscorea.

Foram observadas duas coloracdes diferentes nas raizes das espécies de Dioscorea
estudadas, as claras e as escuras. Em Smilax polyantha (Martins & Appezzato-da-Gloria 2006),
S. subsessifolia (Guimardes et al. 2010), S. brasiliensis, S. campestres, S. cissoides, S.
goyazana, S. oblongifolia e S. rufescens (Martins et al. 2010), S. fluminensis e S. syphilitica
(Appezzato-da-Gloria et al. 2015) observou-se, também, a existéncia de 2 tipos distintos de
raizes, estes, semelhantes aos mencionados para as espécies de Dioscorea aqui analisadas.
Segundo estes autores, as raizes claras sdo mais espessas e representam o estagio jovem e, a
medida que se desenvolvem, a epiderme e a regido cortical sdo gradualmente descartadas e,
quando atingem o estagio maduro, a raizes adquirem coloracdo marrom devido ao revestimento
ser realizado pela camada do parénquima cortical com impregnacdo de compostos fenolicos e
espessamento em “U” adjacente a endoderme. Burkill (1960) menciona que as raizes que
exploram longas distdncias tendem a ser escuras e lignificadas, diferentes daquelas que
exploram regides superficiais. Em D. anomala e D. debilis, Cardoso (2001) verificou que as
raizes sdo finas e numerosas, sendo sua regido cortical constituida por um aerénquima,
proveniente de células parenquimaticas que sofreram lises nas paredes tangenciais e
transversais.

O sistema vascular das raizes observadas aqui ¢ do tipo poliarco. Tajuddin et al. (2013)
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discutem uma distribuicdo vascular diferenciada em D. hispida, portando inumeros polos de
xilema e floema, e mencionam que sua origem ¢ a partir do sistema subterraneo, o que nao foi
analisado nas espécies aqui estudadas.

Nos testes histoquimicos aqui realizados, observou-se que as células adjacentes a
endoderme eram impregnadas por compostos fenolicos e, em D. ovata, foram observados
idioblastos fendlicos na regido cortical. Dutta (2015) menciona que as raizes podem apresentar
fitoesteroides, alcaloides, taninos e grande quantidade de amido, o que nao foi observado nas
espécies aqui investigadas.

As caracteristicas morfoldgicas das Dioscoreales assemelham-se as caracteristicas de
dicotiledoneas (Burkill 1960, Dahlgren et al. 1985, Rocha & Menezes 1997), porém, de acordo
com os estudos de filogenia utilizando marcadores moleculares (APG IV 2016), estes grupos
ndo sdo relacionados e suas caracteristicas surgiram independentemente na histéria evolutiva.
Estas caracteristicas semelhantes como as folhas pecioladas, nervuras secundarias reticuladas,
disposi¢do dos feixes vasculares no caule e padrdo de crescimento do sistema subterraneo
sugerem que foram mantidas por serem vantajosas e eficientes para o estabelecimento do
vegetal no meio ambiente.

A regido mais interna do 6érgdo subterrdneo tuberoso pode apresentar coloracfes
diferenciadas como as aqui observadas e, de acordo com Chu (1989), a coloracdo das
tuberosidades de Dioscorea varia de branca, provavelmente devido a presenca de amido, a
coloracdes alaranjadas e amareladas, devido a presenca de beta-caroteno ou taninos, e
coloragbes vermelho-parpura pela presenga de glicosideos cianidicos, cujas antocianinas
também estdo envolvidas na defesa contra herbivoria.

Os elevados teores de agua presentes nos rizoforos das espécies estudadas sugerem
que essa é uma adaptacdo a ambientes com pequenos periodos de seca e, em alguns casos,

servem como complemento de &gua para a floracdo e brotamento de espécies rupicolas e de
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ambientes com baixa disponibilidade hidrica (Medina 1983, Couto et al. 2014).

As plantas produzem uma vasta gama de carboidratos que exercem diversas funcoes,
sendo utilizados tanto para o crescimento vegetativo quanto para outas funcdes fisioldgicas,
como o desenvolvimento e protecdo contra diversos tipos de estresses (Kermode 2011). Para
diversas espécies de Dioscorea, 0s carboidratos acumulados em seus sistemas subterraneos
apresentam papel importante no crescimento do eixo vegetativo aéreo quando a sua fotossintese
ndo supre a demanda de compostos de carbono ou quando a planta esta em fase de dorméncia
(Jean & Cappadocia 1992).

De todas as espécies aqui analisadas, o principal carboidrato de reserva presente nos
6rgdos subterraneos espessados (rizoforos) foi 0 amido. As espécies de Dioscorea apresentam
ciclos fenoldgicos que consistem de brotagdo (quando ha formacédo do eixo vegetativo aéreo),
armazenamento (quando a parte aérea produz metabdlitos e os direcionam para o 6rgao dreno,
ou seja, para o sistema subterraneo), floracdo, frutificacdo, senescéncia (quando a parte aérea
seca) e dorméncia (quando a atividade de crescimento é temporariamente suspendida) (Burkill
1960, Chu 1989, Panneerselvam & Jaleel 2008). Jaleel et al. (2007a) relataram que, durante a
fase de armazenamento, que antecede a floracdo, D. rotundata apresentou teores crescentes de
grdos de amido em seus sistemas subterraneos, estes, hidrolisados e mobilizados para que o
eixo floral fosse desenvolvido. O mesmo foi observado por Davies & Ross (1984) em Solanum
batatas e afirmam que a quebra, e consequente reducdo na quantidade de grdos de amido, €
essencial para que ocorra a floracdo. Ainda, de acordo com 0s autores supracitados, este
processo inicia-se na regido cortical do érgdo tuberoso e segue sentido regido medular. Foi
possivel observar nas analises estruturais a diminui¢do da granulometria do amido em dire¢do
a regido cortical do rizoforo das espécies analisadas.

O amido constitui importante fonte de carboidrato na alimentacdo humana (Gallant et

al. 1982) e, segundo Coursey (1967) e Martin & Sadik (1977), é o principal carboidrato de
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reserva encontrado nas espécies de Dioscorea utilizadas comercialmente. Ainda, de acordo com
Martin & Sadik (1977) e Wanasundera & Ravindran (1994), em D. cayenensis e D. alata,
espécies de interesse econdmico, os teores de amido podem chegar a 82% e 79,5% do peso do
0rgdo tuberoso, respectivamente. Chu (1989) associa estes teores a plantas expostas a dias
curtos. Ademais, os valores observados no presente estudo para D. delicata ressaltam o
mencionado por Pio Corréa (1985), o qual comenta o potencial do uso das espécies nativas para
fins alimenticios.

Panneerselvam & Jaleel (2008), ao analisarem comparativamente as quantidades de
amido e carboidratos solveis em Dioscorea esculenta, observaram que, durante o processo de
floracdo, a quantidade de amido diminuiu enquanto a de carboidratos sollveis aumentou.
Brillouet et al. (1981) observaram grandes quantidades de glucose nos sistemas subterraneos
de D. dumetorum e D. rotundata e atribuem isso ao intumescimento do 6rgdo subterraneo,
decaindo assim que o crescimento cessa. Osagie & Ress (1990) e Jaleel et al. (2007b)
observaram indices de pentoses nos sitemas subterraneos de D. rotundata e D. bulbifera,
espécies cultivadas com fins alimenticios, associando que estes indices ndo estavam
diretamente relacionados ao processo de floracdo e sim ao crescimento em espessura do 6rgédo
tuberoso. Os dados bioquimicos aqui apresentados concordam com o outrora mencionado por
Burkill (1960) que observa em algumas espécies o crescimento continuo do 6rgdo subterraneo
mesmo em periodos de senescéncia.

Os niveis de frutose em D. delicata foram superiores aqueles encontrados nas demais
espécies, ainda, Panneerselvam & Jaleel (2008) mencionam que altos niveis de frutose em D.
esculenta estdo diretamente associados ao periodo de pré-floracdo. Os valores encontrados em
D. tauriglossum e D. ovata corroboram com aqueles mencionados por Chu & Figueiredo-
Ribeiro (2002), os quais sugerem que as plantas mobilizam os agucares dos sistemas

subterraneos para serem investidos no crescimento bem como na floracdo, sendo estes 0s
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responsaveis pelo sucesso no estabelecimento das plantas no ambiente.

Em relacdo as proteinas, estas reservas, apesar de baixas em relacdo aos carboidratos,
constituem a principal fonte de nitrogénio para o desenvolvimento da parte aérea durante o
periodo de brotacdo, floracdo e frutificacdo (Boulter & Harvey 1985), como o observado por
Jayakumar et al. (1993), que relata o importante papel durante a floragédo de D. rotundata.
Splittstoesser et al. (1973) analisaram espécies exploradas comercialmente e constataram que
as proteinas possuiam uma melhor qualidade para a alimentagdo humana, devido a abundancia
de aminoacidos essenciais, que atingiam cerca de 5 a 10% da massa seca. Os conteldos
proteicos para as trés espécies aqui estudadas foram valores préximos a este intervalo, sendo D.
delicata a espécie com mais alto nivel de proteinas. Estes valores foram superiores aos
encontrados por Onwume (1978) em o6rgdos tuberosos de diversas espécies tropicais,
ressaltando o potencial de D. delicata como alternativa para 0 consumo humano, ainda néo
explorada.

Diversos autores utilizaram-se de dados estruturais, juntamente com os histoquimicos,
para a separagdo de espécies relativamente proximas. Neste trabalho, os dados anatdmicos
possibilitaram a separagdo dos tdxons sinonimizadas por Pedralli (2004), evidenciando a
importancia desse tipo de estudo na resolugdo de problemas taxondmicos. Ainda, espécies
nativas de Dioscorea s3o negligenciadas, ndo sendo exploradas economicamente por
desconhecimento da populagdo, por possuirem um ciclo longo de desenvolvimento até a
formacao de sistemas subterraneos espessados de massas suficientes para o consumo e também
pela competi¢do com outra fonte de carboidrato, a mandioca (Manihot esculenta Cranzt) de
facil cultivo. Os principais resultados bioquimicos aqui expostos realgam a importancia e estrita
relacdo dos carboidratos soltiveis, insoltiiveis e proteinas durante o processo de desenvolvimento
e floragdo. Faz-se necessario estudos complementares que avaliem os compostos de reserva dos

orgdos espessados de Dioscorea visando sua utilizagdo como forma alternativa para



alimentagdo humana.
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Considerac0es finais e perspectivas

As andlises estruturais forneceram caracteres consistentes e capazes de subsidiar a
separagdo dos trés taxons de Dioscorea (D. delicata, D. tauriglossum e D. ovata) sinonimizados
em D. ovata na Flora Ilustrada Catarinense por Pedralli (2004). Os resultados aqui expostos
servem como referéncia para a realizacao de estudos posteriores que visem a revisdo dos outros
10 taxons sinonimizados igualmente por Pedralli em D. ovata, bem como para ampliar o
conhecimento das espécies nativas do género.

As analises bioquimicas dos carboidratos e proteinas dos sistemas subterraneos
forneceram dados complementares aos estruturais que possibilitam um maior entendimento das
estratégias das Dioscorea durante o seu desenvolvimento. Ao analisar D. delicata, ficou
evidente a presenga de quantidade significativa de amido, sugerindo que esta espécie pode
apresentar grande potencial economico, sendo futuras investigacdes essenciais para validar a

sua viabilidade alimenticia.



