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I
PREFACIO

A producdo mundial de amendoim (Arachis hypogea L.) em 2005 foi de
aproximadamente 34,5 milhdes de toneladas, o que faz dessa oleaginosa a quarta mais
consumida no mundo. O Estado de Sao Paulo é responsavel por 80% da produgdo brasileira
(213.200 toneladas); entretanto, doencas da parte aérea, como a cercosporiose, sao
responsdveis por prejuizos de até 50% na producdo de vagens, tornando indispensdvel o uso
de fungicidas para o controle e obtencdo de producdes comercialmente satisfatorias.

Trabalhos realizados com a finalidade de investigar as provaveis fontes € mecanismos
de resisténcia a cercosporiose revelam que as espécies silvestres apresentam genes uteis, 0s
quais podem ser explorados e transferidos para as espécies cultivadas.

A resisténcia do amendoim as manchas foliares pode estar relacionada com
caracteristicas estruturais, que uma vez conhecidas, facilitam o processo de selecdo de
genodtipos potencialmente resistentes para o uso no melhoramento.

A anélise da Dimensao Fractal € utilizada para quantificar a complexidade das formas
naturais e tem sido empregada com sucesso na identificacio de diferentes espécies vegetais.

Considerando a importancia da relacdo entre caracteristicas estruturais foliares e a
cercosporiose, bem como a aplicabilidade da anélise da dimensao fractal na area da boténica,
realizou-se o presente trabalho com o objetivo de quantificar caracteres estruturais do limbo
em dois cultivares e quatro acessos de trés espécies de Arachis, procurando relaciond-los com
graus de resisténcia a cercosporiose.

A finalidade da presente dissertacdo de mestrado foi realizar uma revisdo de literatura
sobre as manchas foliares e os caracteres estruturais relacionados com a cercosporiose do
amendoim; quantificar os caracteres estruturais do limbo foliar em dois cultivares e quatro
acessos de trés espécies de Arachis; determinar e analisar a Dimensao Fractal em folhas de
dois cultivares e quatro acessos de trés espécies de Arachis.

Para a melhor divulgagdo dos resultados desta dissertacdo de mestrado em Ciéncias
Bioldgicas (Botanica), a mesma foi organizada no formato de artigos cientificos. Desta forma,
foram originados trés capitulos distintos, os quais foram elaborados de acordo com as normas
das respectivas revistas cientificas, para serem enviadas para a publicacdo.

Capitulo 1 - revisdo de literatura sobre estruturas foliares e cercosporiose, redigido de
acordo com as normas da Revista de Agricultura, da Fundagdo de Estudos Agrérios Luiz de

Queiroz (FEALQ), ESALQ-USP.
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Capitulo 2 — quantificagao de caracteres estruturais foliares de espécies de amendoim

e sua relacdo com a cercosporiose, redigido conforme as normas da revista Bragantia, do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) do Estado de Sao Paulo.

Capitulo 3 - determinacdo e andlise da dimensdo fractal dos caracteres morfolégicos

foliares de trés espécies de Arachis, redigido segundo as normas da Revista Brasileira de

Botanica, da Sociedade Botanica de S3ao Paulo (SBSP); o trabalho foi enviado para

publicacdo em fevereiro de 2006 e esta protocolado na revista com o n°® 26/06.
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SANINE, P.R. CARACTERES ESTRUTURAIS E DIMENSAO FRACTAL DA
FOLHA DE ESPECIES DE Arachis E SUA RELACAO COM A
CERCOSPORIOSE. 2006. 67p. Dissertagdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias,
UNESP - Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivos quantificar caracteres estruturais do
limbo foliar, em dois cultivares e quatro acessos de trés espécies de Arachis, procurando
relaciond-los com graus de resisténcia a cercosporiose, bem como discriminar esses
individuos por meio da andlise da dimensao fractal. Foram amostradas porcdes do terco
médio da regido internervural do terceiro ou quarto foliolo da segunda folha contada a partir
do épice, sendo as amostras infiltradas em historresina, seccionadas com 7 um de espessura e
coradas com azul de toluidina. Foram também realizadas impressdes da epiderme, utilizando-
se cola de secagem instantanea. Os caracteres quantificados foram: drea da sec¢do da regido
internervural; dreas e espessuras de epiderme das faces adaxial e abaxial, parénquima,
hipoderme e mesofilo; drea do complexo estomdtico; espessura da folha; porcentagens de
epiderme das faces adaxial e abaxial, parénquima e hipoderme; nimeros de tricomas,
estdmatos, cristais de oxalato de cdlcio e idioblasto de mucilagem; e comprimento do ostiolo.
Para a andlise da dimensao fractal, utilizou-se folhas totalmente expandidas digitalizadas em
imagens monocromadticas, determinando-se o valor da dimensdo fractal do sistema foliar,
limbo foliar, bordo foliar e sistema de venagao, através do método “Box-Counting”. Os dados
obtidos foram submetidos aos testes estatisticos multivariados de andlise de agrupamento e
andlise de componentes principais. Verificou-se que os caracteres estruturais quantitativos do
limbo foliar podem ser utilizados como indicadores de resist€ncia a cercosporiose, em
cultivares e acessos de diferentes espécies de Arachis. A andlise da dimensdo fractal dos
caracteres morfoldgicos foliares e os caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar,

possibilitaram diferenciar A. hypogaea, A. magna e A. stenosperma entre si.

Palavras-chave: Amendoim; Analise fractal; Analise multivariada; Anatomia foliar;

Cercosporidiun personatun



VI

STRUCTURAL CHARACTERES AND FRACTAL DIMENSION ON LEAF OF
Arachis AND ITS RELATIONSHIP WITH LATE LEAFSPOT

ABSTRACT - The present work's objectives were to quantify leaf blade structural characters
in two cultivars and four accessions of three Arachis species, in an attempt to associate them
with different degrees of late leafspot resistance, as well as to discriminate those individuals
by fractal dimension analysis. Portions from the middle third of the interveinal region of the
third or fourth leaflets, in the second leaf counted from the apex were sampled. The samples
were infiltrated in Historesin, sectioned at 7-pum thickness, and stained with toluidine blue.
Epidermal prints were also prepared using instant bonding glue. The following characters
were quantified: cross section area of the interveinal region; area and thickness of the
epidermal adaxial and abaxial surfaces, parenchyma, hypodermis, and mesophyll; stomatal
complex area; leaf thickness; percentage values of the epidermal adaxial and abaxial surfaces,
parenchyma, and hypodermis; number of trichomes, stomata, calcium oxalate crystals, and
mucilage idioblasts; and ostiole length. Completely expanded leaves, digitized as
monochromatic images, were used in the dimension fractal analysis. Values for the leaf
system's fractal dimension, leaf blade, leaf margin, and venation system were determined by
the Box-Counting method. The data thus obtained were submitted to Cluster Analysis and
Principal Components Analysis multivariate statistical tests. It was observed that leaf blade
quantitative structural characters can be used as late leafspot resistance indicators for cultivars
and accessions of different Arachis species. The fractal dimension analysis of leaf
morphological characters and leaf blade quantitative structural characters allowed A.

hypogaea, A. magna, and A. stenosperma to be discriminated from one another.

Key words: Peanut; Analise fractal, multivariate analysis, leaf anatomy, Cercosporidiun

personatun



CAPITULO1

ESTRUTURA FOLIAR E CERCOSPORIOSE DO AMENDOIM: UMA REVISAO



RESUMO

A cercosporiose € uma doenca causada pelo fungo Cercosporidium personatum (Berk & Curt.)
Deighton, fase anamorfa do ascomicota Mycosphaerella berkeleyii W.A. Jenkins, sendo de grande importancia
na cultura do amendoim. No Brasil, os prejuizos que esta doenga acarreta na produgdo chegam a 50%. Intimeros
trabalhos vém sendo realizados intensivamente com a finalidade de investigar provaveis fontes e mecanismos de
resisténcia a mancha preta do amendoim. Os estudos morfo-anatdmicos visam caracterizar as estruturas que
dificultam o estabelecimento da infec¢@o, embora sejam poucos os trabalhos que relacionam a morfo-anatomia
com a cercosporiose. As informagdes obtidas com estes estudos auxiliam na determinag¢do dos tipos de
resisténcia ocorrentes em um patossistema, e contribui com pesquisas aplicadas ao manejo da cercosporiose do

amendoim.

Palavras-chave: cercosporiose do amendoim, Cercosporidium personatum, anatomia, Mycosphaerella

berkeleyii, resisténcia.



LEAF STRUCTURE AND THE PEANUT LATE LEAFSPOT: A REVIEW

ABSTRACT

The late leafspot is a fungal disease caused by Cercosporidium personatum (Berk & Curt.) Deighton, the
anamorph phase of the ascomycete Mycosphaerella berkeleyii W.A. Jenkins, and it is very important to peanut
crop. In Brazil, it leads to damages until 50% in the yield. Several researches have intensively been published in
order to investigate probable sources and resistance mechanisms to peanut late leafspot. The morphological and
anatomical studies aimed to characterize the structures to reduce the infection, although few researches relate
morphology and anatomy to late leafspot. The information obtained in these studies helps to determine the kinds

of resistance in the pathosystem, and contributed with the research to late leafspost handling.

Key words: Peanut late leafspot, Cercosporidium personatum, anatomy, Mycosphaerella berkeleyii, resistance.



INTRODUCAO

O género Arachis com aproximadamente 81 espécies apresenta 48 restritas ao territério brasileiro (Valls
& Simpson, 1994; Jarvis et al., 2003), sendo constituido pelas se¢des Arachis, Caulorrhizae, Erectoides,
Extranervosae, Heteranthae, Procumbentes, Rhizomatosae, Trierectoides e Triseminatae, e pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Aeschynomeneae e subtribo Stylosanthinae (Krapovickas &
Gregory, 1994).

As espécies de amendoim ocorrem naturalmente na América do Sul, estendendo-se ao leste dos Andes,
sul da Amazdnia, norte da Planicie Platina e noroeste da Argentina (Krapovickas & Gregory, 1994),
apresentando espécies dipléides e tetrapléides (Conagin, 1963; Fernandez & Krapovickas, 1994; Lavia, 1998).

De acordo com Krapovickas & Gregory (1994), as espécies de Arachis sdo autégamas, com fluxo
génico limitado a pequenas populagdes, ndo podendo dispersar suas sementes em um raio acima de um ou dois
metros ao ano, a partir do local de germinacdo. Este género ocupa uma area de aproximadamente 4000 km de
extensdo envolvendo varios mecanismos na sua disseminagdo. A dispersdo fluvial € bastante significativa, pois
muitas espécies mostram-se associadas as bacias de grandes rios, a dispersdo zodfila e a acdo do homem, fixando
as espécies nos novos locais de colonizacio.

A reproducdo no género é sexuada, embora algumas espécies apresentam intensa propagacio vegetativa
por estoldes (Simpson et al., 1994).

Com producdo anual superior a 34,5 milhdes de toneladas (Agrianual, 2005), o amendoim (Arachis
hypogaea L.) pode ser considerado a quarta oleaginosa mais plantada no mundo, devido ao fato de possuir
grande quantidade de dleo e proteina, em torno de 45% e 20-25% respectivamente (Godoy et al., 1999b), que
podem ser extraidos de suas sementes, o que garante um grande consumo mundial dessa oleaginosa, na forma de
6leos e pastas comestiveis ou para o consumo in natura (Hammons, 1994).

A produgdo brasileira de amendoim ndo chega a ser significante mundialmente, ficando em torno de
213.200 toneladas por ano, porém muito significativa para o Estado de Sdo Paulo, que é responsavel por 80%
dessa producdo, ocupando uma area aproximada de 72,2 mil hectares (Agrianual, 2005), o que faz com que este
se destaque como o maior produtor do pais.

Um dos fatores limitantes da produtividade é a ocorréncia de doencas da parte aérea, destacando-se,
dentre elas a mancha preta (cercosporiose) causada pelo fungo conhecido como Cercosporidium personatum
(Berk & Curt.) Deighton, considerada a mais severa das doencas do amendoim cultivado (Moraes et al., 1988),
podendo causar prejuizos de 10% a mais de 50% na produgdo de vagens (Porter et al., 1982; Soares & Lima,
1991).

O uso de fungicidas para o controle € indispensdvel para obtencdo de producdes comercialmente
satisfatérias (Gimenes-Fernandes et al., 1983; Godoy et al., 1983, 1999a; Moraes et al., 1998, 2002), o que
concorre grandemente para elevar o custo de produgdo da cultura (Porter ef al., 1982).

Subrahmanyam et al. (1985a) revisaram a literatura sobre as possiveis fontes de resisténcia a varios
fungos, virus e nematéides que infectam o amendoim silvestre.

Indmeros trabalhos vém sendo realizados intensivamente com a finalidade de investigar provaveis

fontes e mecanismos de resisténcia a mancha preta do amendoim (Hemingway, 1957; Abdou et al., 1974;
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Moraes & Salgado, 1979a,b; Subrahmanyam et al., 1982; Jackson, 1983; Moraes & Godoy, 1985a,b; Godoy &
Moraes, 1987; Jogloy et al., 1987; Branch & Culbreath, 1995).

A resisténcia de um hospedeiro, dentro do contexto da fisiologia do parasitismo, pode ser definida como
a capacidade da planta de atrasar ou de evitar a entrada e/ou a subseqiiente atividade de um patégeno em seus
tecidos (Heitefuss & Williams, 1976; Goodman er al., 1986), mostrando-se como regra, enquanto a
suscetibilidade aos agentes fitopatogénicos mostra-se como a exce¢do (Ouchi & Oku, 1981; Kuc, 1987). Além
disso, a resisténcia mostra-se como um sistema complexo, e o seu nivel resulta do somatdrio das contribui¢des
individuais de diferentes mecanismos de resisténcia (Bell, 1980; Misaghi, 1982; Kuc, 1987; Madamanchi &
Kuc, 1991).

A resisténcia a C. personatum vem sendo avaliada no germoplasma de A. hypogaea mantido no
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), SP. Moraes & Godoy (1985a) e Moraes et al. (1988) verificaram o
potencial de alguns gendtipos como fontes de resisténcia. Os cultivares IAC-Caiap6 e IAC-Jumbo, de ciclo
longo, com caracteristicas do grupo Virginia, sdo resistentes a mancha preta e sdo recomendados para as
condicdes de cultivo do Estado de Sdo Paulo, enquanto o cultivar Tatu, atualmente ainda o mais utilizado
comercialmente, € suscetivel a esta mesma doenga (Moraes et al., 1983; Godoy et al., 1990, 1994).

Embora haja disponibilidade de acessos resistentes e suscetiveis de A. hypogaea, o melhoramento dos
cultivares € dificultado, pois a resisténcia é determinada, em geral, por uma heranga quantitativa e pelo fato do
amendoim cultivado ser suscetivel, simultaneamente, a varias doencas importantes (Moraes & Godoy, 1997).

Prestes & Goulart (1995) relatam que as espécies silvestres representam um verdadeiro reservatério de
genes Uteis, os quais podem ser explorados se transferidos para as espécies cultivadas. Entretanto, existem
indmeras barreiras que limitam essa hibridagdo, como a incompatibilidade entre espécies e a esterilidade e
inviabilidade dos hibridos e suas progé€nies.

Nevill (1982) verificou a ocorréncia de segregacdo de caracteres que possivelmente conferem
resisténcia a C. personatum em populacdes F2 de espécies de Arachis, ndo constatando a segregacdo nas
populacdes F3.

Uma das alternativas ao melhoramento seria a utilizacdo de germoplasma que apresentem genes
dominantes de resisténcia, como ocorrem nas espécies silvestres, os quais conferem resisténcia a duas ou mais
doengas no mesmo genétipo, tornando-se provavelmente a alternativa para o sucesso do melhoramento (Lenné &

Wood, 1991; Prestes & Goulart, 1995).



CERCOSPORIOSE

Conhecida vulgarmente como mancha preta, pinta preta, ‘viruela del mani’ ou ‘late leafspot’, a
cercosporiose ¢ uma doenca causada pelo fungo Cercosporidium personatum (Berk & Curt.) Deighton
[sinonimia: Cercospora personata (Berk & Curt.) Ell. & Ev.], fase anamorfa do ascomiceto Mycosphaerella
berkeleyii W.A. Jenkins, pertencente a ordem Moniliales e a familia Dematiaceae (Moraes & Godoy, 1997),
sendo considerada em todas as regides produtoras de amendoim como a doenca fingica mais importante dessa
cultura (Moraes et al., 1988).

Sendo particularmente patogénica ao gé€nero Arachis, ocorrendo tanto no amendoim cultivado (A.
hypogaea) como em espécies silvestres, a cercosporiose caracteriza-se por formar lesdes circulares, com 1-7mm
de diametro, de coloracdo marrom escura na face adaxial do limbo foliar, podendo ou ndo ser circundada por um
pequeno halo, e na face abaxial da folha apresenta coloragao preta (Barreto, 1997).

A formacdo dos conidios é anfigena, porém concentrada na face abaxial em numerosos conidiéforos
que se apresentam muitas vezes em circulos concéntricos nas lesdes, conferindo a colorag@o escura as mesmas,
sendo responsdveis pela reducdo da fotossintese e por intensa e prematura queda de folhas (Gerlagh & Bokdam,
1973; Moraes & Godoy, 1997).

As principais fontes de indculo iniciais do fungo sdo os restos de cultura no solo, onde os conidios sdo
disseminados a curta distancia pelo vento ou por gotas de dgua, dando inicio as infeccdes primdrias. Os esporos
produzidos nessas infec¢des sdo disseminados principalmente pela chuva, conduzindo a ciclos secundarios de
infeccdo, com a formacdo de haustérios intercelulares pelo C. personatum (Porter et al., 1982).

Comparando-se a intensidade da mancha preta no amendoim ‘Tatu’ (A. hypogaea) em relacdo a
precipitagdo pluviométrica, Pezzopane et al. (1996) concluiram que dias de chuva, excedendo o limite minimo
de 2,5mm, mostraram as melhores estimativas de intensidade de mancha preta.

Estudos de epidemiologia e progresso da cercosporiose tém sido realizados em condicdes de laboratdrio
e campo, em gendtipos de A. hypogaea com diferentes niveis de resisténcia (Mallaiah & Rao, 1978; Foster et al.,
1980; Cole, 1982; Johnson et al., 1986; Moraes et al., 1988; Anderson et al., 1993; Waliyar et al., 1995;
Almeida et al., 2000; Dwivedi et al., 2002).

Moraes et al. (1994) descreveram os cultivares 850 e Tatu de A. hypogaea como sendo altamente
resistentes e suscetiveis, respectivamente, a cercosporiose.

Abdou et al. (1974) relataram a ocorréncia de imunidade e alta resisténcia em 94 acessos de espécies de
Arachis a C. arachidicola e C. personatum em condicdes de laboratdrio. A resisténcia foi avaliada através de
medidas do nimero de lesdes por foliolo, didmetro da lesdo, porcentagem da 4rea da injuria, porcentagem de
desfolhac@o e nimero de esporulacéo.

Moraes & Salgado (1982), visando padronizar a metodologia da técnica de folhas destacadas de plantas
de amendoim, observaram que a inoculag@o na face adaxial das folhas destacadas possibilitou o aparecimento de
maior nimero de lesdes de C. arachidicola e C. personatum, independente das concentracdes de esporos
utilizados.

Estudando as reacdes de C. arachidicola e C. personata, em casa de vegetacdo e em folhas destacadas
de cultivares de amendoim, Moraes & Salgado (1979b, 1983) verificaram a alta suscetibilidade do cultivar Tatu

a mancha castanha e 2 mancha preta, apesar de sua alta produtividade.
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Pedro Jr. et al. (1994) estudaram a necessidade de fungicidas para o controle da mancha preta e de
outras doencas foliares do amendoim no Estado de Sao Paulo, e relataram a possibilidade de reducdo do uso de
fungicidas para o cultivar Tatu.

De acordo com Moraes et al. (2001), foram estabelecidas medidas de manejo integrado da mancha preta
e verrugose do amendoim, por meio do monitoramento da incidéncia e severidade de cada doenca, identificando
quando pulverizar, o tipo de fungicida ou a alternancia entre fungicidas de protecdo e de acdo sist€mica.

Moraes & Salgado (1979a), avaliando a resisténcia de A. hypogaea a C. arachidicola, quanto a idade da
planta e concentragdo do indculo na manifestagdo dos sintomas, constataram que plantas de amendoins mais
jovens, com 15 dias, apresentaram menor nimero de lesdes e didmetro da drea infectada.

Foster et al. (1981), avaliando 16 linhagens de A. hypogaea e 9 espécies silvestres do género Arachis,
para resisténcia a C. arachidicola, concluiram que o nimero de lesdes na folha e a porcentagem de desfolhagdo
foram muito uteis para a classificacdo do grau de resisténcia dessas plantas ao fungo, e que as espécies silvestres
A. chacoense e A. stenosperma apresentaram-se como altamente resistentes a C. arachidicola.

Ketring & Melouk (1982) demonstraram que dois cultivares de amendoim inoculados com C.
arachidicola produziram etileno, aumentando a abscisdo foliar, enquanto espécies silvestres imunes produziram
baixos niveis de etileno e mantiveram suas folhas.

Edwards et al. (1995) observaram actimulo de fitoalexinas isoflavonicas em folhas de amendoim
infectadas por Puccinia arachidis e C. arachidicola.

Subrahmanyam et al. (1985b) relataram a resisténcia de vdarias espécies de diferentes secdes de
amendoim silvestre a C. personatum, destacando a espécie A. stenosperma Krapov. & W.C. Gregory como
resistente ao fungo.

No trabalho de Nevill (1979) ndo foram observadas lesdes em espécies de A. chacoense e A.
stenosperma, inoculadas com C. personatum, sendo sugeridas essas espécies para o melhoramento do amendoim
cultivado.

Correlacdes genéticas para selecdo de plantas de amendoim (A. hypogaea), visando aumentar o
rendimento de dleos, proteinas e a resisténcia a cercosporioses, foram realizadas por Hamid et al. (1981). Esses
autores recomendaram a utilizagdo dos cultivares Florigiant ¢ NC5 no melhoramento do amendoim, com a

finalidade de aumentar a resisténcia a cercosporiose.



ESTRUTURA FOLIAR E CERCOSPORIOSE

Para o melhor entendimento dos mecanismos ocorrentes nos diversos patossistemas, os estudos morfo-
anatdomicos relacionados com a Fitopatologia apresentam fundamental importincia, sendo estes responsaveis
pelos diversos graus de resisténcia e suscetibilidade as doengas vegetais.

De acordo com Alzete-Marin et al. (1997), as interacdes em um patossistema se estabelecem por meio
de uma coevolugd@o entre o fitopatégeno e a planta hospedeira. Enquanto a espécie vegetal tenta através de
diferentes estratégias inibir o ataque do patdgeno, este procura de diversas formas desenvolver uma interacio
compativel com a planta (Balardin, 2001).

Segundo Pascholati & Leite (1995) as plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra os
fitopatégenos, os quais respondem imediatamente apds a presenca destes organismos nos tecidos hospedeiros.
Desta forma, varios eventos bioquimicos e estruturais, que ocorrem simultaneamente no processo de defesa,
propiciam resisténcia as doengas vegetais.

Aist (1983) relata que as respostas estruturais desenvolvidas pelo tecido hospedeiro em relacdo ao
ataque patogé€nico sdo caracterizadas principalmente por deposicdo de carboidratos, suberinas e compostos
fendlicos nas paredes celulares; quando esta modificacio ocorre em vdrias células, forma-se uma barreira
tecidual ao progresso do patégeno na planta hospedeira.

A resisténcia do amendoim as manchas foliares pode ser atribuida, de acordo com McDonald et al.
(1985), a certas caracteristicas estruturais e a alguns constituintes quimicos presentes nas folhas. Estes atuam
retardando a germinagdo dos conidios, prolongando os periodos de laténcia e incubagdo, diminuindo assim o
nimero de lesdes por unidade de drea foliar, a desfolhacdo e a esporulacio do fungo.

De acordo com Metcalfe & Chalk (1957), as folhas de plantas de amendoim (Arachis sp.) s@o
anfiestomadticas, com mesofilo rico em cristais e formado por células pequenas contendo clorofila e contetddos
taniniferos. O mesofilo é constituido pelos parénquimas palicddico e lacunoso, e pela hipoderme, a qual é
formada por células armazenadoras de dgua, conforme descrito por Kumari et al. (1983). Células de mucilagem
e tricomas tectores sdo encontrados na epiderme da face adaxial, e a hipoderme localiza-se na face abaxial. As
nervuras podem ou ndo apresentar esclerénquima.

A resisténcia estd relacionada com a inabilidade do hospedeiro em satisfazer as exigéncias nutricionais,
e com a presencga de substincias toxicas ao patdgeno que ocorrem naturalmente, ou como resposta a infec¢io
(Martin, 1964; Pascholati & Leite, 1994).

A existéncia de barreiras fisicas a penetracao dos fungos, como € o caso de cuticula e tricomas, também
pode relacionar-se com a resisténcia; aberturas naturais nessas barreiras, como os estdmatos e ferimentos, podem
facilitar a entrada do patégeno (Martin, 1964; Kolattukudy & Koller, 1983; Veiga et al., 1994; Amorim, 1995;
Agrios, 1997; Pascholati et al., 1998).

Marschner (1997) relatou os efeitos do estado nutricional da planta nos mecanismos de defesa contra
doencas fungicas, descrevendo que plantas com adequado estado nutricional apresentavam cuticula mais
espessada, lignificacdo de células epidérmicas e formacdo de compostos fendlicos, caracteristicas estas
consideradas como mecanismos de resisténcia.

Hemingway (1957), Abdou (1966) e Veiga et al. (1994) verificaram que espécies de Arachis resistentes

as manchas foliares apresentaram maior espessura foliar e coloragdo mais escura das folhas, em relacdo as
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plantas suscetiveis. Hemingway (1957), Mazzani et al. (1972) e Veiga et al. (1994) também constataram, em
plantas resistentes, a ocorréncia de maior desenvolvimento de tecido parénquimatico pali¢ddico.

Comparando-se a anatomia foliar de espécies silvestres com a de variedades cultivadas do género
Arachis, Kumari et al. (1983) observaram maior tamanho dos estomatos na face adaxial da folha, bem como
maior nimero de tricomas e comprimento dos estomatos na face abaxial; entretanto, ndo constataram diferengas
significativas, quanto a esses caracteres estruturais, entre as espécies silvestres e as variedades estudadas.

Com relagdo aos estdmatos, Amorim (1995) afirmou que essas estruturas sdo as principais vias de
penetracdo dos fungos fitopatogénicos.

Veiga et al. (1992), estudando a morfologia dos estdmatos em cultivares de amendoim, descreveram
que plantas de A. hypogaea resistentes a cinco moléstias fungicas foliares, dentre elas as cercosporioses,
apresentaram menores valores de largura do estdmato e de indice estomadtico. Resultados semelhantes foram
também verificados por Hemingway (1957) e Abdou (1966). Entretanto, Hassan & Beute (1977) e Cook (1981)
ndo encontraram relacio entre o tamanho dos estdmatos e a resisténcia a cercosporiose.

Abdou (1966) observou que folhas novas de plantas de amendoim suscetiveis as cercosporioses foram
imunes as infec¢des por C. arachidicola e C. personata, diminuindo a imunidade apds 3-4 dias em fungdo da
maturidade dos estdmatos.

Abdou (1966) cita que, provavelmente, exista uma determinada substincia do hospedeiro que, em
contato com o estdmato aberto, se dissolve em um filme de 4gua na superficie da folha, estimulando,
conseqiientemente, o crescimento do tubo germinativo do fungo na dire¢do dos estdmatos. Sugere também que
plantas de amendoim imunes ou de suscetibilidades diferentes podem possuir substincias diferencialmente
atrativas, para o crescimento dos tubos germinativos.

Torres & Martinez (1992a), trabalhando com cultivares de A. hypogaea em condicdes de laboratdrio,
também observaram que a dire¢cdo de crescimento dos tubos germinativos de C. arachidicola parecia ser
determinada por algum estimulo proveniente dos estdmatos. Os tubos germinativos penetravam nos ostiolos e
em outros casos, passavam por cima dos estdmatos e penetravam de forma direta através das paredes periclinais
das células epidérmicas, entre as paredes anticlinais de duas células vizinhas, e em locais onde se encontravam
cristais de oxalato de célcio. Entretanto, Veiga et al. (1994) constataram, em cultivar resistente a cercosporiose,
menor freqiiéncia de idioblastos cristaliferos e maior de idioblastos de mucilagem na face adaxial do limbo
foliar, bem como maior freqii€ncia de idioblastos cristaliferos na face abaxial da epiderme.

Alabi & Naqvi (1977) mostraram que C. arachidicola produziam enzimas celuloliticas e pectoliticas in
vitro, as quais induziriam a degradacio dos tecidos foliares, facilitando a penetracdo dos tubos germinativos.

Mauseth (1995) relatou que a presenca de compostos fendlicos pode inibir as enzimas digestivas e
degradadoras dos fungos, impedindo desta forma a coloniza¢do dos tecidos vegetais. Veiga et al. (1994)
verificaram, em cultivar de A. hypogaea resistente a cercosporiose, a presenca de maior nimero de idioblastos
taniniferos em relagdo ao cultivar suscetivel.

Abdou et al. (1974) observaram que, ap6s a penetracdo por C. arachidicola, as células ao redor do sitio
de penetracdo apresentaram citoplasma denso, granuloso e com tecido fortemente colorido; em seguida, ocorreu
a ramificacdo e proliferacdo do micélio do fungo, causando o colapso celular. Resultados semelhantes foram

descritos por Torres & Martinez, (1992b), em estudos histopatolégicos realizados em folhas de amendoim
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atacado por C. arachidicola; esses autores relataram que as mudancas mais evidentes induzidas por este
patégeno ocorreram nos tecidos hipodérmicos e clorenquiméticos da folha.

Outra estrutura anatdmica que parece estar relacionada com a resisténcia as manchas foliares, em
especial a cercosporiose, € a hipoderme. Hemingway (1957) descreve que as células armazenadoras de agua,
localizadas abaixo da epiderme foliar, as quais constituem a hipoderme, seriam inadequadas ao estabelecimento
do fungo. Desta forma, a hipoderme, possivelmente, estaria comportando-se como uma barreira fisica, caso o C.
personatum consiga penetrar seu tubo germinativo através da cuticula e da epiderme. Essas observacoes estdo de
acordo com as constatagdes feitas por Veiga et al. (1994), em plantas de Arachis resistentes a cercosporioses, as
quais apresentaram hipoderme mais espessa no limbo foliar, em relacdo as plantas suscetiveis.

Assim sendo, a presente revisdo evidencia a evolu¢do dos estudos referentes aos processos de
resisténcia a cercosporiose do amendoim. Estudos morfo-anatdmicos sobre este assunto ainda sdo escassos;
entretanto, o conhecimento dos caracteres estruturais foliares pode contribuir para o melhor conhecimento dos
mecanismos fisicos de resisténcia envolvidos no patossistema, bem como auxiliar no controle da doenga e no

melhoramento de plantas de amendoim cultivado.
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MORFOLOGIA FOLIAR DE ESPECIES DE AMENDOIM E SUA RELACAO COM

A MANCHA PRETA
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RESUMO

A cercosporiose, causada pelo fungo Cercosporidium personatum, é uma doencga de
grande importancia para a cultura do amendoim (Arachis hypogaea). O objetivo deste
trabalho foi quantificar caracteres estruturais do limbo foliar, em dois cultivares e quatro
acessos de trés espécies de Arachis, procurando relaciond-los com graus de resisténcia a
cercosporiose. Foram amostradas por¢des do terco médio da regido internvervural, do terceiro
ou quarto foliolo da segunda folha contada a partir do 4pice, sendo as amostras infiltradas em
historresina, seccionadas com 7 pum de espessura e coradas com azul de toluidina. Os
caracteres quantificados foram: 4rea da seccdo da regido internervural; dreas e espessuras de
epiderme das faces adaxial e abaxial, parénquima, hipoderme e mesofilo; drea do complexo
estomdtico; espessura da folha; porcentagens de epiderme das faces adaxial e abaxial,
parénquima e hipoderme; numeros de tricomas, estOmatos, cristais de oxalato de cdlcio e
idioblasto de mucilagem; e comprimento do ostiolo. Os dados foram submetidos aos testes
estatisticos multivariados de Andlise de Agrupamento e Andlise de Componentes Principais.
Os caracteres referentes ao parénquima, hipoderme, epiderme da face abaxial, tricomas,
estomatos e idioblasto de mucilagem permitiram diferenciar A. hypogaea, A. magna e A.
stenosperma. O acesso 9017 de A. stenosperma e o cultivar IAC-Tatu de A. hypogaea
caracterizaram-se como suscetiveis a cercosporiose, enquanto o cultivar 850 de A. hypogaea,
os acessos 30097 e 13748 de A. magna, e o acesso 10229 de A. stenosperma foram

considerados como resistentes.

Palavras-chave: anatomia foliar, amendoim, Cercosporidium personatum, analise

multivariada.
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LEAF STRUCTURAL CHARACTERES OF Arachis SPECIES IN RELATIONSHIP
TO LATE LEAFSPOT

ABSTRACT: The late leafspot, caused by the fungus Cercosporidium personatum, is a
highly important disease in peanut (Arachis hypogaea). The objective of this work was to
quantify leaf blade structural characters in two cultivars and four accessions of three Arachis
species, in an attempt to associate them with different degrees of late leafspot resistance.
Portions from the middle third of the interveinal region of the third or fourth leaflets, in the
second leaf counted from the apex were sampled. The samples were infiltrated in Historesin,
sectioned at 7-um thickness, and stained with toluidine blue. The following characters were
quantified: cross section area of the interveinal region; area and thickness of the epidermal
adaxial and abaxial surfaces, parenchyma, hypodermis, and mesophyll; stomatal complex
area; leaf thickness; percentage values of the epidermal adaxial and abaxial surfaces,
parenchyma, and hypodermis; number of trichomes, stomata, calcium oxalate crystals, and
mucilage idioblasts; and ostiole length. The data were submitted to Cluster Analysis and
Principal Components Analysis multivariate statistical tests. The parenchyma, hypodermis,
epidermal abaxial surface, trichomes, stomata, and mucilage idioblast characters allowed A.
hypogaea, A. magna, and A. stenosperma to be discriminated. The A. stenosperma accession
9017 and A. hypogaea cultivar IAC-Tatu were characterized as susceptible to late leafspot,
while the A. hypogaea cultivar 850, A. magna accessions 30097 and 13748, and A.

stenosperma accession 10229 were considered resistant.

Key words: leaf anatomy, peanut, Cercosporidium personatum, multivariate analysis.
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INTRODUCAO

No Brasil, o Estado de Sao Paulo destaca-se como o maior produtor de amendoim
(Arachis hypogaea L.), sendo responsavel por 80% dessa produ¢do (AGRIANUAL, 2005). Um
dos fatores limitantes da produtividade é a cercosporiose, doenca causada pelo fungo
Cercosporidium personatum (Berk & Curt.) Deighton, considerada a mais severa das doencas
do amendoim cultivado (MORAES et al., 1988), causando prejuizos de até 50% na producdo de
vagens (PORTER et al., 1982; SOARES e LiMA, 1991).

Segundo PASCHOLATI e LEITE (1995) as plantas desenvolveram varios mecanismos
bioquimicos e estruturais de defesa contra os fitopatdgenos, o0s quais ocorrem
simultaneamente no processo de defesa, propiciando resisténcia as doencas vegetais.

A resisténcia do amendoim as manchas foliares, como a cercosporiose, pode ser
atribuida a certas caracteristicas morfo-anatdomicas e a alguns constituintes quimicos presentes
nas folhas, os quais atuam retardando a germinacdo dos conidios, e diminuindo,
conseqiientemente, o nimero de lesdes, a desfolhacdo e a esporulagdao do fungo (MC DONALD
et al., 1985).

A literatura consultada revelou que poucos trabalhos foram realizados, procurando-se
relacionar as caracteristicas estruturais foliares e a ocorréncia de cercosporiose em plantas de
amendoim.

De acordo com METCALFE e CHALK (1957), as folhas de plantas de amendoim
(Arachis sp.) sdo anfiestomadticas, com mesofilo rico em cristais e formado por células
pequenas contendo clorofila e contetdos taniniferos; o mesofilo € formado pelos parénquimas
palicadico e lacunoso, e pela hipoderme, a qual é constituida por células armazenadoras de

dgua, conforme descrito por KUMARI et al. (1983); idioblastos de mucilagem e tricomas
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tectores sdo encontrados na epiderme da face adaxial; a hipoderme localiza-se na face abaxial
do mesofilo foliar.

A existéncia de barreiras fisicas a penetracido dos fungos, como € o caso de cuticula e
tricomas, também pode relacionar-se com a resisténcia; aberturas naturais nessas barreiras,
como os estomatos e ferimentos, podem facilitar a entrada do patégeno (MARTIN, 1964;
KOLATTUKUDY e KOLLER, 1983; VEIGA et al., 1994; AMORIM, 1995; AGRIOS, 1997;
PASCHOLATI et al., 1998).

HEMINGWAY (1957), ABDOU (1966) e VEIGA et al. (1994) verificaram que espécies de
Arachis resistentes as manchas foliares apresentaram maior espessura foliar e coloragao mais
escura das folhas, em relacdo as plantas suscetiveis. HEMINGWAY (1957), MAZZANI et al.
(1972) e VEIGA et al. (1994) também constataram, em plantas resistentes, a ocorréncia de
maior desenvolvimento de tecido parénquimatico pali¢adico.

Comparando-se a anatomia foliar de espécies silvestres com a de variedades cultivadas
do género Arachis, KUMARI et al. (1983) observaram maior tamanho dos estdmatos na face
adaxial da folha, bem como maior nimero de tricomas e comprimento dos estdmatos na face
abaxial; entretanto, ndo verificaram diferencas significativas, quanto a esses caracteres
estruturais, entre as espécies silvestres e as variedades cultivadas estudadas.

De acordo com AMORIM (1995), os estdmatos constituem-se na principal via de
penetracdo dos fungos fitopatogénicos. VEIGA et al. (1992), estudando a morfologia dos
estdmatos em cultivares de amendoim, descreveram que plantas de A. hypogaea resistentes a
cinco moléstias flingicas foliares, dentre elas as cercosporioses, apresentaram menores valores
de largura do estdmato e de indice estomdtico. Resultados semelhantes foram também

verificados por HEMINGWAY (1957) e ABDOU (1966). Entretanto, HASSAN e BEUTE (1977) e
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CookK (1981) nao encontraram relacdo entre o tamanho dos estdmatos e a resisténcia a
cercosporiose.

TORRES e MARTINEZ (1992a), trabalhando com cultivares de A. hypogaea em
condi¢des de laboratério, observaram que os tubos germinativos do patégeno penetravam nos
ostiolos e, em outros casos, passavam por cima dos estomatos e penetravam de forma direta
através das paredes periclinais das células epidérmicas, entre as paredes anticlinais de duas
células vizinhas, e em locais onde se encontravam cristais de oxalato de cdlcio; portanto, a
direcdo de crescimento dos tubos germinativos parecia ser determinada por algum estimulo
proveniente dos estdmatos. Entretanto, VEIGA et al. (1994) constataram, em cultivar resistente
a cercosporiose, menor freqii€ncia de idioblastos cristaliferos e maior de idioblastos de
mucilagem na face adaxial da epiderme; esses mesmos autores encontraram, na face abaxial
da epiderme do cultivar resistente, maior freqiiéncia de idioblastos cristaliferos.

ABDOU et al. (1974) e TORRES e MARTINEZ (1992b) relataram que as mudangas mais
evidentes, induzidas pelo patégeno da cercosporiose, ocorreram nos tecidos hipodérmicos e
clorenquimaticos da folha de plantas de amendoim.

HEMINGWAY (1957) descreveu que as células armazenadoras de dgua localizadas
abaixo da epiderme da face adaxial foliar, as quais constituem a hipoderme, seriam
inadequadas ao estabelecimento do fungo. Desta forma, a hipoderme, possivelmente, estaria
comportando-se como uma barreira fisica, caso o patdgeno consiga penetrar seu tubo
germinativo através da cuticula e da epiderme. Essas observacdes estdo de acordo com
aquelas feitas por VEIGA et al. (1994), em plantas de Arachis resistentes a cercosporioses, as
quais apresentaram a hipoderme mais espessada no limbo foliar, em relagdo as plantas
suscetiveis. Portanto, a hipoderme parece estar relacionada com a resisténcia as manchas

foliares, em especial a cercosporiose.
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Considerando a importancia da relacdo entre caracteristicas estruturais foliares e a
cercosporiose, realizou-se o presente trabalho com o objetivo de quantificar caracteres
estruturais do limbo em dois cultivares de Arachis hypogaea, dois acessos de Arachis magana
e dois acessos de Arachis stenosperma, procurando relaciond-los com graus de resisténcia a

cercosporiose.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os cultivares 850 e IAC-Tatu de Arachis hypogaea, 0s acessos
KGSSc 30097 e VSPmSv 13748 de A. magna, e os acessos VKSSv 10229 e VmiSv 9017 de
A. stenosperma, obtidos de sementes fornecidas pelo Departamento de Genética do Instituto
de Biociéncias de Botucatu - UNESP, e pelo Nicleo Experimental de Campinas do Instituto
Agrondémico (IAC). De acordo com MORAES et al. (1988), o cultivar 850 foi caracterizado
como resistente a cercosporiose (Cercosporidium personatum), enquanto o cultivar IAC-Tatu

foi considerado suscetivel.

As sementes foram previamente tratadas e semeadas em placas de Petri; apds a
germinagdo foram transferidas para vasos plésticos de 5 L contendo mistura de solo, areia e
matéria organica (1:2:1), mantendo-se duas plantas por vaso em casa de vegetacdao
pertencente ao Departamento de Botanica, do IBB-UNESP. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis tratamentos (dois cultivares e quatro acessos
das espécies de Arachis) e oito repeticoes.

Ap6s 90 dias, quando as plantas encontravam-se no inicio do florescimento, coletou-se
o terceiro ou quarto foliolo da segunda folha totalmente expandida contada a partir do 4dpice,
para cada cultivar e acesso de cada espécie estudada. Foram tomadas porc¢des do terco médio
da regido internervural do limbo foliar, fixando-as em FAA 50 (formaldeido+écido acético
glacial+4lcool 50%) durante 48 horas e, em seguida, conservadas em dlcool 70% (JOHANSEN,
1940).

As amostras foliares foram infiltradas com historresina (GERRITS, 1991), seccionadas
transversalmente em micrétomo rotatério com 7 um de espessura, coradas com azul de

toluidina 0,05% (O’BRIEN et al., 1964) e montadas entre laminas e laminulas em resina
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sintética. Os limites e contornos dos tecidos foram desenhados com o auxilio de microscépio
de projecdo, sendo as dreas e espessuras determinadas por meio de mesa digitalizadora
usando-se um programa computacional especifico (SOUZA et al., 2005). Os dados de areas
foram transformados em valores porcentuais em relagdo a drea total da regido internervural
amostrada.

Para a realizag¢do de contagem e mensuragio, referentes aos estdmatos, tricomas, cristais
e idioblastos de mucilagem, foi utilizada a técnica de impressdo da epiderme foliar sobre
lamina histolégica contendo cola de secagem instantinea (SOUZA et al., 2005), com 20
repeticdes para cada tratamento.

Os caracteres estruturais quantificados foram os seguintes: 4reas (XlO'4 mmz)
compreendendo a seccdo da regido internervural, epiderme das faces adaxial e abaxial,
parénquima, hipoderme, mesofilo e complexo estomético da face abaxial; espessuras (um) da
folha, epiderme das faces adaxial e abaxial, parénquima, hipoderme e mesofilo; porcentagens
(%) da epiderme das faces adaxial e abaxial, parénquima e hipoderme; nimeros (por mm? de
superficie da face abaxial) de tricomas, estdmatos e cristais de oxalato de calcio; nimero (por
mm linear) de idioblasto de mucilagem da epiderme da face adaxial; e comprimento (um) do
ostiolo de estdmatos da face abaxial.

Os valores dos 22 caracteres do limbo foliar foram submetidos aos testes estatisticos
multivariados de Andlise de Agrupamento e Andlise de Componentes Principais (SNEATH e
SOKAL, 1973), a fim de agrupar os cultivares e acessos das trés espécies de Arachis de acordo
com seu grau de similaridade e verificar a capacidade discriminatéria dos caracteres

estruturais no processo de formac¢ao dos agrupamentos.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dois cultivares e os quatro acessos das trés espécies de Arachis estudadas (Figuras
1A-F) apresentam semelhancas na organizagcdo dos tecidos foliares e corroboram com as
descrigdes feitas por METCALFE e CHALK (1957). Desta forma, as caracteristicas anatdmicas
descritivas do limbo foliar ndo permitem diferenciar A. hypogaea, A. magna e A. stenosperma
entre si. As trés espécies (Figuras 1A-F) caracterizam-se, principalmente, pela ocorréncia de
epiderme unisseriada, idioblastos de mucilagem, parénquimas palicddico e lacunoso
constituindo o mesofilo dorsiventral, e hipoderme formada por células dispostas em unica
camada celular.

No Quadro 1 s@o apresentados os valores médios dos caracteres estruturais
quantitativos do limbo foliar, para os dois cultivares de A. hypogaea, dois acessos de A.
magna e dois acessos de A. stenosperma, submetidos a andlise estatistica multivariada.

Na Andlise de Agrupamento, representada na forma de dendrograma (Figura 2), foi
possivel agrupar os cultivares e acessos de Arachis, de forma que aqueles pertencentes a um
mesmo grupo apresentaram maior similaridade que os de grupos diferentes. Houve a
formacdo de quatro grupos principais, em nivel de 0,16 na escala de distincia de similaridade,
0s quais apresentaram a seguinte disposi¢do: grupo 1 — constituido pelos acessos de A.
magna; grupo 2 — formado pelos cultivares de A. hypogaea; grupo 3 — composto apenas pelo
acesso 10229 de A. stenosperma; e grupo 4 — formado somente pelo acesso 9017 de A.
stenosperma. Portanto, os caracteres estruturais quantitativos avaliados permitiram diferenciar
as trés espécies de Arachis, bem como os dois acessos de A. stenosperma entre si.

Verificou-se também, pela Figura 2, que A. magna (grupo 1) e A. hypogaea (grupo 2)

podem se agrupar a partir do nivel de 0,20 na escala de distancia de similaridade,
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apresentando essas espécies, conseqiientemente, maior afinidade entre si. De acordo com
FERNANDEZ e KRAPOVICKAS (1994), os provaveis genitores do amendoim cultivado A.
hypogaea (genoma AABB) seriam as espécies silvestres A. ipaensis (doador do genoma B) e
A. duranensis (doador do genoma A); desta forma, a espécie silvestre A. magna estaria
relacionada com o genoma B de A. hypogaea, por apresentar acessos morfologicamente
proximos a A. ipaensis.

PENALOZA (2004), realizando estudo citogenético em amendoim, identificou no acesso
13748 de A. magna o cromossomo SAT do tipo 6, o qual também foi encontrado, segundo
FERNANDEZ ¢ KRAPOVICKAS (1994), em outros acessos dessa mesma espécie e no unico
acesso conhecido de A. ipaensis. Possivelmente, essas constatacdes poderiam explicar a
similaridade entre A. magna (grupo 1) e A. hypogaea (grupo 2), evidenciada pelo
dendrograma da Figura 2.

No Quadro 2 sdo apresentados os coeficientes de correlagdo entre os 22 caracteres
estruturais quantitativos foliares dos cultivares e acessos das espécies de Arachis, e os dois
primeiros componentes principais (Y; e Y»). No conjunto, estes componentes foram
responsdveis por 87,92% da informagdo (variancia) acumulada pelos caracteres avaliados,
constituindo-se em indicadores eficientes de dissimilaridade. A intensidade da contribuicao
destes caracteres para a discriminagdo dos cultivares e acessos das espécies de Arachis esta
relacionada a ocorréncia de maiores valores absolutos em Y; € Yo.

Verifica-se no Quadro 2 que, para o componente principal Y, os caracteres estruturais
que mais contribuiram para a discriminagdo foram: 4reas de parénquima, hipoderme,
epiderme da face abaxial, mesofilo e complexo estomdtico da face abaxial; espessuras de
parénquima, hipoderme, epiderme da face abaxial, mesofilo e folha; nimeros de estomatos,

tricomas e idioblastos de mucilagem; e comprimento do ostiolo. Esse componente (Y )
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apresentou 71,01% da informacao retida, a qual € considerada satisfatéria para explicar a
contribuicdo dos caracteres na formagao dos agrupamentos.

Com relagdo ao componente principal Y, (Quadro 2), a informacao retida foi de
16,91%, apresentando poder de discriminacdo satisfatério apenas as porcentagens de
parénquima e de hipoderme, bem como os nimeros de cristais de oxalato de cdlcio e de
estomatos da face abaxial.

A dispersdo gréfica (Figura 3), resultante da Andlise de Componentes Principais,
também mostrou a formagdo de quatro grupos, com relacdo aos dois cultivares e quatro
acessos das trés espécies de Arachis estudadas, revelando haver boa concordancia entre esses
resultados e aqueles obtidos na Andlise de Agrupamento (Figura 2).

A andlise conjunta do componente principal Y; (Quadro 2) e da dispersdo gréfica
(Figura 3), mostrou que os cultivares 850 e IAC-Tatu de A. hypogaea (grupo 2), por
revelarem sinal positivo para Y, apresentaram maiores valores de dreas e espessuras da
hipoderme, parénquima, epiderme da face abaxial e mesofilo, de area do complexo
estomatico, de espessura da folha e de comprimento do ostiolo, bem como menores valores de
ndmeros de tricomas, estdmatos e idioblastos de mucilagem (Quadro 1). Os acessos 10229
(grupo 3) e 9017 (grupo 4) de A. stenosperma, com sinal negativo para Y;, mostraram
resultados diferentes (Quadro 1). Os acessos 30097 e 13748 de A. magna (grupo 1)
apresentaram valores intermedidrios (Quadro 1), entre as outras duas espécies, revelando
maior similaridade com os cultivares de A. hypogaea, como também foi demonstrado nos
trabalhos realizados por FERNANDEZ e KRAPOVICKAS (1994) e PENALOZA (2004).

Portanto, esses caracteres estruturais do limbo foliar podem discriminar as trés

espécies de Arachis estudadas, evidenciando valor taxondmico satisfatério.
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Analisando-se conjuntamente o componente principal Y, (Quadro 2) e a dispersdo
gréfica (Figura 3), constatou-se que o acesso 9017 de A. stenosperma (grupo 4) e o cultivar
IAC-Tatu de A. hypogaea (grupo 2), com sinal positivo para Y,, apresentaram maiores
valores de porcentagem de parénquima, de ndmero de cristais de oxalato de célcio e de
estomatos na face abaxial da epiderme foliar, bem como menores valores de porcentagem de
hipoderme e de nimero de idioblastos de mucilagem (Quadro 1), em relacdo ao cultivar 850
de A. hypogaea (grupo 2), acesso 10229 de A. stenosperma (grupo 3), e acessos 30097 e
13748 de A. magna (grupo 1), que apresentaram sinal negativo para Y.

Assim, o acesso 9017 de A. stenosperma juntamente com o cultivar IAC-Tatu de A.
hypogaea podem ser considerados suscetiveis a cercosporiose, enquanto os acessos 10229 de
A. stenosperma, os dois acessos de A. magna e o cultivar 850 de A. hypogaea caracterizam-se
como resistentes a essa doenga, uma vez que, de acordo com MORAES et al. (1988), os
cultivares IAC-Tatu e 850 de A. hypogaea apresentam, respectivamente, suscetibilidade e
resisténcia a cercosporiose.

A ocorréncia de menor porcentagem de hipoderme e de nimero de idioblasto de
mucilagem, bem como de maior nimero de cristais de oxalato de cdlcio e de estdmatos na
face abaxial do limbo foliar (Quadro 1), permitiram caracterizar o cultivar IAC-Tatu de A.
hypogaea e o acesso 9017 de A. stenosperma como suscetiveis a cercosporiose. Os demais
acessos e cultivar avaliados, por apresentarem resultados diferentes (Quadro 1), podem ser
considerados como resistentes a essa doenca. A presenca desses caracteres estruturais no
limbo foliar, como indicadores de resisténcia a cercosporiose, foi também constatada por
HEMINGWAY (1957), ABDOU (1966), TORRES e MARTINEZ (1992a) e VEIGA et al. (1994), que
relacionaram plantas resistentes com maiores quantidades de hipoderme e de idioblasto de

mucilagem, e com menores freqiiéncias de cristais e de estomatos no limbo foliar.
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O comprimento do ostiolo e a drea do complexo estomatico da face abaxial ndo
mostraram relacdo com a resisténcia a cercosporiose, resultados esses concordantes com
aqueles encontrados por HASSAN e BEUTE (1977) e CooK (1981). Por outro lado, a presenca
de maior quantidade de parénquima no limbo foliar também ndo apresentou relacdo com a
resisténcia a cercosporiose; entretanto, esse resultado diferiu daquele obtido por HEMINGWAY
(1957), MAzzANI et al. (1972) e VEIGA et al. (1994), que verificaram maior desenvolvimento
desse tecido em plantas resistentes.
As diferengas estruturais encontradas nas espécies de Arachis estudadas podem
auxiliar na sua identificagdo, bem como na caracterizagcdo de acessos e cultivares com

diferentes graus de resisténcia a cercosporiose.
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CONCLUSOES

1. A. hypogaea, A. magna e A. stenosperma podem ser diferenciadas por meio de
caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar, relacionado com parénquima, hipoderme,
epiderme da face abaxial, tricomas, estdmatos e idioblasto de mucilagem.

2. A ocorréncia de menor porcentagem de hipoderme e de nimero de idioblasto de
mucilagem, bem como de maior nimero de cristais de oxalato de calcio e de estdmatos na
face abaxial do limbo foliar, constituiram-se como caracteres estruturais indicadores de
resisténcia a cercosporiose.

3. O acesso 9017 de A. stenosperma e o cultivar IAC-Tatu de A. hypogaea
caracterizaram-se como suscetiveis a cercosporiose, € os demais acessos e cultivar avaliados

como resistentes.
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Quadro 1. Valores médios dos 22 caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar em dois

cultivares de Arachis hypogaea, dois acessos de Arachis magna e dois acessos de

Arachis stenosperma.

A. hypogaea A. magna A. stenosperma

Caracteres Estruturais 850 Tatu 30097 13748 10229 9017

Area da seccdo regido internervural 786,48 803,81 694,23 633,27 419,35 655,54
Area da epiderme da face adaxial 61,14 59,15 42.01 44,45 42,44 49,54
Area do parénquima 510,30 542,35 473,38 412,31 263,68 455,63
Area da hipoderme 164,64 14439 133,04 12791 78,63 105,59
Area da epiderme da face abaxial 5040 5792 4580 48,60 34,60 44,78
Area do mesofilo 674,94 686,74 606,42 540,22 34231 561,22
Area complexo estomatico (abaxial) 25,16 22,25 20,09 17,61 10,91 13,94
Espessura da folha 259,46 261,92 228,48 208,40 170,31 216,03
Espessura da epiderme adaxial 19,18 19,84 13,55 15,01 13,84 16,39
Espessura do parénquima 166,87 178,87 15595 135,14 119,30 150,72
Espessura da hipoderme 54,29 46,75 44,34 4226 26,39 34,80
Espessura da epiderme abaxial 19,12 16,46 14,64 16,32 10,78 14,12
Espessura do mesofilo 221,16 225,62 200,29 177,40 145,69 185,52
% Epiderme da face adaxial 7,77 7,36 6,05 7,02 10,12 7,56
% Parénquima 64,88 6747 68,19 6511 6288 69,50
% Hipoderme 2093 1796 19,16 20,20 18,75 16,11
9% Epiderme da face abaxial 6,41 7,20 6,60 7,67 8,25 6,83
N° tricomas da face abaxial 11,22 11,22 1246 10,07 39,73 39,08
N° estdmatos da face abaxial 115,60 12226 127,70 183,50 212,40 309,10
NP° cristais de oxalato da face abaxial 72,09 19947 214,63 328,91 190,87 586,14
N° idioblasto de mucilagem (adaxial) 1,98 1,65 4,28 5,32 6,29 4,61
Comprimento do ostiolo (abaxial) 25,83 24,50 20,69 19,04 18,70 17,41

2

Area =x10™ mm’. Espessura e Comprimento = pum.

. A . . 2 , .
N° tricomas, estdmatos e cristais = mm~ de superficie.

linear.

N° idioblasto de mucilagem = mm
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Quadro 2. Coeficientes de correlagdo entre 22 caracteres estruturais quantitativos foliares em
dois cultivares de Arachis hypogaea, dois acessos de Arachis magna e dois acessos de

Arachis stenosperma, e os dois primeiros componentes principais (Y e Y7).

Caracteres Estruturais Y, Y,
Area da seccdo da regido internervural 0,9147 0,3999
Area da epiderme da face adaxial 0,7223 0,2966
Area do parénquima 0,8597 0,4901
Area da hipoderme 0,9764 0,0675
Area da epiderme da face abaxial 0,8671 0,3453
Area do mesofilo 0,9097 0,4012
Area do complexo estomdtico da face abaxial 0,9917 -0,0152
Espessura da folha 0,9392 0,3097
Espessura da epiderme da face adaxial 0,6977 0,3609
Espessura do parénquima 0,8586 0,4055
Espessura da hipoderme 0,9705 0,0469
Espessura da epiderme da face abaxial 0,8937 0,1723
Espessura do mesofilo 0,9353 0,3075
% Epiderme da face adaxial - 0,5800 -0,3473
% Parénquima 0,1792 0,8194
9% Hipoderme 0,4639 -0,7262
% Epiderme da face abaxial -0,6458 -0,4413
N° de tricomas da face abaxial -0,8759 0,2272
N° de estdomatos da face abaxial - 0,8026 0,5694
N° de cristais de oxalato da face abaxial -0,5341 0,7887
N° de idioblasto de mucilagem da face adaxial -0,9013 -0,2444
Comprimento do ostiolo da face abaxial 0,8962 - 0,1950
Informagao Retida (%) 71,01 16,91
Informagao Acumulada (%) 71,01 87,92

Area = x10™* mm”. Espessura e Comprimento = pum.

. ~ . . 2 , . P .
N° tricomas, estdmatos e cristais = mm~ de superficie. N° idioblasto de mucilagem = mm

linear.
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Figura 1. Seccdes transversais da regido internervural do limbo foliar de espécies de Arachis.
A) A. hypogaea cultivar 850; B) A. hypogaea cultivar IAC-Tatu; C) A. magna acesso 30097;
D) A. magna acesso 13748; E) A. stenosperma acesso 10229; F) A. stenosperma acesso
9017. ed: epiderme da face adaxial. eb: epiderme da face abaxial. h: hipoderme. i: idioblasto

de mucilagem. p: parénquima. Barra =46 pum.
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Figura 2. Andlise de agrupamento de dois cultivares (850 e Tatu) de Arachis hypogaea, dois
acessos (30097 e 13748) de Arachis magna e dois acessos (10229 e 9017) de Arachis
stenosperma, utilizando-se a Distancia Euclidiana Média, com base em 22 caracteres

estruturais quantitativos do limbo foliar. G: grupos.
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. AS - 10229

Figura 3. Dispersdo grafica de dois cultivares (850 e Tatu) de Arachis hypogaea (AH), dois
acessos (30097 e 13748) de Arachis magna (AM) e dois acessos (10229 e 9017) de Arachis
stenosperma (AS), utilizando-se os dois primeiros componentes principais (Y; e Y,), para o

conjunto dos 22 caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar.
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CAPITULO III

DISCRIMINACAO DE ESPECIES DE AMENDOIM (Arachis spp.) POR MEIO DA

ANALISE FRACTAL DE CARACTERES MORFOLOGICOS FOLIARES
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ABSTRACT - (Discrimination of peanut species (Arachis spp.) using fractal analysis of
morphological leaf traits). Fractal analysis techniques have been applied to determine the
complexity of shapes, and to discriminate and characterize plant species. The objective of this
work was to discriminate A. hypogaea L. cultivars, as well as accessions wild species of A.
magna Krapov., W.C. Gregory & C.E. Simpson and A. stenosperma Krapov. & W.C.
Gregory, using the fractal analysis. Completely expanded leaves were collected and digitized
as monochromatic images; the fractal dimension values of four morphological characters: leaf
system, leaf blade, leaf margin and venation system. The fractal analysis of the images was
performed by the Box-Counting method. Values obtained were submitted to Cluster Analysis
and Principal Components Analysis multivariate statistical tests. Three principal groups were
obtained: the first comprised the A. hypogaea cultivars and A. magna accessions; the second
consisted of one A. stenosperma accession; the third consisted of the other accession of the
same species. Greater similarity was obtained between individuals of the first group. It was
verified that the four morphological characters analyzed showed high discriminatory power,
allowing both A. stenosperma accessions to be discriminated, as well as the separation of this
species from the other two species studied. Therefore, the Box-Counting method can be used
to discriminate peanut species and accessions; its future applicability for other plant species is

thus suggested.

Key words - A. hypogaea, A. magna, A. stenosperma, fractal dimension, leaf morphology.
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RESUMO - (Discriminagao de espécies de amendoim (Arachis spp.) por meio da andlise
fractal de caracteres morfoldgicos foliares). As técnicas de andlise fractal tém sido aplicadas
na determinacdo da complexidade das formas e na discriminagdo e caracterizagdo de espécies
vegetais. O presente trabalho teve como objetivo discriminar os cultivares de A. hypogaea L.,
bem como os acessos das espécies silvestres de A. magna Krapov., W.C. Gregory & C.E.
Simpson e A. stenosperma Krapov. & W.C. Gregory por meio da andlise fractal. Folhas
totalmente expandidas foram coletadas e digitalizadas em imagens monocromadticas,
determinando-se o valor da dimensdo fractal de quatro caracteres morfoldgicos: sistema
foliar, limbo foliar, bordo foliar e sistema de venacdo. A andlise fractal dessas imagens foi
realizada pelo método “Box-Counting”. Os valores obtidos foram submetidos aos testes
estatisticos multivariados de Andlise de Agrupamento e Andlise de Componentes Principais.
Foram obtidos trés grupos principais: o primeiro formado pelos cultivares de A. hypogaea e
pelos acessos de A. magna; o segundo por um dos acessos de A. stenosperma; o terceiro pelo
outro acesso dessa mesma espécie. Houve maior similaridade entre os individuos do primeiro
grupo. Verificou-se que os quatro caracteres morfoldgicos analisados mostraram alto poder
discriminatério, permitindo discriminar os dois acessos de A. stenosperma, bem como essa
espécie das outras duas estudadas. Portanto, o método “Box-Counting” pode ser utilizado na
discriminacdo de espécies e acessos de amendoim, sugerindo-se, desta forma, a sua

aplicabilidade futura para outras espécies vegetais.

Palavras-chave - A. hypogaea, A. magna, A. stenosperma, dimensdo fractal, morfologia da

folha.
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Introducao
Com producdo anual superior a 34 milhdes de toneladas (Agrianual 2005), o

amendoim € considerado a quarta oleaginosa mais plantada no mundo, devido ao fato de
possuir grande quantidade de dleo e proteina nas sementes (Godoy et al. 1999), sendo
consumido mundialmente na forma de 6leos, pastas comestiveis e in natura (Singh et al.
1993, Hammons 1994).

Das 80 espécies descritas, o Brasil apresenta exclusivamente 48 (Valls & Simpson
1994, Jarvis et al. 2003). No entanto, sua produgdo limita-se a aproximadamente 213.200
toneladas/ano (Agrianual 2005), a qual é considerada ndo significativa em decorréncia do
grande niimero de doencas fingicas da parte aérea (Porter ef al. 1982, Soares & Lima 1991),
tornando-se indispensdvel o uso de fungicidas para o controle, favorecendo assim o alto custo
da producao (Porter et al. 1982, Moraes et al. 2002).

As espécies silvestres de amendoim sdo fontes de genes dominantes que conferem
resisténcia a duas ou mais doengas no mesmo gendtipo, podendo ser exploradas para o
melhoramento do amendoim cultivado (Prestes & Goulart 1995).

Meétodos de sequenciamento genético e AFLP (“Amplified Fragment Lenght
Polymorphism™), sao considerados muito eficientes na identificacdo de diferentes acessos de
amendoim silvestre e cultivado (Gimenes et al. 2002), porém esses métodos sdo demorados e
com custos muito elevado.

A andlise da dimensdo fractal tem sido aplicada com sucesso, quando se deseja
determinar e/ou estimar a complexidade das formas e fendmenos naturais (Mandelbrot 1997).

Souza & Buckeridge (2004) realizaram uma ampla revisdo referente aos sistemas
complexos como novas formas de ver a Botanica, apresentando conceitos bdsicos

relacionados a complexidade e dados de alguns exemplos de suas aplica¢des em diferentes
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dreas da Botanica, destacando-se a morfologia fractal das plantas. Esses mesmos autores
relataram que os objetos com caracteristicas fractais possuem auto-similaridade em sua
estrutura, e sdo gerados por processos de crescimento que proporcionam uma ocupacgdo nao-
homogénea do espaco, possibilitando a utilizacdo de modelos baseados na geometria fractal
para a simulagdo do padrdo de crescimento das plantas.

De acordo com Mandelbrot (1983, 1997), na geometria fractal os objetos sdo
representados por dimensdes intermedidrias podendo assumir valores ndo inteiros, enquanto
na geometria euclidiana as dimensdes sdo inteiras, ou seja, um ponto possui dimensdo 0 (0D),
uma reta dimensao 1 (1D), um plano dimensao 2 (2D) e um s6lido dimensao 3 (3D).

Borkowski (1999) enfatizou a realizagdo de estudos utilizando medidas de
dimensdo fractal, ou seja, medidas fraciondrias da dimensdo geométrica de um objeto
qualquer, para estudar a complexidade da forma de folhas, possibilitando a discriminag¢ao de
espécies por computador associadas a outros tipos de medidas morfométricas, as quais,
segundo Vicek & Cheung (1986), podem também ser Uteis para a identificagdo de hibridos.

De maneira geral, a andlise da dimensdo fractal é o indicador direto da maior
complexidade da forma de um determinado objeto, pois quanto maior o valor da sua dimensao
maior o nivel de complexidade da forma avaliada (Souza & Buckeridge 2004).

Esse tipo de andlise tem sido empregada na discriminagdo e identificacdo de
espécies vegetais (Vlcek & Cheung 1986, Peitgen & Saupe 1988, Peitgen et al. 1992,
Borkowski, 1999, Mancuso 1999, 2001, 2002, Pita et al. 2002, Plotze et al. 2003, 2005),
podendo também ser utilizada na avaliacio e comparacdo de padrdes da arquitetura do
sistema radicular de plantas (Berntson 1994, 1996, Nielsen et al. 1999, Walk et al. 2004), e no
estudo da estrutura e propriedades da textura de frutos submetidos a maiores periodos de

armazenamento em condi¢des normais (Kubik 2005).
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Vicek & Cheung (1986) diferenciaram nove espécies de drvores através da
dimensao fractal da forma das folhas, com a utiliza¢do do método “Box-Couting”. Borkowski
(1999), empregando o método do compasso, discriminou 10 espécies de drvores por meio de
caracteristicas da dimensao fractal, baseada na complexidade e forma das folhas. Mancuso
(1999, 2001, 2002) identificou diferentes gendtipos de uva através da dimensdo fractal pelo
método “Box-Counting”, aplicada em imagens binarizadas das folhas. Pita er al. (2002)
analisaram a auto-similaridade dos ramos foliares de aspargo, utilizando-se a dimensao fractal
pelo método “Box-Couting”. Plotze et al. (2003, 2005) identificaram 10 espécies arbdreas
através da dimensdo fractal foliar, segundo a complexidade das formas de suas nervuras e
bordos, empregando-se os métodos “Box-Couting” e “Minkowsky”.
Com relagdo ao amendoim (Arachis hypogaea), Akasaka et al. (1998) analisaram
a dimensdo fractal do sistema radicular, incluindo aspectos morfolégicos das ramificacdes
laterais e a formacdo de nddulos radiculares. Entretanto, a literatura consultada revelou que
poucos foram os trabalhos realizados relacionando a cultura do amendoim com a
determinagdo da dimensdo fractal, por meio de caracteristicas morfoldgicas e/ou anatdmicas
da planta.
Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo discriminar os cultivares 850
e Tatu de A. hypogaea L., bem como os acessos 30097 e 13748 de A. magna Krapov., W.C.
Gregory & C.E. Simpson (espécie silvestre), e 10229 e 9017 de A. stenosperma Krapov. &
W.C. Gregory (espécie silvestre), por meio da andlise fractal de diferentes caracteres

morfoldgicos foliares.
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Material e métodos

As plantas de amendoim foram cultivadas em vasos pldsticos com capacidade de
cinco litros, contendo uma mistura de solo-areia-matéria organica (1:2:1) e mantidos em casa
de vegetacdo pertencente ao Departamento de Botadnica, do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP. Apés 90 dias, quando as plantas encontravam-se no inicio do
florescimento, coletaram-se 20 folhas totalmente expandidas (repeticdes) de cada acesso e
cultivar para cada espécie estudada (Tabela 1).

Para se proceder a determinacdo da dimensdo fractal do sistema foliar (folha
completa), do limbo foliar e do bordo foliar foi tomada a terceira ou quarta folha contada a
partir do dpice da planta, para cada individuo. A seguir, essas folhas foram digitalizadas com
300 dpi de resolucdo e binarizadas com auxilio do programa PhotoShop 6.0 (Figuras 1 a 18).

O software HarFa 5.0 foi utilizado para efetuar a determinacdo da dimensdo
fractal pelo método “Box-Counting” (Peitgen & Saupe 1988), a qual baseia-se na divisao da
imagem em caixas de tamanhos varidveis, relacionando o tamanho dessas caixas com o
nimero daquelas que contenham pelo menos uma parte do objeto analisado (Figuras de 25 a
28).

Os trés caracteres morfoldgicos, referentes as dimensdes fractais do sistema foliar,
do limbo foliar e do bordo foliar, foram submetidos aos testes estatisticos multivariados de
Andlise de Agrupamento e Anélise de Componentes Principais (Sneath & Sokal 1973), com a
finalidade de, respectivamente, agrupar os cultivares e acessos das trés espécies de Arachis de
acordo com seu grau de similaridade, e verificar a capacidade discriminatéria dos caracteres

morfoldgicos no processo de formagdo dos agrupamentos.
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Resultados e Discussao

Os valores médios da dimensao fractal dos trés caracteres morfolégicos foliares,
dos dois cultivares e dos quatro acessos de amendoim estudados, estdo apresentados na
Tabela 2.

O resultado da Andlise de Agrupamento, representado na forma de dendrograma
(Figura 29), permitiu agrupar os cultivares e acessos de Arachis estudados, de forma que
aqueles pertencentes a um mesmo grupo apresentaram maior similaridade que os de grupos
diferentes.

Verificou-se a formacdo de trés grupos principais, ao nivel de 0,048 da escala de
distancia de similaridade, os quais apresentaram a seguinte disposicao: grupo 1 — constituido
pelos cultivares de A. hypogaea e pelos acessos de A. magna; grupo 2 — formado apenas pelo
acesso 10229 de A. stenmosperma; grupo 3 — composto somente pelo acesso 9017 de A.
stenosperma.

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de correlagdo entre os trés caracteres
morfoldgicos foliares dos cultivares e acessos das espécies de Arachis, e os dois primeiros
componentes principais (Y; e Y,). No conjunto, estes componentes foram responsdveis por
99,90% da informagdo acumulada pelos caracteres avaliados, constituindo-se em indicadores
eficientes de dissimilaridade, comportando-se, portanto, como caracteres diferenciadores entre
os individuos estudados. A intensidade da contribui¢do destes caracteres para a discriminacao
dos acessos esta relacionada a ocorréncia de maiores valores absolutos em Y e Yo.

Verifica-se na Tabela 3 que, para o primeiro componente principal (Y), os trés
caracteres morfolégicos avaliados apresentaram alto poder discriminatério, uma vez que esse

componente foi responsavel por 96,81% da informacdo contida no conjunto desses caracteres.
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A dispersdo gréfica (Figura 30), resultante da Anélise de Componentes Principais,
também mostrou a formacao de trés grupos, com relagdo aos dois cultivares e quatro acessos
das trés espécies de Arachis estudadas, revelando haver boa concordancia entre esses
resultados e aqueles obtidos da Andlise de Agrupamento (Figura 29).

A andlise conjunta do primeiro componente principal (Tabela 3) e da dispersao
gréfica (Figura 30), mostrou que os acessos de A. stenosperma constituintes dos grupos 2 e 3
apresentaram menores valores da dimensao fractal do sistema foliar, do limbo foliar, bem
como maior dimensao do bordo foliar, em relacdo aos individuos de A. hypogaea e A. magna,
formadores do grupo 1 (Tabela 2).

Desta forma, a andlise das dimensdes fractais dos caracteres morfoldgicos foliares
avaliados, determinados pelo método “Box-Couting”, possibilitaram discriminar os dois
acessos de A. stenosperma, bem como essa espécie das outras duas estudadas. Resultados
semelhantes, referentes a diferenciacdo de diferentes espécies vegetais, empregando-se a
andlise da dimensdo fractal, foram também obtidos por Vlcek & Cheung (1986), Borkowski
(1999), Mancuso (1999, 2001, 2002), Pita et al. (2002) e Plotze et al. (2003, 2005).

A diferenciacdo das espécies de Arachis foi determinada pela complexidade da
morfologia foliar, avaliada por meio da dimensao fractal dos caracteres estudados. O método
empregado na andlise da dimensdo fractal mostrou-se como uma ferramenta alternativa na
identificacdo de espécies, apresentando facilidade de execucdo e baixo custo, quando

comparado com os métodos utilizados tradicionalmente em biologia molecular.
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Tabela 1. Cultivares e acessos das espécies de Arachis utilizadas e seus respectivos

Municipio, Estado e Pais de coleta.

Table 1. Arachis species cultivars and accessions used and their respective city, state and

country of harvesting.

Cultivares/Acessos Espécies Municipio/Estado/Pais

cv. 850 A. hypogaea T

cv. IAC-Tatu A. hypogaea -

KGSSc 30097 A. magna San Ignéicio de Velasco/Bolivia
VSPmSv 13748 A. magna Porto Esperidiao/MT/Brasil
VKSSv 10229 A. stenosperma Santo Antonio Leverger/MT/Brasil

VmiSv 9017 A. stenosperma

Cananéia/SP/Brasil
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Tabela 2. Valores médios da dimensdo fractal dos quatro caracteres morfoldgicos foliares de

dois cultivares e quatro acessos de trés espécies de Arachis.

Table 2. Mean values of four leaf morphologic characters fractal dimension of two cultivars

and four accessions of three Arachis species.

Espécies Dimensao Fractal
Cultivar/Acesso Sistema Foliar Limbo Foliar Bordo Foliar  Sistema de Venagao
A. hypogaea — 850 1,748 1,760 1,165 1,526
A. hypogaea — Tatu 1,690 1,705 1,185 1,492
A. magna — 30097 1,679 1,693 1,181 1,508
A. magna — 13748 1,705 1,722 1,173 1,512
A. stenosperma — 10229 1,637 1,655 1,200 1,461
A. stenosperma — 9017 1,598 1,606 1,215 1,377
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo entre quatro caracteres morfolégicos foliares de dois
cultivares e quatro acessos de trés espécies de Arachis, e os dois primeiros componentes
principais (Y e Y7).
Table 3. Correlation coefficients among four leaf morphologic characters of two cultivars and

four accessions of three Arachis species and two prime principal components (Y and Y>).

Caracteres Morfol6gicos Y, Y,
Dimensio fractal do sistema foliar 0,9881 0,1526
Dimensio fractal do limbo foliar 0,9944 0,1026
Dimensio fractal do bordo foliar - 0,9909 -0,0218
Dimensao fractal do sistema de venagao 0,9691 -0,2468
Informacao Retida (%) 96,81 3,09

Informacdo Acumulada (%) 96,81 99,90
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Figuras 1 — 6. Imagens monocromaticas do sistema foliar das espécies de Arachis. 1. A.

hypogaea (cv. 850); 2. A. hypogaea (cv. Tatu); 3. A. magna (acesso 30097); 4. A. magna
(acesso 13748); 5. A. stenosperma (acesso 10229); 6. A. stenosperma (acesso 9017).

Figures 1 - 6. Monochromatic images of leaf system of the species Arachis. 1. A. hypogaea
(cv. 850); 2. A. hypogaea (cv. Tatu); 3. A. magna (accession 30097); 4. A. magna (accession

13748); 5. A. stenosperma (accession 10229); 6. A. stenosperma (accession 9017).
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Figuras 7 - 12. Imagens monocromaticas do limbo foliar das espécies de Arachis. 7. A.
hypogaea (cv. 850); 8. A. hypogaea (cv. Tatu); 9. A. magna (acesso 30097); 10. A. magna
(acesso 13748); 11. A. stenosperma (acesso 10229); 12. A. stenosperma (acesso 9017).

Figures 7 — 12. Monochromatic images of the leaf blade of the species of Arachis. 7. A.
hypogaea (cv. 850); 8. A. hypogaea (cv. Tatu); 9. A. magna (accession 30097); 10. A. magna
(accession 13748); 11. A. stenosperma (accession 10229); 12. A. stenosperma (accession

9017).
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Figuras 13 - 18. Imagens monocromdticas do bordo foliar das espécies de Arachis. 13. A.

hypogaea (cv. 850); 14. A. hypogaea (cv. Tatu); 15. A. magna (acesso 30097); 16. A. magna
(acesso 13748); 17. A. stenosperma (acesso 10229); 18. A. stenosperma (acesso 9017).

Figures 13 - 18. Monochromatic images of the leaf margin of the species of Arachis. 13. A.
hypogaea (cv. 850); 14. A. hypogaea (cv. Tatu); 15. A. magna (accession 30097); 16. A.
magna (accession 13748); 17. A. stenosperma (accession 10229); 18. A. stenosperma

(accession 9017).
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Figuras 19 - 24. Imagens monocromdticas do sistema de venacdo da regido mediana de
foliolos das espécies de Arachis. 19. A. hypogaea (cv. 850); 20. A. hypogaea (cv. Tatu); 21. A.
magna (acesso 30097); 22. A. magna (acesso 13748); 23. A. stenosperma (acesso 10229); 24.
A. stenosperma (acesso 9017).

Figures 19 — 24. Monochromatic images of the venation system of the medium region of
leaflet of species Arachis. 19. A. hypogaea (cv. 850); 20. A. hypogaea (cv. Tatu); 21. A.
magna (accession 30097); 22. A. magna (accession 13748); 23. A. stenosperma (accession

10229); 24. A. stenosperma (accession 9017).
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Figuras 25 - 28. Imagens monocromaticas da folha do acesso 10229 de Arachis stenosperma,
dividida em quatro diferentes tamanhos de caixas. 25. 1/4; 26. 1/16; 27. 1/64; 28. 1/256
Figures 25 - 28. Monochromatic images of the leaf of accession 10229 of Arachis

stenosperma, divided in four different sizes of boxes. 25. 1/4; 26. 1/16; 27. 1/64; 28. 1/256.

LA
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Figura 29. Andlise de agrupamento de dois cultivares e quatro acessos de trés espécies de
Arachis, utilizando-se a Distancia Euclidiana Média, com base em quatro caracteres
morfoldgicos foliares. AH: A. hypogaea; AM: A. magna; AS: A. stenosperma; 850, Tatu:
Cultivares; 30097, 13748, 10229, 9017: Acessos.

Figure 29. Cluster Analysis of two to cultivars and four accessions of three species of
Arachis, using in the distance Euclidean average, on the basis of four foliares morphologic
characters. AH: A. hypogaea; AM: A. magna; AS: A. stenosperma; 850, Tatu: Cultivars;

30097, 13748, 10229, 9017: Accessions.
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Figura 30. Dispersao grafica de dois cultivares e quatro acessos de trés espécies de Arachis,
utilizando-se os dois primeiros componentes principais (Y e Y,), para o conjunto dos quatro
caracteres morfoldgicos foliares. AH: A. hypogaea; AM: A. magna; AS: A. stenosperma; 850,
Tatu: Cultivares; 30097, 13748, 10229, 9017: Acessos.

Figure 30. Graphical dispersion of two to cultivars and four accessions of three species of
Arachis, using the two first principal components (Y; and Y5»), for the set of the four foliares
morphologic characters. AH: A. hypogaea; AM: A. magna; AS: A. stenosperma; 850, Tatu:

Cultivars; 30097, 13748, 10229, 9017: Accessions.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos interdisciplinares, associando a morfologia e a fitopatologia, sdao de
fundamental importancia para o melhor entendimento dos diferentes niveis de resisténcia
apresentados pelo hospedeiro, quando exposto a acio do patégeno.

Assim, a realizacdo de cada capitulo desta dissertacdo possibilitou relacionar os
caracteres estruturais foliares de cultivares, acessos e espécies de amendoim, com graus de
resisténcia a cercosporiose.

A revisdo de literatura apresentada evidenciou que poucos foram os trabalhos
realizados, relacionando a estrutura (morfologia e anatomia) foliar com a ocorréncia de
cercosporiose em plantas de amendoim.

Os caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar podem ser utilizados como
indicadores de resisténcia a cercosporiose, em cultivares e acessos de diferentes espécies de
Arachis.

A andlise da dimensdo fractal de caracteres morfoldgicos foliares e a avaliacdo de
caracteres estruturais quantitativos do limbo foliar possibilitaram diferenciar as espécies de

Arachis estudadas.
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