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E disse Deus: Produza a terra erva verde, erva que dé semente,
arvore frutifera que dé fruto segundo a sua espécie,

cuja semente esta nela sobre a terra; e assim foi.

Gen 1:11
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Resumo

De entre as plantas aromaticas da Flora de Portugal inclui-se a familia das Lamiaceas, onde se
encontra o género Lavandula que inclui cinco espécies: L. luisieri, L. pedunculata, L.pedunculata subsp.
lusitanica, L. viridis e L. multifida. A taxonomia deste género tem sofrido diversas alteracdes

taxondmicas devido a sua variabilidade morfolégica e capacidade de hibridizac&o.

Neste trabalho pretendeu-se ampliar o conhecimento sobre o género Lavandula através de uma analise
conjunta dos estudos morfométrico, micro morfolégico e molecular, contribuindo assim para a revisao
deste grupo taxondémico. No estudo morfométrico foram analisados 50 caracteres, quantitativos e
qualitativos, em 12 espécies existentes no herbario do INIAV e em 16 plantas das diferentes espécies
referidas. Estas ultimas foram também utilizadas para a analise da variabilidade genética através de

marcadores moleculares ISSR.

A analise dos resultados foi realizada através de métodos de taxonomia humérica utilizando o programa

NTSYS.

Com este trabalho foi possivel detetar 3 taxones claramente distintos: Lavandula sampaioana (Rozeira)
Rivas Mart. (Alto Tejo substratos duros), Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. subsp. lusitanica (Chaytor)
Franco Tejo e Sado substratos arenosos e Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira,

Calcarios e silicatos em sitios chuvosos.

Palavras-chave: Lamiaceas, Lavandula, taxonomia, morfometria, micromorfologia, marcadores

moleculares ISSR.



Abstract

Among the aromatic plants Flora of Portugal includes the family of Lamiaceas, where the genus
Lavandula includes five species: L. luisieri, L. pedunculata, L. pedunculata subsp. lusiténica L. viridis;
and L. multifida. The taxonomy of this genus has undergone several taxonomic changes due to their

morphological variability and capacity for hybridization.

This work was intended to broaden the knowledge of the genus Lavandula through a joint analysis of
morphometric study, morphological and micro molecular, thus contributing to the revision of this
taxonomic group. On the morphometric study were analyzed 50 characters, quantitative and qualitative,
in 12 existing species in the Herbarium of INIAV and in 16 plants of different species listed. The latter

were also used for the analysis of genetic variability by ISSR molecular markers.

The analysis of the results was carried out by methods of numerical taxonomy using the NTSYS

program.

With this work was possible to detect 3 clearly distinct genera: Lavandula sampaioana (Rozeira) Rivas
Mart. (Alto Tejo hard substrates), Lavandula pedunculata (Mill.) CAV. subsp. lusitanica (Chaytor) Franco
Tejo and Sado Sandy substrates and Lavandula stoechas subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira, Limestones
and silicates in rainy places.

Key-words: Lamiceas, Lavandula, taxonomy, morphometric, morphological, ISSR molecular
caracters
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1. Introducao

O género Lavandula, de que fazem parte espécies de importante valor econémico, tem sofrido diversas
alteracdes taxondmicas devido a sua variabilidade morfolégica e capacidade de hibridizacdo. Este
género, pertencente a familia das Lamiaceas (Labiadas), comporta, em Portugal, cinco espécies: L.

viridis, L. pedunculata subsp. lusitanica, L. luisieri, L. pedunculata ssp. pedunculata, L. multifida.

Estas espécies sdo denominadas popularmente de alfazema e rosmaninho e sao descritas por varios
autores pelas suas propriedades terapéuticas, aromatizantes e condimentares. Normalmente, séo

usadas para a obtencéo de 6leos essenciais.

As plantas do género Lavandula sdo perenes, com folhas simples, opostas a verticiladas, lineares a
oblongas. As flores sdo pequenas, hermafroditas e dispdem-se em espigas terminais, bracteadas. O
perianto diferencia-se num calice ovoide-tubular a subtubular, bilabiado, multinérveo e numa corola
bilabiada - l14bio inferior com trés I6bulos e labio superior com dois l6bulos - de cor pdrpura a azulada.

O androceu inclui quatro estames didindmicos. Os frutos sédo, normalmente, em forma clusa.

1.1. Taxonomia

As espécies portuguesas de Lavandula foram sendo descobertas ao longo de varios séculos. Brotero,
na sua Flora Lusitanica (1804), assinalava apenas L. spica L. (a alfazema cultivada, ndo espontanea),
L. stoechas L. e L. multifida L.. Mais de um século depois, Pereira Coutinho descrevia na Flora de
Portugal (22 edicdo, 1943) cinco espécies: trés idénticas as descritas por Brotero (fazendo notar que a
L. stoechas L. portuguesa pertencia a variedade pedunculata Cav. dessa mesma espécie), e ainda L.
latifolia Villars e L. viridis Ait. A Nova Flora de Portugal de Amaral Franco (1984), obra atualmente tida
como a referéncia mais correta para este género do nosso pais, refere cinco espécies: constata que
afinal a L. stoechas que se supunha existir aqui € um par de espécies distintas: L. pedunculata e L.
luisieri; L. viridis; L. latifolia e L. multifida; alude ainda ao cultivo da alfazema (nome atribuido a varias
espécies: L. dentata L., L. spica L., L. angustifolia L. e, por vezes, as ja referidas espontéaneas L. latifolia
e L. multifida)
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1.2. Caracterizacao morfoldgica das espécies em estudo
1.2.1 L. pedunculata subsp. pedunculata

Em Portugal, esta espécie (Figura 1.1) encontra-se nas regides apresentadas na Figura 1.2.

Esta espécie tem a forma de subarbusto lenhoso,
tomentoso, atingindo até 70 cm. As suas folhas tém
uma coloracdo acinzentada-tomentosa ou verde-
acinzentada tomentosa, séo inteiras e de margens
onduladas. As folhas distais dos ramos férteis medem
cerca de 12-55 x 1-5mm, sdo lineares a oblongo-
oblanceoladas, enquanto que as dos ramos estéreis
sd0 menores e mais estreitas. A espiga mede 10-35 x

8-17mm apresentando uma forma ovoide ou

Figura 1. 1 L. pedunculata
subsp. pedunculata

subcilindrica, de peddnculo com cerca de 5-24 cm. As

bracteas férteis tém 4-7 x 4-6 mm, sS40 mais ou menos Figura 1.2 Localizacdo
da L. pedunculata
subsp. pedunculata em

paralelas. As bracteas estéreis tém 12-30 mm vé&o de oblongas a lanceoladas, Portugal Continental
[in www.flora-on.pt]

obtriangulares e revelam nervuras pouco proeminentes, longitudinais e

apresentam-se de violaceas a palido-lilacineas ou menos vezes brancas. O
célice mede cerca de 4-7 mm, é 13-nérveo, 0 dente superior apicalmente provido dum apéndice
obreniforme com 1.2-1.5 mm de largura. A corola com 6-8 mm apresenta-se com uma coloracao

purpura-anegrada (Franco, 1984).
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1.2.2 L. pedunculata subsp. lusitanica

Como um caméfito lenh

z \|

0so ou nanofanerofito até 170 cm com as folhas distais dos remos férteis com

% 20-50X1,7-5 mm de cor verdes-acinzentadas. A sua espiga €
.2 subcilindrica com 15-35 X 10-17 mm. Apresenta bracteas férteis
proximais com 6-7 X 4-6mm, com forma sub-rectangulares, mais ou
menos afastadas entre si, distintamente menores que os respetivos
calices.

Encontra-se apresenta-se nas mesmas regides que a L. pedunculata

Figura 1.3 L. pedunculata subsp. subsp. pedunculata.
lusitanica
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1.2.3 L. luisieri

Figura 1.4 L. luisieri

Esta espécie apresenta-se sob a forma de sub-
arbusto lenhoso de 20-60 cm, tomentoso e
aromatico. As folhas sao acinzentado-
tomentosas, inteiras, as distais dos ramos férteis
com oblongas a lanceoladas, planas ou de
margens mais ou menos onduladas. As folhas
dos ramos estéreis sdo menores, mais estreitas
e de margens bem revolutas com um pedunculo
com cerca de 0-30 (-50) mm. As flores inserem-

se em inflorescéncias do tipo espiga medindo

esta cerca de 15-40 (-50) x 8-15 mm de forma cilindrica e por vezes ovoide, &

pedunculada (5-15 mm), de bracteas férteis cordadoreniformes, mais largas que

altas, com nervuras proeminentes, bem reticuladas, tomentosas e de bracteas

distais estéreis tém 8-30 (-45) mm, oblanceoladas, geralmente purplreas ou

lilacineas, raramente brancas. O célice mede cerca de 3-5 mm, é tomentoso mas

de dentes viloso-ciliados, o dente superior é apicalmente provido dum apéndice

FCT/UNL

Figura 1.5
Localizagao L.
luisieri em Portugal
Continental
[in www.flora-

obreniforme com 1-3 mm de largura. A corola com 6-8 mm apresenta uma coloracao purpura-anegrada

(Franco,1984).

Para Franco (1984) esta espécie é muito idéntica a Lavandula stoechas L., mas esta Ultima distingue-

se sobretudo por ter as folhas dos ramos férteis menores (até 30 x 4 mm),peddnculos com 0-15 (-20)

mm, espigas menores (até 35 x 14 mm) e célices crespo-vilosos.

A localizacdo desta espécie apresenta-se a vermelho na figura 1.5



Revisdo do Género Lavandula presente em Portugal Continental

1.2.4 L. multifida

Apresenta-se sob a forma de caméfito
lenhoso até 100 cm, de cor acinzentado-
tomentoso, de caules novos revestidos por
longos pelos vilosos e brancos. As suas
folhas na maioria 2-penatissectas, com
segmentos lineares, verdes e esparsamente

puberulentas, sendo as distais dos ramos

férteis com 20-60 X 10-35 mm, com forma

Figura 1.6 L. multifida peciolada. A espiga tem 20-70 X 7-10 mm,
longamente pedunculada (pedunculo com 5-50 cm), de bracteas férteis com 4-5
mm, ovado-mucronadas, 3-nerveas, com as estéreis nulas. O seu calice tem 4,5-
5,5 mm, 15-nerveo, com o dente superior inapendiculado. A corola com 10-12 mm
de cor azul-violacea.

A localizacdo desta espécie apresenta-se a vermelho na figura 1.7

FCT/UNL

Figura 1.7 Localizagao L.
multifida em Portugal
Continental
[in www.flora-on.pt]
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1.2.5 L. viridis

Apresenta-se como um caméfito lenhoso de
20-40 cm, viloso-pubescente com folhas
verdes, viloso-pubescences, inteiras, sendo
as distais dos ramos férteis com 20-49 X 2-
6 mm, oblongas a lineares, de margens
levemente revolutas, que por sua vez as dos
ramos estéreis menores, mais estreitas e de
margens bem revolutas. Possui a espiga
com 20-40 X 12-18 mm, ovoide-cilindrica, de
pedinculo com 2-8 cm, bracteas férteis com
5-77-10 mm, ovado-orbiculares, de cor ver-
amareladas, com nervuras proeminentes e reticuladas, e bracteas distais estéreis
com 8-15 mm, oblanceoladas, esverdeadas a amareladas. O seu célice tem 5-7
mm, 13-nérveo, sendo o dente superior apicalmente provido dum apéndice

Figura 1.8 L. viridis

obreniforme com 2-3 mm de largura. A sua corola tem 6-8 mm e cor branca. Figural.9Localizagdo
L. viridis em Portugal
A localizacdo desta espécie apresenta-se a vermelho na figura 1.9 Continental

[in www.flora-on.pt]
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1.3 Estruturas secretoras na familia das Labiadas

As espécies da familia Labiadas detém estruturas secretoras externas, tricomas glandulares ou
secretores, localizados na epiderme de 6rgéos aéreos, podendo variar em densidade e morfologia.
Os tricomas secretores podem ser de dois tipos, peltados e capitados.

Estes dois tipos de tricomas diferenciam-se na sua estrutura e na forma de secrecdo. Os tricomas
peltados consistem numa célula base, uma célula pedunculada larga e curta cutinizada nas paredes
exteriores e uma cabeca circular com células secretoras dispostas em um ou dois circulos concéntricos.
O numero de células normalmente varia entre 4 a 12, de acordo com a espécie.

Os compostos secretados acumulam-se no espaco subcuticular, entre a parede celular e a cuticula.
Com a maturacéo a acumulacao de substancias pode levar a um aumento consideravel desta area.
Os tricomas capitados sdo morfologicamente mais variados e podem ser divididos em varios tipos de
acordo com a sua estrutura bem como o seu modo de secrecao (Feijdo, 2011).

De seguida, apresenta-se a descri¢cdes dos diferentes tipos de tricomas capitados:

Tipo | — Consiste em uma a duas células no peduinculo, e uma, ou duas células secretoras na cabecga,
de forma circular ou de péra. Gotas de substancias polissacaridas e lipofilicas podem ser encontradas
na parte superior da célula da cabeca. O material secretado acumula-se hum pequeno espago
subcuticular e a sua libertacdo da-se através de poros localizados na cuticula.

Tipo Il — Consiste em uma a duas células no pedunculo e uma cabeca unicelular comprida e estreita
na sua base como as células do pedinculo, e um pouco larga na extremidade distal. O material
secretado é acumulado num espaco subcuticular maior do que o encontrado nos tricomas capitados
tipo |, e a sua libertagdo déa-se através da ruptura da cuticula.

Tipo lll — Consiste em duas a cinco células alongadas no pedinculo, que ostentam uma célula
arredondada na cabec¢a. Neste tipo de tricoma o material é igualmente secretado para um espacgo
subcuticular. Pode acontecer o colapso de parte da parede celular, dando uma forma de taca a célula
colapsada. Eventualmente a cuticula rompe, parte do que é secretado é libertado e o restante

permanece.

Figura 1.10 - Esquema dos trés tipos de

Cuticula

Material

: \ Secretado

/

Cuticula

[ ™

Parede

Material
Secretado

tricomas capitados, em sucessivas fases de
secrecdo. Tipo I: a) Antes da secregio; b)
Apos a secregao, observando-se gotas de
material secretado no topo da célula da
cabega. Tipo Il: c) Antes da secregao; d) Na
fase de secregdo, os materiais de secregao
acumulam-se no espago subcuticular; e)

Material barede Celular 75 Apos a secregao; a cuticula permanece
Cuticula Secretado  cqjular apenas na parte inferior da cabega nas
N _ paredes exteriores. Tipo lll: f) Antes da

i f Cuticula secregao; g) Os materiais secretados

acumulam-se entre a cuticula e a parede
celular; h) Apés a secregio, parte dos
materiais secretados permanecem no
exterior da célula da cabega. (Feijdo, 2011)
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2. Marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence

Repeat)

Marcadores moleculares microssatélites sdo sequéncias simples repetidas em tandem, com um a seis
nucleotideos. Estas regides sdo conhecidas como SSRs (Simple Sequence Repeats) ou STRs (Short
Tandem Repeats), estdo presentes no genoma de eucariotos e procariotos e representam a classe de
marcadores moleculares mais polimérficos disponiveis até hoje. Por detetarem variages genéticas, os
marcadores moleculares podem fornecer informacdes Uteis a diferentes niveis: estrutura da populacéo,
relacdes filogenéticas, padrbes de biogeografia histérica e analises de ascendéncia e parentesco (Féral
2002).

Os ISSR sé@o uma classe de marcadores moleculares baseados na amplificacdo de segmentos de DNA
através de reacc¢Bes de PCR, revelando polimorfismos através das sequéncias repetidas no genoma e
tém a vantagem de ndo necessitar do conhecimento prévio do genoma. Sdo marcadores moleculares
dominantes, ou seja, nao diferenciam os individuos heterozigotos dos homozigotos, no entanto, tém a
vantagem de analisar multiplos loci numa Unica reagéo.

Os alelos polimorficos ocorrem sempre que em um genoma ocorra dele¢do ou insercdo em uma
sequéncia, que modifica a distancia entre as repeticdes. Também, ocorre devido a diferengas no
comprimento do microssatélite, principalmente nos primers ancorados na posig¢édo 5’ (Gouldo e Oliveira,
2001).

Os marcadores ISSR sdo recomendados para andlises de espécies relacionadas evolutivamente,
obtendo-se resultados fiaveis, devido a sua abundancia e dispersao no genoma. Sao marcadores com
elevada reprodutibilidade, rapida detecdo de loci polimérficos em todo 0 genoma, e apresentam baixo
custo em comparacao aos outros marcadores e de facil execucgdo (Rodrigues, 2010).

Esses marcadores de DNA podem contribuir em estudos de melhoramento vegetal, para selecédo de
genotipos-e também em estudos de diversidade genética, “fingerprinting” e selegéo assistida (Costa,
2010).
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3. Objectivos

Com o presente trabalho pretende-se, em primeiro lugar, realizar uma revisdo taxonémica do género
Lavandula utilizando as plantas depositadas em herbario do Instituto Nacional de Investigacéo Agraria
e Veterinaria (INIAV), através do estudo morfométrico.

Seguidamente, na tentativa de ampliar o conhecimento sobre este género, pretende-se também
caracterizar a diversidade morfolégica e genética através de uma andlise conjunta dos estudos
morfométrico, micro morfolégico e molecular, utilizando material vegetal colhido em varias populacées
naturais.

Neste sentido, o trabalho proposto englobara os seguintes objetivos:

e Observacdo e medicdo de caracteres morfoldgicos de estruturais vegetativas, como folhas e
bracteas, e de estruturas reprodutoras, como pétalas, gineceu e androceu e ainda frutos e
sementes;

e Caracterizacdo da variabilidade genética através de marcadores moleculares ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat);

¢ Classificagéo e descrigcdo dos tricomas secretores e ndo secretores, através da caracterizagao

microscépica por microscopia optica.
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4. Material e métodos
4.1. Material Vegetal

FCT/UNL

Neste trabalho foram utilizadas as amostras arquivadas em herbario do INIAV como se refere na Tabela

4.1.

Tabela 4. 1 Plantas depositadas em herbario do INIAV

Cédigo Espécie
H1 Lavandula angustifolia
H2 Lavandula angustifolia
H3 Lavandula dentata
H4 Lavandula dentata
H5 Lavandula multifida
H6 Lavandula multifida
H7 Lavandula pedunculata
H8 Lavandula pedunculata
H9 Lavandula stoechas
H10 Lavandula stoechas
H11 Lavandula stoechas luisieri
H12 Lavandula stoechas luisieri

Foram também utilizadas as plantas colhidas em vdrios locais, como se descreve na Tabela 4.2.

10



Revisdo do Género Lavandula presente em Portugal Continental
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Tabela 4. 2 — Localizagdo e datas de colheita das amostras do género Lavandula

Codigo Espécie Local Data Zona do Pais
1 Lavandula Serra da Estrela 14.05.2013 Beira Interior
2 Lavandula Arvore 4 03.06.2013 | Tejo Internacional
3 Lavandula Tejo 1 03.06.2013 | Tejo Internacional
4 Lavandula Tejo 2 03.06.2013 | Tejo Internacional
5 Lavandula Tejo 4 03.06.2013 | Tejo Internacional
6 Lavandula Tejo 5 03.06.2013 | Tejo Internacional
7 Lavandula Tejo 6 03.06.2013 | Tejo Internacional
8 Lavandula Tejo 7 03.06.2013 | Tejo Internacional
9 Lavandula Tejo 8 03.06.2013 | Tejo Internacional
10 Lavandula Tejo 3 03.06.2013 | Tejo Internacional
11 Lavandula Serra da Arrdbida | 15.04.2013 Sul do Tejo
12 Lavandula Gréandola 30.04.2013 Alentejo
13 Lavandula Barradas da Serra | 07.05.2013 Alentejo
14 Lavandula Gréandola Xisto 29.04.2013 Alentejo
15 Lavandula Gréandola Xisto 29.04.2013 Alentejo
16 Lavandula Grandola areias 29.04.2013 Alentejo

As folhas jovens colhidas foram imediatamente acondicionadas em arcas frigorificas e

transportadas para o laboratério, onde foram adequadamente congeladas a -80 °C até ao momento da

extracdo do DNA para andlise.
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4.2. Estudo morfométrico

Foram observados 40 caracteres qualitativos: nervuras salientes, forma do corte da espiga, cor, pelos,
forma das folhas, forma da espiga, bracteas, forma das bracteas esteréis, forma das bracteas férteis,
apice da bractea fértil, nervacdo da bractea fértil. Foram também medidos 10 caracteres quantitativos:
comprimento do pedincelo, da inflorescéncia sem bracteas esteréis, da corola, do calice, do total das
flores, da bréactea, do peciolo, do total da folha, o didametro da inflorescéncia e o nimero de nervuras

nas flores (Anexo A).

4.3. Estudo molecular
4.3.1 Extracdo de DNA gendémico

As folhas de cada amostra foram maceradas em azoto liquido e 100 mg transferidas para eppendorfs.
O DNA foi extraido a partir das folhas recorrendo-se ao kit de extrac¢gdo DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Germany) e seguindo-se as instru¢des do fornecedor.

ApOs a extragdo, a qualidade do DNA foi avaliada por electroforese em gel de agarose (AGE) 0,8%.
Apb6s a corrida electroforética, os perfis electroforéticos foram visualizados sob luz ultravioleta no
analisador de imagens VersaDoc (Bio-Rad. A quantificacdo do DNA foi realizada em espectrofotometro
NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Fisher Scientific).

4.3.2 Amplificacao de DNA por PCR

As reaccdes de amplificacdo do DNA foram realizadas recorrendo-se ao Kit Tag PCR Master Mix Kit
(Qiagen, Germany) e utilizando o termociclador Biometra TGradient (Biometra, GmbH).

Para os marcadores moleculares ISSR foram testados varios primers, utilizados em outros trabalhos
desenvolvidos e em curso no Laboratério de Genética Molecular do INIAV, apresentados na Tabela
4.3.

12
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Tabela 4. 3. Sequéncias nucleotidicas 5’-3’ e temperaturas de melting dos primers utilizados na analise ISSR

Sequéncias nucleotidicas Tm (°C) Observacgtes

(CAA)s 39.6 Leroy e Leon, 2000
(CAG)s 53.3 Leroy e Leon, 2000
(GATA)4 38.9 Leroy e Leon, 2000
(GACA),4 49.2 Leroy e Leon, 2000
(AG)BYT 49.2
(TG) 8RT 53.1
(CA)8RT 51.8
AACACAATTTGAATTCCT aa6 | Steinkelineretal, 1997

Gomez et al., 2001
ATTACAGTTCCACAAATCTG 51.2

Para micro-stDNA do tipo (GA)20

Steinkellner et al., 1997
CTGCAAGATTCGGACAAGCAA 57.9 Gémez et al., 2001
TCTTTTTCCTAATCTCACCTG 54.0

Para micro-stDNA do tipo (GA)34
GATCAGTGATAGTGCCTCTC 57.3 | Steinkellner etal., 1997

Gomez et al., 2001
GATCAACAAGCCCAAGGCAC 59.4

Para micro-stDNA do tipo (GA)24
GCTTGAGAGTTGAGATTTGT 532 | Steinkelner etal., 1997

Gomez et al., 2001
GCAACACCCTTTAACTACCA 55.3

Para micro-stDNA do tipo (GT)5(GA)9

Numa camara de PCR esterilizada com luz UV prepararam-se as misturas de rea¢éo para um volume
de 25 uL contendo 1 pl (50-150 ng) de DNA, 0.4 uM de cada primer e 1x solugdo tampéo, que inclui
1.5 mM MgCI2 e 0.2 mM de cada dNTP.

As reacBes de amplificacdo ocorreram com o0s seguintes ciclos: desnaturacgéo inicial a 94°C por 3 min
seguida de 40 ciclos de amplificagc&o (desnaturacéo a 94°C por 1 min, hibridacdo a 46 °C ou 49 °C por

1 min, extens&o a 72 °C por 2 min), terminando com a extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos PCR obtidos com os diferentes primers foram submetidos a electroforese em gel de
agarose a 1,0 % em 0,5X TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,0, e 1 mM EDTA) contendo 0.5 pg/mL de
brometo de etideo e os perfis electroforéticos resultantes foram visualizados, sob luz ultravioleta, no

analisador de imagens VersaDoc (Bio-Rad).
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4.4. Analise Estatistica

Para a andlise dos resultados, recorreu-se a métodos de taxonomia numérica e utilizou-se o programa
NTSYS-pc- (Numerical Taxomomy and Multivariate Analysis System), versdo 2.02 (“Applied
Biostatistics In”) (Nobrega, 1996).

Os caracteres qualitativos e quantitativos foram organizados em matrizes (Anexo B - morfologia
molecular).

Para os caracteres qualitativos, a partir da matriz binaria com presenca (1) e auséncia (0), utilizou-se
para o coeficiente de semelhanca o coeficiente de Dice e o método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method using arithemic Averages), resultando o respectivo dendrograma. Foi calculado o coeficiente
de correlacdo cofenética entre a matriz de valores cofenéticos e a matriz de dissemelhanca (ou
semelhanca), exprimindo esse coeficiente de correlacdo cofenética o grau de concordancia entre

aquelas duas matrizes. Como método de ordenagéo foi utilizada a analise em coordenadas principais.

Para a andlise dos caracteres quantitativos a semelhanca calculou-se utilizando como coeficiente a
distancia Euclidiana média e o método de agregacdo UpPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
arithemic Averages), resultando o respectivo dendrograma. Para o fenograma, foi calculado o
coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de valores cofenéticos e a matriz de dissemelhanca
(ou semelhanca), exprimindo esse coeficiente de correlacéo cofenética o grau de concordancia entre

aquelas duas matrizes. Como método de ordenacdo foi utilizada a analise em componentes principais.

4.5. Estudo micro morfologico

O estudo micro morfolégico foi efectuado nas folhas das amostras colhidas e conservadas para
herbario. A analise microscdpica incidiu ao nivel da zona média do limbo foliar de cada amostra.

Cada porcéo da zona média a analisar foi sujeita a hidratagdo com agua destilada e clarificagdo em
hidrato de cloral, durante cerca de 10 minutos. Recorrendo a técnicas histologicas, foram efectuados
manualmente, destacamentos de epiderme e cortes transversais.

As amostras foram posteriormente observadas e analisadas ao microscépio 6ptico modelo Olympus
CX40, com as ampliagcfes de 40x, 100x, 200x e 400x.

O registo fotogréfico foi efectuado com uma camara com sistema fotografico Olympus ColorView lllu e
as imagens processadas com o Software Cell D Imaging Softaware for Life Science Microscopy.
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5. Resultados e discussao

5.1. Estudo morfométrico

Os caracteres qualitativos e quantitativos apresentam-se no Anexo A

A andlise estatistica para os caracteres qualitativos permitiu a obtencéo do dendrograma
apresentado na Figura 5.1.
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Figura 5. 1 Dendrograma das plantas arquivadas em herbario e das plantas colhidas, baseado no método UPGMA e
utilizando o coeficiente de DICE
H1-Lavandula angustifolia; H2-Lavandula angustifolia; H3-Lavandula dentata; Ha-Lavandula dentata; H5-Lavandula

multifida; H6-Lavandula multifida; H7-Lavandula pedunculata; H8-Lavandula pedunculata; H9-Lavandula stoechas;
H10-Lavandula stoechas ; H11-Lavandula stoechas luisieri; H12-Lavandula stoechas luisieri

1-Serra da Estrela; 12-Grandola (Mostarda); 14-Grandola (Xisto); 15-Grandola (Xisto);13-Grandola (B. Serra); 3-Tejo 1;
4-Tejo 2; 7-Tejo 6; 9-Tejo 8; 5-Tejo 4; 6-Tejo 5; 16-Grandola (areias); 10-Tejo 3; 8-Tejo 7

Da andlise deste dendograma pode observar-se a existéncia de 3 agrupamentos e de uma planta
isolada (3H).
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Considerando apenas as plantas colhidas para o desenvolvimento deste trabalho, apresenta-se na

Figura 5.2 o dendrograma obtido.

Serra da Estrela
Grandola 1
(Mostarda)
Gréandola (Xisto)
Gréandola (Xisto)
Gréandola (B.
" Serra)
Serra da Estrela
- Tejo 1
Tejo 2
© Tejo 6 2
© Tejo 8
- Tejo 4
Tejo 5
Grandola (areias)
. Tejo 3
Tejo 7

0.00 0.25 0.50 0.75 1.0
r=10.992

Figura 5. 2 Dendrograma das plantas colhidas, baseado no método UPGMA e utilizando o coeficiente de DICE.

Da analise do dendrograma, observam-se dois agrupamentos.

Procedendo do mesmo modo para 0s caracteres quantitativos, apresenta-se na Figura 5.3 o respetivo
dendrograma.
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Figura 5. 3 Dendrograma das plantas arquivadas em herbario e das plantas colhidas, baseado no método UPGMA e
utilizando como coeficiente a distancia Euclidiana média.
H1-Lavandula angustifolia; H2-Lavandula angustifolia; H3-Lavandula dentata; H4-Lavandula dentata; H5-Lavandula

multifida; H6-Lavandula multifida; H7-Lavandula pedunculata; H8-Lavandula pedunculata; H9-Lavandula stoechas;
H10-Lavandula stoechas ; H11-Lavandula stoechas luisieri; H12-Lavandula stoechas luisieri

1-Serra da Estrela; 12-Grandola (Mostarda); 14-Grandola (Xisto); 15-Grandola (Xisto);13-Grandola (B. Serra); 3-Tejo 1;
4-Tejo 2; 7-Tejo 6; 9-Tejo 8; 5-Tejo 4; 6-Tejo 5; 16-Grandola (areias); 10-Tejo 3; 8-Tejo 7
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5.2. Estudo molecular

Relativamente a analise molecular das 16 plantas colhidas em diferentes populacées, os primers ISSR
testados apresentaram uma amplificacdo fraca ou mesmo nula, embora tenham resultado de uma
selecdo prévia com base em trabalhos desenvolvidos anteriormente no Laboratério de Genética
Molecular. Foram, por isso, selecionados apenas os dois primers que apresentaram uma boa

amplificagéo das bandas (Anexo C).

A andlise estatistica dos perfis electroforéticos obtidos com estes dois primers e recorrendo-se também
ao programa NTSYS-pc permitiu a obtencdo do dendograma apresentado na Figura 5.4 Foram

retiradas do estudo 4 amostras por apresentarem uma amplifica¢cdo muito fraca.

| Tejo 1 1
Tejo7
Tejo 2
Tejod
Tejo 5
Tejo 3 2
Grandola (areias)
Tejo 6
Tejo 8
— Arrabida, Q. Serra
Grandola (Mostarda
Grandola (B. Serra)
— 3
13

T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
r=10.835

Figura 5. 4 Dendograma baseado na amplificagdo de bandas de 12 plantas do género Lavandula com primers ISSR
segundo o método UPGMA e utilizando o coeficiente DICE como medida de semelhanga genética.

Da analise deste dendograma, verifica-se a existéncia de 3 agrupamentos.
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5.3 . Morfologia e distribuicdo de tricomas nas espécies em estudo

Nas folhas das espécies em estudo observou-se tricomas de dois tipos distintos, ndo glandulares e
glandulares. Os resultados obtidos neste estudo preliminar encontram-se resumidos na Tabela 5.1 e

que tem de ser confirmado com um maior numero de observacdes para cada amostra.

Tabela 5.1 Tipo de Tricomas observados ao microscopio

Tector Tector Secretor Secretor Secretor
Amostras . capitado capitado
estrelado unicelular peltado T '
ipo | Tipo Il
1 v
3 v v v
12 v v
13 v v
14 v
15 v v v
16 v v

Apés algumas observagfes microscopicas as seguintes figuras séo referentes aos diferentes tricomas.
Em cada uma delas estéo identificados com o numero da amostra colhida e a indicagdo com a seta do
tipo de tricoma observado

Ao comparar-se 0 dendograma da figura 5.2 pode-se destacar que as amostras 1, 12,13,14 e 15

pertencentes ao agrupamento 1 apresentam o mesmo tipo de tricoma, o tector estrelado.

Das restantes amostras ndo se consegue fazer um relacionamento entre si, ou seja, hdo se consegue

inseri-las nos agrupamentos de modo a encontrar tipos de tricomas iguais em espécies semelhantes.

Sendo o género Lavandula caracteristico pela pelo seu aroma esperava-se encontrar um vasto nimero

de tricomas secretores peltados.
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Figura 5.5. — Observacao microscopica dos Tricomas presentes nas amostras colhidas de Lavandula spp.1 Tricoma tector
estrelado; 3A Tricoma tector estrelado; 3B Tricoma secretor peltado; 12A Tricoma secretor capitado tipo | ;12BTricoma
tector estrelado; 13ATricoma tector estrelado; 13B Tricoma Tector unicelular
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Figura 5.6. — Observagao microscépica dos Tricomas presentes nas amostras colhidas de Lavandula spp.13C Tricoma
secretor tipo peltado; 14 Tricoma tector estrelado; 15ATricoma tector ; 15B tricoma secretor tipo peltado capitados tipo
I; 16A Tricoma secretor capitado Tipo Il (digitiforme); 16B Tricoma secretor capitado tipo | peltado
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6. Conclusoes

ApOs os diferentes estudos morfométrico molecular e micromorfolégico, e visto tratar-se de um
estudo preliminar para o ultimo estudo pode-se afirmar que andlise conjunta permitiu identificar 3
taxones claramente distintos:

1 - Lavandula sampaioana (Rozeira) Rivas Mart. (Alto Tejo substratos duros)

2 - Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. subsp. lusitanica (Chaytor)Franco Tejo e Sado substratos
arenosos

3 - Lavandula stoechas L. subsp. luisieri (Rozeira) Rozeira, Calcérios e silicatos em sitios chuvosos
Por sua vez, no estudo dos tricomas, apesar dos resultados apresentados nédo se pode concluir

gue as espécies em estudo ndo apresentem mais tipos de tricomas, e até mesmo em maior
namero, deveria ter sido necessario um maior nimero de observacdes.
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8. Anexos

8.1 Anexo A

Tabela 8.1 — Matriz de identificagdo de caracteres morfométricos quantitativos

Caracter morfométrico

Medida

Comprimento
§ do pedincelo

§ da corola
§ do célice
§ total das flores

§ da influrescéncia sem bracteas esteréis

§da bractea

diametro da influrescéncia

NUmero de nervuras nas flores

Comprimento do peciulo

Comprimento total da folha
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Tabela 8.2 Matriz de identificagdo de caracteres morfométricos qualitativos

Caracter morfométrico N (0) S(1)

Nervuras salientes

Forma do corte da espiga

§ circular

§ hexagonal

§ rectangular

Cor

§ verde

§ azul-purpura
§ purpura
Pélos

§ indumento simples

§ indumento multiplo

§ indumento aplicado

estrelados

§ vilosos

§ tearaneos

Forma das Folhas

§ oblongo-lanceoladas a lanceoladas
§ penatissectas
§ crenado-dentadas a subpenatifendidas

§ lanceoladas a lineares

§ oblongo a lanceoladas
§ viloso-pubescentes
Forma da espiga

§ cilindrica

§ ovoide

§ ovoide-cilindrica

§ pedunculada
Bracteas

§ férteis
§ estéreis

Forma das bracteas estéreis
§ oblongas a oblanceoladas
§ oblanceoladas

§ linear-assoveladas

Forma das bracteas férteis

§ obriangulares

§ cordado-reniformes

§ sub-rectangulares

§ suborbiculares

§ obovado-orbiculares

§ ovado-mucronadas
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8.2Anexo B

8.2.1 Estudo morfoldgico

Tabela 8.3 Matriz binaria com presenga (1) e auséncia (0) referente aos dados qualitativos

Amostras|NS |[FC [FH |FR |CV |CAP |CPU |[PIS |PIM |PIA |PE
1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0
2 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0
3 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0
4 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0
5 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
6 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
7 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0
8 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
9 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0

10 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
11 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
12 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
13 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
14 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
15 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
16 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Tabela 8.4 - . Matriz com os valores das medig¢des
Amostras |CP |Cl CO |CA |CT |cB |DI NN |CPO |CTF

1| 1,3 29| 0,2 0,8 3,3| 04| 1,2 5 0,3| 0,7

2 09| 33| 1,2 0,2| 3,8 1] 11 8 22| 4,9

3| 87| 28| 05| 0,1| 2,7 2,7 1,3| 8,0 0,2| 15

41 8,7 2,7|1 03| 0,1 2,6| 2,3| 1,3| 7,9 02| 1,4

5 88| 2,8 05| 0,2\ 25| 2,7| 1,2 7,9 01| 1,6

6| 88| 2,8/ 05| 0,2| 2,8| 28| 1,3 8 0,2| 15

71 87| 2,7, 0,2) 0,1 2,5| 26| 1,2| 8,0 01| 15

8| 88| 2,8| 05| 0,2 2,8| 2,8| 1,3| 8,0 0,2| 15

9| 88| 28| 05| 0,2 2,8| 28| 1,3| 8,0 02| 15

10| 88| 28| 0,5 0,2 28| 28| 1,3| 8,0 0,2| 1,5

11| 2,1} 1,9 0,3| 0,9| 2,9 1| 0,9 6 0,2| 1,2

12| 2,1} 19| 0,2 0,9| 0,9 1| 0,9 6 02| 1,2

13| 3,0 21| 04| 0,2| 3,1| 1,0 0,8| 6,0 09| 14

14\ 2,1 19| 0,3 09| 29| 1,0 09| 6,0 02| 1,2

15| 2,1 18| 0,2 0,9| 3,0| 1,0| 10| 5,8 01| 1,2

16| 88| 28| 0,5/ 0,2 2,8| 28| 1,3| 8,0 0,2| 15
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8.2.2. Estudo Molecular

Tabela 8.5 - Matriz binaria com presenca (1) e auséncia (0) referente ao marcador IRSS1

FCT/UNL

Amostras| bl | b2 | b3 | b4 | b5 | b6 | b7 | b8 | b9 | b10 | b1l | b12 | b13 | b1l4 | bl5
1 - - - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - - - -
3 1 110]0]O0 11001 0 1 0 0 0 0
4 1 1000 1|0 1 1 0 1 0 1 1 1
5 1 110]0]O0 11001 0 1 0 1 0 0
6 1 1]0]0|0)|O0 1 (0|0 0 0 0 0 0 0
6N - - - - - - - - - - - - - - -
7 1 1|0 110 1 1100 0 1 0 1 1 0
8 1 1|0 1|0 1 1 (0|0 0 1 0 0 0 0
9 1 1|0 110 1 1100 0 1 1 0 1 1
9N - - - - - - - - - - - - - - -
10 1 10| O 110 1 110 1 0 0 0 1 0
11 110 1100 110]0]|O0 0 0 0 1 0 0
12 1 10O 1 10|00 0 0 0 1 1 0
13 1 1 110 1 110]0]|O0 0 0 0 1 0 0
14 - - - - - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - - - - - - -
16 1 1000 1]0 1|0 1 0 1 0 0 0
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Tabela 8.6 - Matriz binaria com presenca (1) e auséncia (0) referente ao marcador IRSS2

FCT/UNL

Amostras

b4

b16

b17
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8.3 Anexo C

Figura 8.2 - Amplificagdo das bandas usando o IRSS2
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