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RESUMO

Este estudo teve como obijetivo caracterizar, através da anatomia, os frutos
e as sementes de quatro espécies neotropicais e assim levantar caracteres que
possuam potencial valor sistematico e evolutivo para tribo, além de contribuir para o
conhecimento das Apocynaceae. Flores, frutos e sementes foram coletados, fixados
e submetidos a técnicas usuais de anatomia. No primeiro capitulo foram estudados
frutos maduros de Couma rigida Mull. Arg, Lacmellea panamensis (Woodson)
Monach, Hancornia speciosa Gomes e Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist.
Os frutos possuem exocarpo uniestratificado, com cuticula espessa, ornamentacoes
na cuticula foram encontradas somente em P. fasciculata. O mesocarpo apresenta
parénquima fundamental, laticiferos, feixes vasculares e idioblastos com compostos
fendlicos. Esclereides foram encontradas apenas em C. rigida, sendo que 0s
arranjos dos idioblastos mudam entre as espécies e aerénquima foi observado
somente em P. fasciculata. Em todas as espécies o0 endocarpo € uniestratificado.
No segundo capitulo, sementes maduras das quatro espécies também foram
estudadas. Mesmo possuindo caracteristicas variadas, estas sementes apresentam
diversas similaridades, como envoltério Unico repleto de compostos fendlicos e
endosperma com reserva. Todas as sementes sdo exotestais, sendo que foi
encontrada mucilagem nessa camada apenas em P. fasciculata. As principais
substancias de reserva encontradas foram lipidios e proteinas. As proteinas se
encontram na forma de cristais somente em L. panamensis. Lipidios foram
detectados em todas as espécies, na forma de lipidios totais ou acidos graxos em
goticulas no endosperma das sementes. No terceiro capitulo, foi realizado um
estudo ontogenético dos frutos de H. speciosa e P. fasciculata. Os dois frutos
possuem o0 exocarpo originado exclusivamente da epiderme externa do ovario, €
formado por uma camada de células epidérmicas, cuticula espessa e estématos.
Sendo que a cuticula de P. fasciculata possui ornamentagdes. O mesocarpo
origina-se do mesofilo ovariano e € constituido de células parenquimaticas, feixes
vasculares, laticiferos e idioblastos com compostos fendlicos. Em H. speciosa, os

idioblastos com compostos fendlicos permanecem apenas nas primeiras camadas
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subepidérmicas, quando maduro. Em P. fasciculata, o mesocarpo apresenta
também tecido aerenquimatico. O endocarpo das duas espécies € formado por
apenas uma camada de células de paredes delgadas e é originado apenas da

epiderme interna do ovario.

ABSTRACT

This study aimed to characterize, through the anatomy, the fruits and seeds of
four neotropical species and thus raise characters that have potential value for
systematic and evolutionary tribe, besides contributing to the knowledge of the
Apocynaceae. Flowers, fruits and seeds were collected, fixed and submitted to the usual
techniques of anatomy. In the first chapter, the ripe fruits of Couma rigida Mull. Arg,
Lacmellea panamensis (Woodson) Monach, Hancornia speciosa Gomes and
Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist, were studied. The fruits have unistratified
exocarp with thick cuticle, but cuticle ornamentation was found only in P. fasciculata.
The mesocarp presents fundamental parenchyma, laticifers, vascular bundles and
idioblasts with phenolic compounds. Sclereids were found only in C. rigida, the
arrangement of idioblasts with phenolic compounds changs among the species and the
presence of aerenchyma is present only in P. fasciculata. In all species, the endocarp is
unistratified. In the second chapter, ripe seeds of the four species were also studied.
Even having varied features these seeds have many similarities, such as single seed-
coat with phenolic compounds and endosperm reserves. All seeds are exotestais,
mucilage was found only in P. fasciculata in this layer. The main reserve substances
found were lipids and proteins. The proteins are found in crystal form only in L.
panamensis. Lipids were observed in all species, in the form of lipids or fatty acidsin the
endosperm of the seeds. In the third chapter, an ontogenetic study of the Hancornia
speciosa and Parahancornia fasciculata fruits were made. Both fruits, originated
exclusively from the external epidermis of the ovary, are formed by one layer of
epidermal cells with thick cuticle and stomata. Since the cuticle of P. fasciculata has
ornamentations. The mesocarp originates from the mesophyll and consists of
parenchyma cells, vascular bundles, laticifers and idioblasts with phenolic compounds.
In H. speciosa, idioblasts with phenolic compounds remain only in the first subepidermal,



when ripe. In P. fasciculata, the mesocarp has aerenchyma tissue too. The endocarp of
the two species, are formed by a single layer of cells with thin walls and originated only

the internal epidermis of the ovary.



INTRODUCAO GERAL

Apocynaceae pertence a ordem Gentianales e possui sua distribuicao
principalmente em zonas tropicais e subtropicais, com poucos representantes em zonas
temperadas (Sennblad et al., 2002; Judd et al., 2009). E uma das maiores familias de
angiospemas, com 375 géneros e mais de 5.000 espécies (Endress, 2004; Endress et
al., 2007). Todos os representantes da familia sdo latescentes e produzem varios
alcaloides e cardenolidas, dos quais alguns possuem propriedades medicinais. O
exemplo mais conhecido é Catharanthus roseus (L.) G. Don (pervinca-rosa), que
contém vimblastina e vincristina, que sao compostos usados em todo o mundo para o
tratamento de leucemia infantil (Souza & Lorenzi, 2008). A familia também possui
muitas plantas ornamentais bem conhecidas, tais como Allamanda cathartica L. (dedal-
de-rainha), Nerium oleander L. (espirradeira) e Hoya carnosa (L. F.) R. Br. (flor-de-
cera). (Sennblad et al., 2002; Judd et al., 2009).

Segundo Tournefort (1694), a familia Apocynaceae foi estabelecida por
Adanson em 1768 sob o nome de Apocyna, a qual englobava Apocynaceae s.str.
(atuais subfamilias Rauvolfioideae e Apocynoideae) e Asclepiadaceae (atuais
subfamilias Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae) como uma Unica
familia. Posteriormente, Jussieu (1789) modificou o termo “Apocyna” para “Apocineae”,
sem alterar a sua circunscri¢ao e, a partir dai, vem sendo citado como autor da familia
na maioria dos trabalhos. Em 1810, Brown considerou estas duas familias
separadamente baseando-se na presenga de um translador portando polinias em
Asclepiadeae (Asclepiadaceae) e auséncia deste em Apocineae (Apocynaceae).
Segundo Cronquist (1981), estas familias sdo as mais relacionadas entre si na ordem
Gentianales, e esta proximidade taxonémica se deve, dentre outros fatores, a presenca
de laticiferos, glicosideos cardiotdnicos e sifonostelo anfifloico.

Embora a classificacdo de Brown tenha sido universalmente aceita e
implementada por autores subsequentes, questionamentos sobre a delimitacao das
duas familias e o relacionamento entre estas permaneceram entre os taxonomistas do
grupo. No entanto, novas evidéncias mais detalhadas e extensos estudos morfolégicos,
bem como o crescente acumulo de informagdes moleculares (Judd et al, 1994;. Endress
& Albert, 1995; Sennblad & Bremer, 1996; Sennblad, 1997; Civeyrel et al., 1998;



Sennblad et al., 1998; Sennblad & Bremer, 2002; Potgieter & Albert, 2001; Simbes et
al., 2007, 2010; Livshuliz et al., 2007; lonta & Judd, 2007), sugere que a delimitacao de
Brown nao reflete grupos monofiléticos. Estas novas informacdes e interpretacoes
cladisticas apoiam o reconhecimento de uma familia Unica com ampla circunscricao
(Endress & Bruyns, 2000; Endress et al.,, 2007), possuindo uma divisdo em cinco
subfamilias: Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e
Asclepiadoideae (Endress & Bruyns, 2000).

Algumas caracteristicas chave que sao Uteis na classificacdo de nivel superior
dentro de Apocynaceae e Asclepiadaceae foram descritas por Goyder (1990) e Endress
& Bruyns (2000). Elas incluem: a direcionalidade dextrorsa vs sinistrorsa dos lobos da
corola em pré-floracao, a presencga vs auséncia de tecidos lignificados na regido dorsal
das anteras, o numero de sacos polinicos, o tipo de abertura de pdélen, a formagéao ou
nao de um ginostégio (6rgao formado pela fusdo dos estames ao gineceu), o grau de
fusdo dos ovarios, o tipo de fruto, a presenca ou auséncia de tricomas sobre a semente,
e a presenca ou auséncia de alcaloides indélicos. Quando todas essas caracteristicas
sdo levadas em consideracao, alguns géneros da subfamilia Apocynoideae, mostram
ter mais caracteristicas em comum com taxons tradicionalmente posicionados em
Asclepiadaceae (atualmente, subfamilias Asclepiadoideae e Secamonoideae) do que
com taxons de Rauvolfiodeae.

Na maioria das familias de angiospermas, a antera é um estrutura bilateral
simétrica que produz quatro sacos polinicos dispostos em dois pares (tecas), em ambos
os lados. Em Asclepiadoideae, um saco de pélen em cada lado da antera foi perdido
durante a evolugéo, de modo que cada antera produz apenas dois sacos polinicos, um
em cada teca. O conteudo de podlen total de cada saco polinico se fundiu e esta
rodeado por um espessa camada exterior. Esta massa aglutinada de pdélen € chamada
de polinia (Endress & Bruyns, 2000) .

Cada flor, em Asclepiadoideae, tem cinco anteras e, portanto, dez polinias e
um dispositivo para o transporte de pdlen em massa, chamado translador. Em
Apocynaceae s.str., o pélen amadurecido esta na forma de monades ou organizados
em tétrades, mas nunca formando polinias e o translador esta ausente (Endress &
Bruyns, 2000).



Dessa forma, muitos estudiosos argumentaram que Asclepiadaceae poderia ser
distinta de Apocynaceae com base em duas caracteristicas, a presenca de translador e
o polen unidos em polinias (Sennblad, 1997; Endress & Bruyns, 2000).

Esta proposta, no entanto, ndo encontra suporte em estudos filogenéticos e, por
esta razao, o conceito amplo de Apocynaceae é largamente aceito pelos taxonomistas
da familia.

A subfamilia Rauvolfiodeae possui 41 géneros e 10 tribos (Endress et al., 2007;
Simdes et al, 2007). Esta subfamilia é particularmente distinta das demais em
Apocynaceae pela grande variagdo na morfologia dos frutos e sementes. Seus
representantes podem ter ovarios variando de totalmente sincarpico a apocarpicos, com
diferentes graus de hemissincarpia. A sincarpia pode ser congénita, quando o0s
primérdios carpelares ja& se encontram fusionados desde os estagios iniciais de
desenvolvimento, ou poés-génita, quando os primérdios fusionam-se apenas em
estagios posteriores de desenvolvimento (Gomes, 2008). Os frutos podem ser
indeiscentes ou deiscentes, do tipo baga, drupa, foliculo ou capsula, com pericarpo
carnoso ou seco, endocarpo muitas vezes lignificado e sementes nuas, aladas ou total
a parcialmente revestidas por tricomas (Judd et al.,1999; Endress & Bruyns, 2000).

Porém, ovarios sincarpicos, frutos indeiscentes, sementes aladas e cabeca do
estilete simples sdo exemplos de caracteristicas utilizadas na taxonomia tradicional
para delimitacdo de tribos em Rauvolfioideae (De Candolle 1844, Schumann 1895,
Leeuwenberg 1994, entre outros), mas que se mostraram incongruentes com o0s
relacionamentos filogenéticos entre taxons pela sua condicdo homoplastica. Este
padrdo sugere uma evolugdo convergente destas caracteristicas em diferentes
linhagens da subfamilia (Endress et al., 2007; Simbes et al., 2007). A recente
identificacdo do carater homoplastico de caracteristicas de frutos e sementes
previamente utilizados para delimitar as tribos em Rauvolfioideae € a principal fonte de
incongruéncia entre as classificagdes tradicionais e recentes (Potgieter & Albert, 2001;
Simdes et al., 2007).

Em Rauvolfioideae, os frutos sdo bacaceos na maioria dos representantes das
tribos Willughbeieae, Carisseae, Hunterieae, Plumericae e Melodineae, e em alguns

representantes de Tabernaemontaneae, drupaceos em espécies de Vinceae e



Alyxieae, capsulares em Allamanda L. (Sakane & Shepherd 1986) e Plectaneia Thou.
(Endress & Bryuns 2000), foliculares carnosos em diversos géneros de
Tabernaemontaneae, ou foliculares secos, como o0s presentes em espécies de
Aspidospermeae, Alstonieae, Vinceae, Plumerieae e nas subfamilias Apocynoideae,
Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (Endress & Bruyns 2000, Aguiar,
2003, 2007; Endress et al., 2007; Simdes et al., 2007). J4 as sementes podem ser
ariladas, como as dos frutos foliculares carnosos de Tabernaemontaneae (Aguiar 2009;
Simbées et al, 2010), aladas, como em espécies de Aspidospermeae e Vinceae,
(Marcondes-Ferreira 2005), ciliadas, como em espécies de Alstonieae e Vinceae
(Endress & Bruyns, 2000) ou comosas, como as presentes em espécies das
subfamilias Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae
(Endress & Bruyns 2000; Aguiar 2009)

Estudos filogenéticos (Endress et al, 1996; Sennblad & Bremer, 1996; Potgieter
& Albert, 2001; Simdes et al., 2007) sugerem que frutos carnosos e indeiscentes tém
evoluido véarias vezes em Rauvolfioideae, uma vez que ocorrem em representantes de
nove das dez tribos atualmente reconhecidas. Além disso, existem casos isolados de
um taxon com frutos carnosos e indeiscentes de uma tribo que na verdade seriam
caracterizados por frutos deiscentes com pericarpo seco e sementes aladas. Podemos
citar, como exemplo, a tribo Aspidospermeae, onde Geissospermum Allemao (fruto do
tipo baga) e Vallesia Ruiz & Pav. (fruto do tipo drupa) séo estreitamente relacionados
com Aspidosperma (fruto apocarpico seco). Padrbes semelhantes ocorrem com
determinadas caracteristicas em familias de angiospermas, como em Myrtaceae,
Melastomataceae e Rubiaceae (Endress,1996). Isso sugere que ocorreu uma forte
oscilacdo na evolucdo dos frutos carnosos e secos, deiscente e indeiscente em
respostas a pressdes seletivas do meio, principalmete pela dispersdo desses pelo
vento, agua ou por animais (Endress & Bruyns, 2000).

Em Rauvolfioideae também podem ser encontrados arvores, arbustos, lianas e
raramente ervas. O grupo contém poucas flores especializadas na familia, tendo
poucos caracteres distintivos florais Uteis para diagnosticar tribos, géneros e espécies.
As flores sdo geralmente pequenas e esbranquicadas.



Embora ja tenham havido grandes progressos na compreensao da filogenia e
as relagdes de Apocynaceae nos ultimos anos, continuam a existir certas subfamilias
que ainda sédo pouco conhecidas, e mesmo aquelas que sao mais bem investigadas,
existem lacunas taxonémicas para preencher. Dentro de Rauvolfioideae, existe a
necessidade de estudos focados na circunscricao genéricos e das relacoes intertribais
(Endress &Bruyns, 2000). Dentre as tribos com potencial para estudos filogenéticos e
evolutivos, destaca-se Willughbeieae.

Segundo Endress et al. (2007), a tribo possui 108 espécies e 18 géneros, e
apresenta distribuicdo pantropical. As espécies neotropicais sdo arvores ou mais
raramente arbustos com a excecao de Pacouria Aubl, um pequeno género contendo
trés espécies de habito lianescente. Ja as espécies paleotropicais sao arbustos ou mais
comumente lianas com inflorescéncias ramificadas e por vezes portando gavinhas.
Todas as espécies de Willughbeieae possuem folhas opostas, ovario sincarpico, frutos
indeiscentes e carnosos do tipo baga, pericarpo nao fibroso (com camada lenhosa em
alguns géneros paleotropicais, como Ancylobotris e Landolphia), e um grande ndamero
de sementes no interior do mesocarpo (Endress & Bruyns, 2000).

Embora superficialmente similares aos frutos carnosos de representantes de
outras tribos, como Carisseae e Tabernaemontaneae, detalhes da anatomia de frutos
de espécies de Willughbeieae sdao desconhecidos. Mesmo existindo alguns trabalhos
relacionados a morfoanatomia de frutos e sementes em espécies de Apocynaceae
(Thomas & Dave, 1991; Kuriachen et al., 1992; Souza & Moscheta, 1992; Thomas &
Dave, 1994; Souza et al., 2004, Aguiar, 2003; Gomes, 2008; Aguiar et al., 2009, entre
outros) eles sao poucos frente a riqueza de espécies e diversidade de frutos e
sementes apresentada pela familia,

Além disso, todo e qualquer sistema de classificacao de frutos tem de lidar com
dificuldades consideraveis, sendo o principal problema a complexa e muitas vezes
continua variacao na estrutura do fruto. Outra dificuldade relacionada a classificacédo de
frutos advém da recorrente evolugéo paralela e convergente de estruturas associadas a
ele, pois € sabido que frutos funcionalmente similares muitas vezes surgiram
independentemente em diferentes linhagens dentro de uma mesma familia (Judd,

1999). Desta forma, o levantamento de caracteristicas anatémicas dos frutos da tribo



Willughbeieae é de grande importancia para auxiliar a distingdo entre as espécies,
contribuir na filogenia e avolucao da familia, além de auxiliar para o conhecimento de

Apocynaceae e da subfamilia Rauvolfioideae.

Figura 1: Cladograma ilustrando a subfamilia Rauvolfioideae e no quadro preto algumas das

espécies pertencentes a tribo Willugbheieae. Artigo publicado por Simdes et al., 2007.
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JUSTIFICATIVA

Um dos fatores importantes para o desenvolvimento desta tese foi levantar
caracteres que sejam importantes na distincdo das espécies e que possam servir como
subsidios para futuros trabalhos taxonémicos e filogenéticos em Apocynaceae.

Além disso, este estudo esta inserida em grupo de pesquisa sediado no
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da UNICAMP. Este grupo tem como
lideres o Prof. Dr. André Olmos Simdes, que desenvolve estudos em sistematica,
filogenia, taxonomia e morfoanatomia de flores e frutos de Apocynaceae, a Profa. Dra.
Sandra Maria Carmello-Guerreiro, que desenvolve projetos em anatomia de fruto na
familia, e a Profa. Dra. Luiza Sumiko Kinoshita, especialista com ampla experiéncia na
taxonomia de representantes diversos de Apocynaceae.

Mesmo existindo alguns trabalhos relacionados a morfoanatomia de frutos e
sementes em espécies de Apocynaceae, eles sdo poucos frente a riqueza de espécies
e a diversidade encontrada na familia. Em particular, h4 uma escassez de estudos
relacionados a anatomia de frutos em Willughbeieae, sendo digno de nota o estudo de
Aguiar (2007) com a espécie Hancornia speciosa.

As espécies que serdao estudadas neste trabalho ocorrem na flora brasileira,
sendo, portanto, uma familia muito representativa nos biomas brasileiros.

Desta forma, estudos que contemplem espécies de nossa flora sdo de grande
importancia nos dias de hoje, levando-se em conta a enorme diversidade ainda pouco

estudada e constantemente ameacada pela agdo humana.



OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo estudar a anatémia do fruto e semente de quatro
espécies da tribo Willughbeieae (Couma rigida Mull.Arg, Lacmellea panamensis
(Woodson) Monach, Hancornia speciosa Gomes e Parahancornia fasciculata (Poir.)
Benoist) e assim contribuir para futuros trabalhos taxondmicos e filogenéticos e para o

maior conhecimento da familia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar, através da anatomia, os frutos e as sementes das quatro espécies

e levantar dados que possam ser utilizados para a distingcdo dos géneros.

Levantar caracteres anatdémicos que possuam potencial valor sistemético e
evolutivo na tribo

Descrever a anatomia e caracterizar os tipos de substdncias de reserva
presente nas sementes maduras das quatro espécies, como uma contribuicdo para o
conhecimento da familia

Compilar dados para contribuir com um maior conhecimento das Rauvolfioideae
neotropicais

Tabela 1 — Lista das tribos da subfamilia Rauvolfioideae baseada em Endress & Bruyns (2000), Endress et al.
(2007) e Simbes et al. (2007) e dos frutos ja estudados em cada uma delas

TRIBOS ESPECIES ESTUDADAS

Aspidoperma polyneuron Miill. Arg. (Souza & Moscheta 1992) e Aspidosperma parvifolium
Aspidospermea A.DC. (Gomes 2008)

Alstonieae Alstonia scholaris (L.) R. Br. (Thomas & Dave 1994)

Vinceae Raulvolfia serpentina Benth. ex Kurz (Gupta & Lampa 1981), Catharanthus pusillus G. Don,
Catharanthus roseus G. Don e Vinca major L. (Thomas & Dave 1994)

Willughbeieae

Tabernaemontaneae Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar 2003)
Alyxieae

Hunterieae
Plumerieae

Carisseae




Capitulo 1

Morfoanatomia de frutos em Willughbeieae (Apocynaceae, Rauvolfioideae)

INTRODUCAO

Todo e qualquer sistema de classificacdo de frutos tem de lidar com
dificuldades consideraveis, sendo o principal problema a complexa e muitas vezes
continua variagdo na estrutura do fruto. Outra dificuldade relacionada a classificagéo de
frutos advém da recorrente evolugao paralela e convergente de estruturas associadas a
ele, pois € sabido que frutos funcionalmente similares muitas vezes surgiram
independentemente em diferentes linhagens dentro de uma mesma familia (Judd,
1999).

Apocynaceae pertence a ordem Gentianales e possui sua distribuicao
principalmente em zonas tropicais e subtropicais, com poucos representantes em zonas
temperadas (Sennblad et al., 2002). E uma das maiores familias de angiospemas, com
375 géneros e mais de 5.000 espécies (Endress, 2004; Endress et al., 2007).
Atualmente a familia é dividida em cinco subfamilias, sendo os géneros estudados
pertencentes a subfamilia Rauvolfioideae e a tribo Willughbeieae (Endress & Bruyns,
2000).

A subfamilia Rauvolfiodeae possui 41 géneros e 10 tribos (Endress et al., 2007;
Simées et al, 2007). Os frutos da subfamilia sdo bacaceos na maioria dos
representantes das tribos Willughbeieae, Carisseae, Hunteriecae, Plumerieae e
Melodineae, e em alguns representantes de Tabernaemontaneae, (Endress & Bryuns,
2000), Segundo Endress et al. (2007), a tribo Willughbeieae possui 108 espécies e 18
géneros, e apresenta distribuicdo pantropical. Todas as espécies da tribo possuem
ovario sincarpico, frutos indeiscentes do tipo baga e numerosas sementes no interior do
mesocarpo (Endress & Bruyns, 2000).

Embora superficialmente similares aos frutos carnosos de representantes de
outras tribos, como Carisseae e Tabernaemontaneae, detalhes da anatomia de frutos
de espécies de Willughbeieae sdo desconhecidos. Mesmo existindo alguns trabalhos
relacionados a morfoanatomia de frutos e sementes em espécies de Apocynaceae
(Thomas & Dave, 1991; Kuriachen et al, 1992; Souza & Moscheta, 1992; Thomas &
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Dave, 1994; Souza et al., 2004, Aguiar, 2003; Gomes, 2008; Aguiar et al., 2009, entre
outros) eles sao poucos frente a riqueza de espécies e diversidade de frutos e
sementes apresentada pela familia, havendo pouquissimos estudos relacionados
exclusivamente em anatomia de frutos em Willughbeieae. Desta forma, o levantamento
de caracteristicas anatémicas dos frutos da tribo Willughbeieae € de grande importancia
para auxiliar a distingdo entre os géneros, além de contribuir para o conhecimento de

Apocynaceae e da subfamilia Rauvolfioideae.

OBJETIVO

O trabalho tem como objetivo estudar a anatomia do fruto de quatro espécies da
tribo Willughbeieae (Couma rigida Mull.Arg, Lacmellea panamensis (Woodson) Monach,
Hancornia speciosa Gomes e Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist) e levantar
dados que possam ser utilizados para a distingdo dos géneros.

Levantar caracteres anatdémicos que possuam potencial valor sistematico e

evolutivo na tribo

MATERIAIS E METODOS

As amostras para estudos anatdémicos foram obtidas a partir da colecéao ja
existente no Departamento de Biologia Vegetal da Unicamp. Os frutos de Couma rigida
Mull.Arg foram coletados no municipio de Mucugé, BA, Brasil, os de Lacmellea
panamensis (Woodson) Monach na Peninsula de Osa, na Costa Rica, América Central,
os de Hancornia speciosa Gomes no Parque Nacional da Serra do Cipd, no municipio
Cardeal Mota, MG, Brasil, e os de Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist no
municipio de Muana (PA). Todas as amostras foram identificadas em laboratoério pelo
Dr. André Simdes. As exsicatas destes espécimes foram incorporadas nos herbarios
INBIO, INPA e UEC e os numeros do coletor estdo descritos abaixo:
Couma rigida: M. Watanabe 7 (ZUEFS)
Lacmellea panamensis: J.F. Morales et al. s.n. (INB, UEC)
Hancornia speciosa: L.S. Kinoshita et al. 03/214 (UEC)
Parahancornia fasciculata: S.S. Viana et al. 38 (MG)
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Figura: Frutos jovens. A. Couma rigida; B. Lacmellea panamensis; C. Hancornia speciosa; D.
Parahancornia fasciculata. Fotos feitas por A.O, Simdes.

Microscopia de luz

Frutos maduros das quatro espécies foram fixados em FAA50 (formaldeido,
acido acético glacial, etanol 50%, 1:1:18 (v/v)) (Johansen, 1940) por um periodo minimo
de 24 horas, colocados em bomba de vacuo para auxiliar na penetragao do fixador, e
estocados em alcool etilico 70%. A regidao mediana de frutos maduros foi incluida em
resina plastica (Historesin® Leica) seguindo o método proposto por Gerrits & Smid
(1983) e as recomendacdes do fabricante. Apds a inclusdo, os materiais foram
montados em blocos de madeira e seccionados, transversal e longitudinalmente, a uma
espessura entre 8-10 micrometros em micrétomo rotativo manual com navalha de ago.
Os cortes foram aderidos em laminas de vidro e corados com azul de toluidina (C.I.
52040) a 0,05% em tampédo acetato, pH 4,7 (Sakai, 1973) por cinco minutos. As
laminas foram montadas temporariamente em agua e examinadas em microscépio de
luz. Os cortes foram fotografados em microscopio de luz Olympus BX 51 com camera
digital 59 acoplada modelo DP71, utilizando o programa Olympus DP Controller.
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Histoquimica
Para as analises histoquimicas, os cortes foram corados com Preto de Sudao B

(Pearse, 1980) para a deteccao de lipidios totais e submetidos a reacdo com Cloreto de
Ferro Il (Johansen, 1940) para a detec¢do de compostos fenélicos. Os cortes foram
fotografados em microscépio de luz Olympus BX 51 com camera digital 59 acoplada
modelo DP71, utilizando o programa Olympus DP Controller.

RESULTADOS

O fruto, segundo Roth (1977), é divido em trés camadas distintas: exocarpo,
mesocarpo € endocarpo, por isso 0s resultados aqui descritos estao divididos dessa
forma. Na tabela 1 estdo descritas as principais caracteristicas anatémicas encontradas
nas espécies estudas.

Exocarpo: A camada externa que recobre o fruto das quatro espécies estudadas é
formada por apenas uma camada celular. As células do exocarpo apresentam paredes
delgadas e justapostas (Fig.1, 3, 5 e 7). Todas as espécies possuem cuticula espessa
que penetra entre as paredes anticlinais das células epidérmicas formando o flange
cuticular (Fig. 11, 14, 17 e 20). Apenas P. fasciculata apresenta em sua cuticula
ornamentacdes (Fig. 7,19 e 20). Estbmatos sdo encontrados em todas as espécies

estudadas (Fig. 1 e 7).

Mesocarpo: Todas as espécies possuem mesocarpo multiestratificado, constituido por
parénquima fundamental, laticiferos, idioblastos fendlicos e feixes vasculares. Em C.
rigida sao observados também esclereides (Fig. 1) com paredes secundarias espessas
e muito lignificadas, podendo essas estar agrupadas nas primeiras camadas (1/3
externo) ou isoladas no interior do parénquima fundamental. A distribuicdo dos
idioblastos com compostos fendlicos (Fig. 12, 15,18 e 21) pode mudar entre as quatro
espécies, mas todas elas possuem, logo abaixo do exocarpo, camadas quase
continuas (duas a sete camadas) destes idioblastos, nessa regido do mesocarpo as
células parenquimaticas séo justapostas e possuem paredes espessadas (Fig. 1, 3, 5,
7,10, 13, 18 e 19). Abaixo dessas camadas, os idioblastos ficam mais dispersos, sendo
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eles restritos apenas &s primeiras camadas em H. speciosa (Fig. 5). Em L. panamensis,
esses idoblastos também podem estar formando grupos em diferentes orientagcdes no
mesocarpo do fruto (Fig. 4) e nas camadas mais internas do mesocarpo, as células sao
ainda maiores, com paredes celulares delgadas e estao arranjadas formando grandes
espacos intercelulares (Fig. 4). JA em P. fasciculata, é formado aerénquima com
grandes espacos intercelulares (Fig. 8). Grandes quantidades de laticiferos estao
presentes nas quatro espécies (Fig.1, 3, 16). Os laticiferos observados apresentam
parede celular espessada e estdo distribuidos entre as células parenquimaticas na
regido no mesocarpo, principalmente na regido onde estao inseridas as sementes. Os
feixes vasculares estao distribuidos na regido do mesocarpo. Em H. speciosa, os feixes
apresentam maior calibre e estdo em diferentes alturas no interior do mesocarpo (Fig.
6). O mesmo nao ocorre nas outras espécies, onde os feixes vasculares possuem um
calibre menor.

Endocarpo: Todas as espécies apresentam endocarpo de camada unica com células de
parede delgadas. Algumas dessas células apresentam compostos fendlicos. Os
prolongamentos das células da testa da semente penetram entre as células do
endocarpo (Fig. 2, 4,6 e 9).
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Figura 1-4: Seccdes transversais e longitudinais do fruto de Couma rigida e Lacmellea panamensis. 1-2:
C. rigida, em cortes longitudinais e 3-4: L. panamensis, em cortes transversais. 1. Exocarpo - mesocarpo.
Exocarpo uniestratificado (“inset” superior), idioblastos fendlicos, laticiferos e esclerdcitos (seta) (“inset”
inferior), 2. Mesocarpo — endocarpo. Mesocarpo com idioblastos fendlicos, endocarpo uniestratificado
(pontilhado) (“inset”). 3. Exocarpo - mesocarpo. Exocarpo uniestratificado (“inset” superior), idioblastos
fendlicos e laticiferos (estrela) (“inseto” inferior), no mesocarpo. 4. Mesocarpo — endocarpo. Mesocarpo
com espacos intercelulares, idioblastos isolados e em conjunto. Endocarpo de camada unica (pontilhado)
(“inset”). Ci= conjunto de idioblastos; ld= idioblasto fendlicos; Li= laticiferos; Te= testa. Escalas: 200um.
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Figura 5-9: Secgdes transversais do fruto de Hancornia speciosa e Parahancornia fasciculata. 5-6:
H.speciosa. 7-9 P. fasciculata. 5. Exocarpo - mesocarpo. Exocarpo uniestratificado, idioblastos fendlicos
somente nas primeiras camadas do mesocarpo (“inset”). 6. Mesocarpo — endocarpo. Endocarpo
uniestratificado (“inset”). 7. Exocarpo - mesocarpo. Exocarpo uniestratificado, idioblasto fendlicos (“inset”).
8. Mesocarpo com aerénquima (“inset”’). 9. Endocarpo de camada Unica (pontilhado) e idioblastos

fendlicos (“inset”). ld= idioblasto fendlicos; Te= testa. Escalas: 200um.



Figura 10-15: Secc¢des transversais do fruto de Couma rigida e Lacmellea panamensis. 10, 11,12: C.
rigida. 13, 14,15: L. panamensis. 10. Vista geral do pericarpo do fruto corado com azul de toluidina.
11. Teste de Preto de Sudao B corando a cuticula. 12. Teste de Cloreto de Ferro Ill corando os
idioblastos. 13. Vista geral do pericarpo do fruto corado com azul de toluidina. 14. Teste de Preto de
Sudao B corando a cuticula. 15. Teste de Cloreto de Ferro Il corando os idioblastos. Escalas: 10 e
13= 50um; 11, 12 e 15= 200um; 14= 100um.
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Figura 16-21: Secg0es transversais do fruto de Hancornia speciosa e Parahancornia fasciculata. 16,
17, 18: H. speciosa. 19, 20, 21: P. fasciculata. 16. Vista geral do pericarpo do fruto corado com azul de
toluidina. 17. Teste de Preto de Sudao B corando a cuticula. 18. Teste de Cloreto de Ferro Ill corando
os idioblastos. 19. Vista geral do pericarpo do fruto corado com azul de toluidina. 20. Teste de Preto de
Sudao B corando a cuticula. 21. Teste de Cloreto de Ferro Ill corando os idioblastos. Escalas: 16, 17,

18, 19 e 20= 100um; 21= 200um.
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Quadro 1: Resumo das principais caracteristicas anatémicas do fruto das quatro espécies. + = presente;

- =ausente.
) . Couma Lacmeillea Hancomia Parahancornia
CARACTERISTICAS AMATOMICA B . ) ]
rigida panamensis speciosa fasciculata
N° carnadas 1 1 1 1
Estdmatos + * * *
Epicarpo
Flange cuticular + + * *
Cuticuls omamentsda - ) i E
Idioblastos fendlicos + + + +
Asrénguima E
Mesocarpo Laticiferos + + + +
Ezclaraides E
Febees vasculares + + + +
N° camadas 1 1 1 1
Endocarpd  paredes deigadas + + + +
Cuticula

As caracteristicas encontradas em todas as espécies estudadas sao: 1)
presengca de exocarpo uniestratificado, 2) cuticula formando flange cuticular; 3)
idioblastos com compostos fendlicos; 4) laticiferos; 5) endocarpo uniestratificado; 6)
frutos do tipo baga advindos de gineceu sincarpico.

A cuticula é encontrada na superficie dos frutos e sua formacédo pode ser
influenciada por fatores ambientais, como a intensidade da luz. A cuticula é a camada
mais importante dos frutos bacaceos e drupaceos, por constituir uma camada de
protecdo que impede a perda excessiva de agua (Roth, 1977). A cuticula € composta
por sustancias lipidicas — poliésteres insollveis — substdncia graxa complexa e
consideravelmente impermeavel a dgua que se encontra como uma camada que
recobre a epiderme (Alquini et al., 2006), fato que podemos constatar em todas as

espécies estudas, a partir das andlises histoquimicas. Essa cuticula espessada
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provavelmente se deve ao fato de que todas as espécies sao encontradas em areas de
alta incidéncia solar. C. rigida e H. speciosa sao espécies encontradas em areas de
campo aberto, enquanto L. panamensis e P. fasciculata sao encontradas em areas de
floresta fechada, porém possuem a copa de suas arvores no dossel (A.O. Simbes, com.
pess.). A cuticula pode ser encontrada em muitos frutos de Apocynaceae, como em
Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar, 2003), Allamanda blanchettii A. DC.,
A.llamanda shotti Pohl, Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Aguiar, 2009), Prestonia
riedelli (Mull.Arg.) Markgr. (Aguiar et al. 2009), Ambelania duckei Markgr, Macoubea
sprucei (Mull.Arg.) Markgr. (Vilalba-Ferreira, 2012). Apesar de todas as espécies aqui
estudadas apresentarem cuticula espessada, somente em P. fasciculata foram
observadas ornamentacdes cuticulares. Essas ornamentacbes na cuticula também
foram encontradas em frutos em Blepharodon bicuspidatum E. Fourn. (Aguiar, 2009) e
possivelmente proporcionam protecao adicional a esta espécie, que vivem em lugares
com excesso de luminosidade e radiagéo solar (Alquini et al., 2006).

A parede do fruto é dividida anatomicamente em trés regides: exocarpo,
mesocarpo e endocarpo. Esta separagao serve para facilitar a descricao anatémica,
sendo que a definicdo desses termos varia conforme cada autor (Fahn, 1990). De
acordo com Roth (1977), o exocarpo é a camada mais externa do pericarpo, é
geralmente uniestratificada e em alguns frutos representa a camada de protecdo. A
presenca de exocarpo uniestratificado ocorreu em todas as espécies estudadas, sendo
uma caracteristica comum com outras espécies de Rauvolfioideae (Gomes, 2008;
Aguiar, 2003; Aguiar, 2009; Aguiar et al., 2009; Vilalba-Ferreira, 2012). Ja a presenca
de exocarpo multiestratificado € mais comum em espécies da subfamilia Apocynoideae,
como em Aganosma caryophillata G. Don, Nerium oleander L. (Thomas & Dave, 1991),
Prestonia coalita (Gomes, 2008), Prestonia riedelli (Aguiar et al., 2009), O fato de
possuir 0 exocarpo uniestratificado ou multiestratificado nao esta relacionado ao tipo de
fruto, j@ que alguns frutos foliculares de Rauvolfioideae possuem exocarpo
uniestratificado como em Tabernaemontana catharinensis A. DC e Taberneamontana
elegans A. DC (Aguiar, 2003; Aguiar, 2009) e alguns frutos foliculares de Apocynoideae
possuem exocarpo multiestratificado. Assim a diferenciacdo na estratificacdo do
epicarpo pode estar mais relacionado com a subfamilia do que com o tipo de fruto.
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As quatro espécies estudadas neste trabalho possuem estdématos apenas na
superficie externa do fruto. Os estdmatos se desenvolvem ou apenas no exocarpo ou
em ambos os lados do pericarpo, sendo menos frequente, o desenvolvimento deles
apenas no endocarpo do fruto (Roth, 1977). Segundo Roth (1977), os estbmatos
desempenham a funcao de controle de temperatura e de balanco hidrico por meio da
evapotranspiracao. Eles podem ser encontrados em diferentes espécies da subfamilia
Rauvoufioideae, também na superficie externa do fruto (Kuriachen et al., 1991;
Kuriachen et al., 1992; Souza et al., 2004; Aguiar, 2009).

Segundo Evert (2006), as esclereides sdo células que estao relacionadas ao
sistema de sustentacdo e protecdo mecénica das plantas. Essas células podem estar
isoladas, intercaladas com células do parénquima ou acumuladas em pequenos ou
grandes grupos. Elas podem também formar camadas continuas ou desenvolver
padroes especiais relacionados com a simetria do fruto (Roth, 1977). As esclereides
estdo presentes somente em C. rigida. Nesta espécie, as esclereides estao
organizadas em grupos ou isoladas em diferentes dire¢gdes no mesocarpo do fruto,
sendo assim uma caracteristica distintiva entre as espécies em estudo. Elas podem ser
encontradas em algumas espécies da tribo Tabernaemontaneae, com sua distribuicao
em diferentes arranjos (Vilalba-Ferreira, 2012). Em Aspidosperma parvifolium A.DC
estao distribuidas em pequenos grupos entre as células do parénquima (Gomes, 2008).
Tanto a tribo Tabernaemontaneae quanto Alstonieae, a qual esta inserida a espécie A.
parvifolium, pertencem a subfamilia Rauvolfioideae, estando assim relacionados com C.
rigida. Assim presenca de esclereides no mesocarpo do fruto pode ser uma
caracteristica de unido do grupo dentro da subfamilia e o arranjo desses podem separa-
las em diferentes tribos ou géneros.

O aerénquima, observado apenas no mesocarpo de P. fasciculata, é um tipo de
parénquima com grandes espagos intercelulares que ocorrem em alguns tipos de frutos
(Roth, 1977). Nesses espacos intercelulares o ar € acumulado, sendo comum encontra-
los, principalmente, em plantas aquaticas, mas podem estar presentes em outras
plantas que tem seus frutos e sementes dispersos pelo vento (Scatena et al., 2006;
Roth, 1977). Como esse nao é caso, outra explicacao para o aparecimento desse tecido

nesta espécie seria que, este aerénquima possui a funcdo de aumentar o tamanho do
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fruto e torna-lo mais macio, para que dessa forma, o tecido possa ser comprimido e
acomodar as sementes que ainda estdo em processo de maturagdo (Roth,1977). A
presenga de aerénquima ja foi relatada em Spongiosperma macrophyllum (Mull.Arg.)
Zarucchi, Tabernaemontana elegans Stapf, T. sananho Ruiz & Pav., Blepharodon
bicuspidatum, Oxypetalum appendiculatum Mart., O. balansae Malme, O. glaziovii (E.
Fourn.) Fontella & Marquette (Aguiar, 2009; Vilalba-Ferreira, 2012). A presenga desse
tecido em apenas uma espécie em estudo pode servir como uma caracteristica para
distingui-la das outras, porém parece ser comum em tribos da subfamilia
Rauvolfioideae, podendo assim ser uma homoplasia dentro do grupo.

Idioblastos secretores estdo presentes na maioria dos frutos (Roth, 1977), e a
presenca de compostos fendlicos nesses idioblastos tem como fungdo auxiliar no
mecanismo de interagdo entre plantas e animais, agindo como dissuasivo alimentar e
reduzindo a herbivoria (Castro et al., 2006). O sabor de um fruto é dado, principalmente,
pelo conteldo de acucares e acidos organicos, sendo que o sabor adstringente de
alguns frutos € atribuido a presenga de compostos fendlicos (taninos), assim os frutos
tendem a se tornar menos adstringentes durante sua maturagdo (Tucker, 1993). Os
idioblastos com compostos fenélicos apareceram como caracteristica comum em todas
as espécies aqui estudadas. A principal diferenca é em termos de disposicao de
idioblastos, como foi observado em H. speciosa, no qual eles aparecem apenas nas
primeiras camadas do mesocarpo, podendo essa ser uma caracteristica distintiva entre
as especies. A presenca desses idioblastos € muito comum em frutos carnosos da
familia Apocynaceae (Dave & Kuriachen 1991, Souza & Moscheta 1992, Kuriachen et
al. 1993, Aguiar 2003, 2009, Vilalba-Ferreira, 2012, entre outros), assim como em
outras familias e podem estar relacionados com a fase de maturacéo do fruto. De modo
geral, as fungdes dos compostos fendlicos ndo sao claramente conhecidas, podendo
atuar na protecéo contra herbivoros, especialmente insetos, e também contra fungos e
bactérias e conferirem a coloracéo e o sabor tipico do fruto (Swain, 1979).

Os laticiferos estdo presentes em todas as espécies estudadas e sua presenca
em Apocynaceae é amplamente conhecida (Metcalfe & Chalk, 1950), tendo sido
relatada em diversos frutos de espécies da familia (Kuriachen & Dave, 1989; Kuriachen
et al., 1990, 1991; Dave & Kuriachen, 1991; Thomas & Dave, 1991; Kuriachen et al.,
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1992; Thomas & Dave, 1994; Gomes, 2008; Aguiar, 2009; Aguiar et al., 2009, Vilalba-
Ferreira, 2012). Desta forma, a presenca de laticiferos parece revelar mais uma
provavel peculiaridade da familia a que pertencem do que um carater especial do fruto
(Roth, 1977). Os laticiferos possuem um fluido chamado latex, sendo suas principais
funcbes proteger a planta contra herbivoria e selar ferimentos (Fahn, 1979; Evert,
2006). Sua composicao quimica pode ser bastante complexa, podendo possuir
terpenos, amido, ceras, resinas, proteinas, éleos essenciais, mucilagens, entre outras
substancias (Fahn, 1979). Eles agrupam-se em duas categorias: nao articulados e
articulados. Os laticiferos ndo articulados sao formados por células isoladas que se
diferenciam em estruturas tubulares que apresentam crescimento intrusivo, ja os
articulados sao formados por fileiras de células, podendo suas paredes terminais
permanecerem integras ou serem parcial ou totalmente destruidas (Castro, et al., 2006).
Segundo Demarco et al., (2006), somente através de estudos ontogenéticos se pode
classificar os tipos de laticiferos. Assim, como nao foram realizados estudos do
desenvolvimento dos frutos, optou-se por néo classifica-los.

O endocarpo das quatro espécies estudadas sao uniestratificados, com células
de parede delgada. No endocarpo é frequente a presenca de células menores
comparadas com as células do exocarpo, especialmente em frutos carnosos, e suas
funcbes sdo bem diferentes. O exocarpo tem funcdo de proteger quimicamente e
fisiologicamente o pericarpo. J& o endocarpo, principalmente de frutos do tipo baga e
capsula, ndo possui essa funcéo de protegcéo e € pouco desenvolvido, com células de
paredes mais delgadas (Roth, 1977). Endocarpo uniestratificado pode ser encontrado
em espécies da subtribo Ambelanine, como em Ambelania duckei, Macoubea sprucei,
Spongiosperma macrophyllum e em espécies da subtribo Tabernaemontana, como em
Tabernaemontana elegans e T. sananho (Vilalba-Ferreira, 2012). Todavia, endocarpo
com mais de uma camada também €& encontrado em outras espécies da familia, como
em Allamanda blanchettii, A. shottii, Prestonia riedelii (Aguiar, 2009; Aguiar et al., 2009).

As quatro espécies estudadas apresentam caracteristicas anatomicas
semelhantes que unem o grupo, como presenca de cuticula espessa com flange
cuticular, exocarpo uniestratificado, mesocarpo com idioblastos com compostos
fendlicos, laticiferos e endocarpo uniestratificado. Todavia, apesar das semelhancgas,
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cada uma das espécies estudadas nessa tribo apresenta caracteristicas exclusivas.
Couma rigida apresenta em seu mesocarpo esclereides com parede secundaria bem
espessada, podem estar isolados ou em grupos e dispersos entre as células
parenquimaticas do mesocarpo. Hancornia speciosa, por sua vez, apresenta idioblastos
somente nas primeiras camadas (2-3 camadas) do mesocarpo. Lacmellea panamesis
apresenta idioblastos com compostos fendlicos na regido do mesocarpo, mas estes
podem se organizar de uma forma diferente, formando conjuntos ou agrupamentos de
idioblastos entre as células do mesocarpo. Nesta regido, existem grandes espacos
intercelulares, embora nao tenha sido detectada a presenca de aerénquima.
Parahancornia fasciculata foi a espécie com maior numero de caracteristicas
exclusivas. Sua cuticula apresenta ornamentagdes, e no interior no mesocarpo €
formado aerénquima. No interior desse aerénquima, assim como na parte externa do
fruto foi verificada a presenga de latex, possivelmente extravasado de laticiferos que
romperam suas paredes.

CONCLUSAO

A partir das analises anatémicas, podemos concluir que as quatro espécies
dividem caracteristicas em comum podendo inclui-las dentro da mesma tribo. Mas cada
uma apresenta também caracteristicas exclusivas, podendo essas ser sinapomoérficas
dentro de cada género. Desta forma, este trabalho estd demonstrando a importancia da
utilizacdo de caracteres anatdmicos de frutos para distingdo das espécies e também
fornecendo dados que possam ser utilizados em futuras analises filogenéticas.
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Capitulo 2

Anatomia e histoquimica de ovarios e sementes da tribo Willughbeieae

(Apocynaceae, Rauvolfioideae)

INTRODUCAO

As sementes podem ser consideradas como a principal forma de propagar as
espécies, bem como de propiciar a sobrevivéncia das plantas em condicbes adversas.
Além disso, suas reservas acumuladas servem de alimento para varios seres vivos,
inclusive o homem, que pode consumi-las sob forma natural ou industrializada, porém
nao se tem registros de sementes da familia sendo consumidas pelo homem (Souza,
2009).

A identificacdo de sementes através de caracteristicas morfoldgicas e
anatébmicas é importante na sistematica e taxonomia (Esau, 1965), além de sua
importancia nas investigacdes de filogenia, na conservagao e regeneracao de florestas,
na recuperacao de areas degradadas, entre outras (Souza, 2009). Mesmo tendo uma
grande importancia, sao poucos os trabalhos voltados para anatomia e morfologia de
sementes, tendo destaque os trabalhos de Pearson (1948), Khan (1970), Corner (1976),
Aguiar (2003), Souza et al., (2004) e Aguiar et al., (2009), que tratam da anatomia de
sementes em Apocynaceae.

Apocynaceae pertence a ordem Gentianales e possui sua distribuicao
principalmente em zonas tropicais e subtropicais, com poucos representantes em zonas
temperadas (Sennblad et al., 2002). E uma das maiores familias de angiospema, com
375 géneros e mais de 5.000 espécies (Endress, 2004; Endress et al., 2007).
Atualmente a familia é dividida em cinco subfamilias, sendo os géneros estudados
pertencentes a subfamilia Rauvolfioideae e a tribo Willughbeieae (Endress & Bruyns,
2000). As sementes da familia podem ser ariladas, como as dos frutos foliculares
carnosos de Tabernaemontaneae (Aguiar 2009; Simdes et al., 2010), aladas, como em
espécies de Aspidospermeae e Vinceae, (Marcondes-Ferreira, 2005), ciliadas, como em
espécies de Alstonieae e Vinceae (Endress & Bruyns, 2000) ou comosas, como as
presentes em espécies das subfamilias Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae
e Asclepiadoideae (Endress & Bruyns, 2000; Aguiar, 2009).
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Devido a escassez de estudos e a grande diversidade morfoldégica das
sementes dentro da familia, o objetivo do trabalho foi descrever a anatomia e
caracterizar os tipos de substancias de reserva presentes nas sementes maduras de
Couma rigida, Lacmellea panamensis, Hancornia speciosa e Parahancornia fasciculata
ressaltando assim a importancia de estudos morfoanatomicos de sementes para a

familia.

OBJETIVO

Caracterizar, através da anatomia, as sementes maduras das quatro espécies
neotropicais e levantar dados que possam ser utilizados para a distincdo das mesmas.

Levantar caracteres anatbmicos que possuam potencial valor sistematico e
evolutivo na tribo.

Descrever e caracterizar os tipos de substancias de reserva presente nas

sementes maduras das quatro espécies

MATERIAIS E METODOS

As amostras para estudos anatdémicos foram obtidas a partir da colecéao ja
existente no Departamento de Biologia Vegetal da Unicamp. As flores e os frutos de
Couma rigida foram coletados na Reserva Florestal Adolpho Ducke (Manaus, AM), os
de Lacmellea panamensis (Woodson) Monach na Peninsula de Osa na Costa Rica,
América Central, os de Hancornia speciosa Gomes no Parque Nacional da Serra do
Cip6, no municipio Cardeal Mota, e os de Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist em
Muana (PA), e identificados pelo Dr. André Simbes. As exsicatas destes espécimes
foram incorporadas nos herbarios INBIO, INPA e UEC, e os numeros do coletor estdo
descritos abaixo:
Couma rigida: M. Watanabe 7 (ZUEFS)
Lacmellea panamensis: J.F. Morales et al. s.n. (INB, UEC)
Hancornia speciosa: L.S. Kinoshita et al. 03/214 (UEC)
Parahancornia fasciculata: S.S. Viana et al. 38 (MG)

Para as sec¢des do ovario do género Couma foi usado outra espécie, ja que nao
foram possiveis de serem coletadas as flores de Couma rigida. A espécie estudada foi
Couma macrocarpa Barb. Rodr.
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Couma macrocarpa: Costa Rica, Guanacaste, J.F. Morales et al. s.n. (INB, UEC)

Microscopia de luz

Sementes maduras das quatro espécies foram fixados em FAA50 (formaldeido,
acido acético glacial, etanol 50%, 1:1:18 (v/v)) (Johansen, 1940) por um periodo minimo
de 24 horas, colocados em bomba de vacuo para auxiliar na penetragdo do fixador, e
estocados em alcool etilico 70%. A regiao mediana de frutos maduros foi incluida em
resina plastica (Historesin® Leica) seguindo o método proposto por Gerrits & Smid
(1983) e as recomendacdes do fabricante. Apds a inclusdo, os materiais foram
montados em blocos de madeira e seccionados, transversal e longitudinalmente, a uma
espessura entre 8-10 micrémetros em micrétomo rotativo manual com navalha de ago.
Os cortes foram aderidos em laminas de vidro e corados com azul de toluidina (C.I.
52040) a 0,05% em tampao acetato, pH 4,7 (Sakai, 1973) por cinco minutos. As laminas
foram montadas temporariamente em agua e examinadas em microscépio de luz. Os
cortes foram fotografados em microscépio de luz Olympus BX 51 com camera digital 59
acoplada modelo DP71, utilizando o programa Olympus DP Controller.

Histoquimica

Para as andlises histoquimicas, os cortes foram submetidos aos seguintes
corantes e reagentes: Negro Sudao B (Pearse, 1980) para detecgéo de lipidios totais e
Cloreto de Ferro lll (Johansen, 1940), para compostos fendlicos, Acetato de cobre/
Acido rubeanico (Ganter & Jollés, 1969) para deteccdo de acidos graxos, Vermelho de
ruténio (Johansen, 1940) para pectinas, Acido tanico/ Cloreto férrico (Pizzolato, 1977)
para mucilagem, Reacado PAS (Jensen, 1962) para polissacarideos totais e Xylidine
Ponceau (Cortelazzo & Vidal, 1991) para proteinas totais. Os cortes foram fotografados
em microscoépio de luz Olympus BX 51 com camera digital 59 acoplada modelo DP71,

utilizando o programa Olympus DP Controller.
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Tabela 1: Testes histoquimicos utilizados na caracterizacao do tipo de substancias de

reserva nas sementes.

Grupo de Compostos Testes Histoquimicos
Lipidios Lipidios totais Preto de Sudao B
Acidos Graxos Acetato de Cobre/ Acido Rubeanico
Carboidratos Mucilagem Acido Tanico/ Cloreto férrico
Pectinas Vermelho de Ruténio
Polissacarideos totais Reacao PAS
Proteinas Proteinas totais Xylidine Ponceau
Compostos Fenolicos Compostos fendlicos totais Cloreto Férrico

RESULTADOS

Abaixo segue a descricao anatdémica dos ovarios e de cada uma das sementes
estudadas e dos principais resultados obtidos nos testes histoquimicos, que estao
sumarizados na tabela 2. O ovario de Couma macrocarpa sera classificado como ovario
tipo 1 e o ovario de Lacmellea panamensis, Hancornia speciosa e Parahancornia
fasciculata estdo juntos na mesma descricdo, ja que possuem estrutura e

desenvolvimento similarese estao classificados como ovario tipo 2.

Ovario Tipo 1
Estrutura do ovario e 6vulos

O ovario de Couma macrocarpa € sincarpico e unilocular e se desenvolve a
partir de dois carpelos, que estao parcialmente separados entre si desde o inicio de seu
desenvolvimento (Fig. 1, 3, 4, 5). Duas proje¢cdes no interior do ovario constituem os
septos, e esses ndao se fundem em nenhuma porcao do ovario (Fig. 3, 4, 5). Cada
margem desses septos se desenvolve e forma a placenta (Fig.2) ocorrendo um maior
afastamento deles evidenciando assim a compartimentacao do ovario. A placentagéo é
do tipo parietal e inumeros évulos estdo inseridos nesse septo (Fig. 1, 3, 5). Os 6vulos
possuem um funiculo curto e apenas um tegumento (Fig. 2). Esse tegumento possui

células maiores que as demais e sao repletas de compostos fendlicos. A camada
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externa do ovario é constituida por células de paredes periclinais externas espessadas,
mesofilo com células parenquimaticas, idioblastos, laticiferos e feixes vasculares (Fig.
1), ja a epiderme interna é constituido apenas por uma camada de paredes delgadas
(Fig. 2).

Figura 1-5: Ovério de Couma rigida. Secgdes tranversais. 1. Visdo geral. 2. Detalhe do évulo unitégmico
com células ricas em compostos fendlicos (seta) e com funiculo curto (estrela), epiderme interna
uniestratificada. 3 — 5. Estagios sequenciais da separagao dos septos, da base ao apice do ovario. Ei=
epiderme interna, Pk placenta, Sp= septo, Tg= tegumento. Escalas: 11= 200 pm; 12-15= 50 um.

Ovario Tipo 2
Estrutura do ovario e 6vulos

Nas trés espécies, 0 ovario € sincarpico e unilocular e se desenvolve a partir de
dois carpelos (Fig. 10), totalmente unidos na regido basal do ovario no inicio de seu
desenvolvimento (Fig. 6, 8) e que se separam posteriormente na porgéo apical (Fig. 9,
10). Assim, duas projecdes no interior do ovario sédo formadas, os septos (Fig. 8, 9, 10).
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Cada margem desses septos se desenvolve e forma a placenta. A placentacao é mista,
sendo do tipo pariental, porém possui sua origem € de uma placentagdo axilar, e
inumeros évulos estao inseridos nesse septo (Fig. 6, 8, 9, 10). Os 6vulos possuem um
funiculo curto e apenas um tegumento. Esse tegumento possui células maiores que as
demais e sao repletas de compostos fendlicos (Fig. 7). A camada externa do ovario €
uniestratificada e constituida por células de paredes periclinais e anticlinais
espessadas, mesofilo com células parenquimaticas, idioblastos, laticiferos e feixes
vasculares (Fig. 6), ja& a epiderme interna é constituido apenas por uma camada de
paredes delgadas (Fig.7).

Figura 6-10: Ovério de Hancornia speciosa. Secgdes transversais. 6. Visdo geral. 7. Ovulo unitégmico com
microépila evidente (linha tracejada) epiderme interna. 8 — 10. Estagios sequenciais da separacdo dos
septos, da base ao apice do ovario. Ei= epiderme interna, Sp= septo; Te= tegumento. Escalas: 6= 200
pum; 7-10= 50 pm
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Estrutura da semente de Couma rigida

A semente madura é constituida por um envoltério (testa), endosperma e
embrido (Fig. 11, 12). A testa é formada pela exotesta, mesotesta e endotesta (Fig. 11).
A exotesta é uniestratificada, repleta de saliéncias e reentrancias e de compostos
fendlicos (Fig. 11). Tanto na regido das reentrancias quanto na regido das saliéncias as
paredes periclinais e anticlinais sdo espessas, deixando pouco espaco entre essas
regides. Nao foi possivel verificar quantas camadas de células compéem a mesotesta e
a endotesta, ja que ambas encontram-se colapsadas entre a exotesta e o endospema
da semente (Fig.11). Endosperma possui células desprendidas devido a mobilizacao de
suas reservas pelo embrido (Fig. 12). O endosperma é constituido por células de
parede pécticas espessas e citoplasma repleto de gotas de reserva (Fig. 13, 14, 15).
Através dos testes histoquimicos, pode-se constatar que essas gotas de reserva
presentes no citoplasma sédo acidos graxos (Fig.15).
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Figura 11-15: Semente madura de Couma rigida. Secgbdes transversais. 11. Testa da semente.
Mesotesta e endotesta com células colapsadas (“inset” superior). Endosperma com células de paredes
espessadas e ricas em reserva (“inset” infeior). 12. Endosperma com células desprendidas (“inset”)
devido a mobilizacdo de suas reservas pelo embrido. 13. Teste com Cloreto férrico. Testa com
compostos fendlicos. 14. Teste com Vermelho de Ruténio. Células do endosperma evidenciando as
paredes espessadas com pectinas. 15. Teste de Acetato de cobre/ Acido rubeanico. Endosperma lipidico
com células ricas em acidos graxos. Em= embrido, En= endosperma, Te= testa. Escalas: 11,14,15=
50um, 12,13= 100um

Estrutura da semente de Lacmellea panamensis

Ha duas a trés sementes no fruto de L. panamensis e essas sao maiores em
relacdo as outras espécies estudadas. A semente é envolta pela testa, que é
constituida pela exotesta, mesotesta e endostesta (Fig.16). As camadas de mesotesta e
endotesta ja estdo totalmente colapsadas entre as camadas da exotesta e do
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endosperma (Fig.16). A exotesta € uniestratificada e formada por uma camada de
saliéncias e reentrancias repletas de compostos fendlicos (Fig.16,18). Tanto na regiao
das reentrancias como na regido das saliéncias as paredes periclinais e anticlinais sao
espessas, deixando pouco espaco entre essas regides. Endosperma possui células
desprendidas devido a mobilizagdo de suas reservas pelo embrido (Fig. 17). O
endosperma é constituido por células de paredes delgadas e citoplasma repleto de

cristais de proteina (Fig.16, 20), também s&o encontradas células no endosperma com

goticulas de lipidios (Fig. 19).
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Figura 16-20: Semente madura de Lacmellea panamensis. Secgdes transversais. 16. Testa da semente. Mesotesta
e endotesta com células amassadas (“inset” superior). Endosperma com células de paredes delgadas (‘inset’
inferior). 17. Restos de paredes celulares do endosperma (“inset’) devido a mobilizacdo de suas reservas pelo
embrido. 18. Teste com Cloreto férrico. Testa rica em compostos fendlicos. 19. Teste com Preto de Sudéo B. Células

do endosperma com gotas lipidicas. 20. Teste com Xylidina Ponceau. Células do endosperma com cristais de
proteina. Em= embrido, En= endosperma, Te= testa. Escalas: 16,17,18= 100um, 19, 20= 50um.
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Estrutura da semente

A semente madura é envolta pela testa (Fig. 21). A testa é formada pela
exotesta, mestesta e endotesta (Fig. 21). A exotesta € uniestratificada com sua camada
repleta de saliéncias e reentrancias e de compostos fendlicos (Fig. 21, 23). Tanto na
regido das reentrancias quanto na regido das saliéncias as paredes periclinais e
anticlinais sao espessadas, deixando pouco espaco entre essas regides. Na regiao da
exotesta também sao formados espessamentos em suas paredes. Nao foi possivel
verificar quantas camadas de células compdem a mesotesta e a endotesta ja que essas
estdo colapsadas entre a exotesta e o endospema da semente, porém pode-se verificar
que sao poucas o numero de camadas (Fig. 21). Endosperma possui células
desprendidas devido a mobilizagcdo de suas reservas pelo embrido (Fig. 22).

O endosperma é constituido por células de paredes delgadas e citoplasma
repleto de granulos de reserva (Fig. 24, 25). Através dos testes histoquimicos, pode-se
constatar que os granulos de reserva presentes no citoplasma sdao compostos por
acidos graxos (Fig. 24) e proteinas (Fig. 25).
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Figura 21-25: Semente madura de Hancornia speciosa. Seccdes transversais. 21. Testa da semente.
Mesotesta e endotesta com células colapsadas (“inset”). Endosperma com células de paredes delgadas
(“inset”). 22. Restos de paredes celulares do endosperma devido a mobilizagdo de suas reservas pelo
embrido. 23. Teste com Cloreto férrico. Testa com compostos fendlicos. 24. Teste de Acetato de cobre/
Acido rubeanico. Endosperma constituido de células com &cidos graxos. 25. Teste com Xylidine
Ponceau. Células do endosperma com corpos protéicos. Em= embrido; En= endosperma; Te= testa.
Escalas: 21= 100um, 22,24,25= 20um, 23= 50um.

Estrutura da semente de Parahancornia fasciculata

7

A semente madura é envolta pela testa. A testa é formada pela exotesta,
mesotesta e endotesta (Fig.26). A exotesta uniestratificada possui sua camada repleta
de saliéncias e reentrancias, com compostos fendlicos (Fig.26,29) e mucilagem
(Fig.26,28). Tanto na regido das reentrancias como na regido das saliéncias as paredes
periclinais e anticlinais sao espessadas, deixando pouco espago entre essas regides.
N&o se consegue verificar quantas camadas de células compdem a mesotesta e a

endotesta ja que essas estdo colapsadas entre a exotesta e o endosperma da semente,



40

porém pode-se verificar que € pequeno numero de camadas (Fig.26). O endosperma é
constituido por células de paredes delgadas e citoplasma repleto de granulos lipidicos

(Fig. 30) e proteicos (Fig. 31).

Figura 26-30: Semente madura de Parahancornia fasciculata. Secgbes transversais. 26. Testa da semente.
Mesotesta e endotesta com células colapsadas (“inset”). Notar presenga de mucilagem sobre a testa. 27. Restos de
paredes celulares do endosperma devido & mobilizagdo de suas reservas pelo embrido. 28. Teste com Acido
tanico/Cloreto férrico. Testa com mucilagem. 29. Teste com Cloreto férrico. Testa com compostos fendlicos. 30.
Teste com Preto de Sudao B. Células do endosperma com gotas lipidicas. 31. Teste com Xylidine Ponceau. Células
do endosperma com corpos protéicos. Em= embrido, En= endosperma; Te= testa. Escalas: 26-29,31= 50um, 30=

10um.
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Tabela 2: Resultados dos testes histoquimicos aplicados em sementes maduras de
Couma rigida, Lacmellea panamensis, Hancornia speciosa e Parahancornia fasciculata.
+ = reagdo positiva, - = reacdo negativa. Teste com Cloreto Férrico e o teste com Acido
tanico/Cloreto férrico foram positivo apenas para a regido da testa e os outros testes

revelam os resultados para o endoperma da semente.

Grupo de Compostos Testes Histoquimicos Couma Lacmellea Hancornia Para.harcornia
rigida panamensis speciosa fasciculata

Lipidios totais Preto de Sud&o B - + - +

Acidos Graxos Acetato de cobre/ Acido rubeanico + - +

Mucilagem Acido tanico/ Cloreto férrico

Pectinas Vermelho de Ruténio + - +

Polissacarideos totais Reagao PAS

Proteinas totais Xylidine Ponceau - + + *

Compostos fendlicos totais Cloreto Férrico + + + *

DISCUSSAO

As caracteristicas encontradas em todas as espécies sao: 1) Ovario bicarpelar,
2) Presenca de um tegumento, 3) Testa formada por saliéncias e reentrancias, 4)
Exotesta com compostos fendlicos, 5) Endosperma com compostos lipidicos.

As diferencas entre as quatro espécies estd no endosperma, em
Lacmellea.panamensis as proteinas de reserva estdo na forma de cristais, Couma
rigida € a unica espécies que nao possui proteina como reserva e na exotesta de
Parahancornia fasciculata, que além de compostos fendlicos também ocorre a presenga
de mucilagem. Em relacdo ao ovario, somente C. rigida tem seus septos parcialmente
separados desde o inicio de seu desenvolvimento.

O fruto das espécies estudadas provém apenas do ovario, compde-se de
pericarpo e semente. O pericarpo origina-se de parede do ovario, e a semente tem
origem no évulo (Souza, 2006).

O ovario das quatro espécies se desenvolve a partir de dois carpelos. Em L.
panamensis, H. speciosa e P. fasciculata esses carpelos permanecem totalmente

unidos na regiao basal do ovario no inicio de seu desenvolvimento e depois separam-se
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na porcao apical. Em C. rigida os carpelos estao parcialmente separados desde a
regidao basal ja no inicio do desenvolvimento, formando, dessa maneira, um ovario
bicarpelar, dialicarpelar e unilocular desde o inicio. Uma caracteristica peculiar de
Apocynaceae refere-se a predominancia de espécies que apresentam os dois carpelos
parcialmente livres na regido do ovario, mas conatos no estilete, na cabecga do estilete
ou na regiao basal do ovario. Em algumas plantas, os frutos formam-se unidos apenas
na base, como em espécies de Ochrosia Juss. Varias angiospermas sao parcialmente
sincarpicas, com o ovario conato na regiao basal e a regido distal do gineceu livre, tais
como espécies de Caryocaraceae, Droseraceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae, entre
outras (Gomes, 2008).

As sementes maduras das quatro espécies sao revestidas por um Uunico
envoltério, denominado testa. O envoltério protege o embrido, regulam a absorcao de
agua e oxigénio necessarios a germinagao e também atuam na dispersao delas (Souza,
2003). Quando uma semente é bitegumentada estdo presentes a testa (originada pelo
tegumento externo) e o tégmen (originada pelo tegumento interno), ja aquelas
sementes unitegumentadas, como € o caso das sementes estudadas, considera-se
apenas a testa como envoltério. Existem ainda aquelas que sdo ategumentadas,
provenientes de 6vulos sem tegumentos, como observados em espécies de Asteridae
(Souza, 2006). Segundo Corner (1976), as sementes podem ser classificadas com
base na posicao e na estrutura da principal camada de tecido mecanico que ocorre nos
tegumentos, assim as sementes sao classificadas em testais e tégmicas, dependendo
de onde ocorre a principal camada de tecido mecénico. As quatro espécies sao
unitegumentadas e possuem sua camada mecéanica na camada mais externa da testa,
sendo assim chamadas de sementes exotestais. Esse tipo de semente possui na sua
camada mecanica, células de paredes espessadas, podendo ser lignificadas ou néao
(Corner, 1976).

Sementes exotestais também ocorrem em outras espécies estudadas na
familia, como Catharanthus pusillus (Murr.) G. Don (Khan, 1970), Holarrhena
antidysenterica Wall. (Latoo, 1974), Prestonia riedelii (Mull. Arg.) Markgr. e
Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar, 2003), Asclepias curassavica L. (Souza
et al., 2004) e todos os géneros da familia Apocynaceae estudadas por Corner (1976),
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como o géneros Chilocarpus Bl., Lepinia Decne, Leuconotis Jack, Tabernaemontana
Plum. e Voacanga Thou.

A protecdo da semente pode ser adquirida por diferentes caracteristicas e
algumas combinacdes: material impregnado nas paredes da célula, como lignina, cutina
e suberina, ou pelo preenchimento, quase total, do lume celular com fendélicos,
endurecimento das camadas celulares, espessamento das paredes, protuberancias e
cristais (Werker, 1977). As sementes aqui descritas possuem na sua camada de
protecdo paredes espessas, compostos fendlicos no interior das células e
protuberancias. Este composto esta relacionado com a defesa das plantas contra
predadores e no aumento da rigidez e resisténcia contra a biodegradacado. Outras
espécies da familia, como Holarrhena antydisenterica Wall (Latoo, 1974) e T.
catharinensis (Aguiar, 2003) também possuem estas substdncias na testa de suas
sementes. Em P. fasciculata, além dos compostos fendlicos na exotesta, também esta
presente mucilagem. Essa mucilagem pode aumentar o grau de germinagao, mantendo
uma concentracdo suficiente de agua ao redor da semente num ambiente com
alternancia de condicbes na temperatura (Souza, 2006).

Na semente madura, pode permanecer ao redor do embrido um tecido de
reserva chamado endosperma, neste caso a semente é chamada de albuminosa,
outras sementes, entretanto, podem ser desprovidas de endosperma na maturidade,
sendo, neste caso, chamadas de exalbuminosas (Souza, 2003). Muitas sementes da
familia sdo albuminosas como, Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia arborea (Vell.)
Miers, Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry e Tabernaemontana arborea Rose
(Aguiar, 2009). As quatro espécies estudadas sdo albuminosas. Esse endosperma
funciona como um tecido intermediario, pois absorve nutrientes de outros tecidos, como
envoltério e nucelo, e os acumula no interior de suas células com funcao de repassar
essa reserva para o embridao (Werker, 1977).

O endosperma , assim como outros tecidos de reserva da semente, inclui mais
de um tipo de material de reserva, podendo estar dentro das células ou em suas
paredes. Os principais materiais de reserva em sementes maduras s&o proteinas,
usualmente na forma de corpos proteicos, substancias lipofilicas como corpos lipidicos

(oleossomos, esferossomos), e carboidratos na forma de granulos, usualmente de
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amido, ou como constituinte de paredes celulares espessadas (Werker, 1997). Todas
as espécies estudadas apresentam substancias de reserva no endosperma. Em
sementes as reservas proteicas aparecem de duas formas: como discretos corpos
proteicos ou grdos de aleurona (Werker, 1997). H. speciosa e L. panamensis
apresentam proteina como reserva, a primeira como corpos proteicos e a outra como
cristais. S&o encontradas proteinas como matéria de reserva em outras espécies da
familia, como em Prestonia riedelii Tabernaemonatana catharinensis, T. arborea,
Allamanda blanchetii, Malouetia arborea, Mandevilla pohliana (Aguiar, 2003, 2009).

Todas as espécies possuem reserva lipidica na forma de pequenas gotas. A
reserva lipofilica pode aparecer como gotas de 6leo (esferossomos). Outras espécies
da familia também apresentam reserva lipidicas em seu endosperma, como
Tabernaemontana arbdrea e T. catharinensis (Aguiar, 2009).

Os carboidratos podem estar presentes no endosperma, perisperma e
cotilédones (Werker 1997). Dentre as espécies estudadas, L. panamensis, H. speciosa
e P. fasciculata possuem endosperma com células de paredes delgadas; ja em C. rigida
as células do endosperma possuem parede espessa, com acumulo de carboidratos de
reserva. Desta forma, além de corpos lipidicos, a parede celular do endosperma desta
espécie também atua na reserva de substdncias para a germinacdo. Em outras
espécies da familia também ocorre esse tipo de reserva nas paredes, como em

Allamanda blanchetii, Mandevilla pohliana e Tabernaemontana arborea (Aguiar, 2009).

CONCLUSAO

As sementes estudadas neste trabalho sdo anatomicamente parecidas,
possuindo apenas um envoltério com compostos fendlicos e camada mecanica
localizada na exotesta, embrido e endosperma. No entanto, estas sementes
apresentam caracteristicas distintas, como a presenca de cristais de proteina em
Lacmellea panamensis, mucilagem na exotesta de Parahancornia fasciculata. A partir
dessas analises anatdmicas, podemos concluir que as quatro espécies dividem
caracteristicas em comum podendo inclui-las dentro da mesma tribo. Mas cada uma
apresenta também caracteristicas exclusivas, podendo essas ser sinapomorficas dentro

de cada género. Desta forma, este trabalho esta demonstrando a importancia da
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utiizacdo de caracteres anatbmicos de sementes para distingdo das espécies e
também fornecendo dados que possam ser utilizados em futuras analises filogenéticas.
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Capitulo 3

Ontogenia do pericarpo dos frutos de Hancornia speciosa Gomes e

Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist (Apocynaceae)

INTRODUCAO

Apocynaceae pertence a ordem Gentianales e possui sua distribuicao
principalmente em zonas tropicais e subtropicais, com poucos representantes em zonas
temperadas (Judd et al., 1999; Sennblad et al., 2002.). E uma das maiores familias de
angiospemas, com 375 géneros e mais de 5.000 espécies (Endress, 2004; Endress et
al., 2007). Todos os representantes da familia sdo latescentes e produzem varios
alcaloides e cardenolideos, dos quais alguns possuem propriedades medicinais. O
exemplo mais conhecido é Catharanthus roseus (L.) G. Don (pervinca-rosa), que
contém vimblastina e vincristina, que sdo compostos usados em todo o mundo para o
tratamento de leucemia infantil. A familia também possui muitas plantas ornamentais
bem conhecidas, tais como Allamanda cathartica L. (dedal-de-rainha), Nerium oleander
L. (espirradeira) e Hoya carnosa (L. F.) R. Br. (flor de cera) (Judd et al., 1999; Sennblad
et al., 2002).

A familia Apocynaceae apresenta uma variedade de tipos morfoldgicos de
frutos, como em Rauvolfioideae. Nesta subfamilia, os frutos s&o bacaceos na maioria
dos representantes das tribos Willughbeieae, Carisseae, Hunterieae, Plumerieae e
Melodineae e em alguns representantes de Tabernaemontaneae; drupaceos em
espécies de Vinceae e Alyxieae; capsulares em Allamanda L. (Sakane & Shepherd,
1986) e Plectaneia Thou. (Endress & Bryuns, 2000); samardides em alguns
representantes de Plumerieae; foliculares carnosos em diversos géneros de
Tabernaemontaneae; ou foliculares secos, como 0s presentes em espécies de
Aspidospermeae, Alstonieae, Vinceae, Plumerieae e nas demais subfamilias (Aguiar,
2003, 2009; Endress & Bruyns, 2000; Endress et al., 2009: Simdes et al., 2007).

Os géneros Hancornia Gomes e Parahancornia Ducke, segundo a ultima
classificacdo para a familia, estdo incluidos na subfamilia Rauvolfiodeae e dentro da
tribo Willughbeieae, o género Hancornia possui somente uma espécie com sua
distribuicdo no bioma de cerrado e os de Parahancornia possui sete, com sua
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distribuicao no bioma amazénico. Ambos o0s géneros possuem frutos bacaceos
advindos de gineceu sincarpico (Endress & Bruyns, 2000). Ainda nao foram realizados
estudos que tratem da anatomia do fruto desses dois géneros.

Alguns trabalhos demonstram a grande importancia de estudos ontogenéticos
para a correta classificagcdo dos frutos e das camadas que compdem o pericarpo
(Cortez & Carmello-Guerreiro, 2008; Aguiar et al., 2009). Assim, um estudo
ontogenético dos frutos de H. speciosa e P. fasciculata é de fundamental importancia
para contribuir com as informacbes estruturais para identificacdo das espécies,
classificacao dos frutos e investigacdes ecoldgicas.

OBJETIVO

Caracterizar, através de estudos ontogenéticos, as camadas do pericarpo e
caracterizar morfologicamente os frutos de Hancornia speciosa Gomes e
Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist, além de levantar dados anatdémicos que
possam ser utilizados na distincao das espécies.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados botdes florais, flores e frutos,
em varios estadios de desenvolvimento. As amostras para estudos anatdémicos foram
obtidas a partir da colecao existente no Departamento de Biologia Vegetal da Unicamp.
Os frutos de Hancornia speciosa Gomes foram coletados no Parque Nacional da Serra
do Cip6, no municipio Cardeal Mota, MG, Brasil, e os de Parahancornia fasciculata
(Poir.) Benoist no municipio de Muana (PA). Todas as amostras foram identificadas em
laboratério pelo Dr. André Simdes. As exsicatas destes espécimes foram incorporadas
nos herbarios INBIO, INPA e UEC e os numeros do coletor estao descritos abaixo:
Hancornia speciosa: L.S. Kinoshita et al. 03/214 (UEC)
Parahancornia fasciculata: S.S. Viana et al. 38 (MG)



Figura: Fotos de Hancornia speciosa. A. Arvore. B. Flor. C. Latex. D. Fruto jovem. E-F. Frutos

maduros. Fotos A-E foram feitas por J.F, Morales e foto F por A.O, Simdes.

1}

1

Figura: Ovarios e frutos de Hancornia speciosa em diferentes fases de desevolvimento € a maneira
que eles foram separados para a descricdo dos resultados. 1= Ovario, 2= Frutos jovens, 3= Fruto
maduro. Escala = 1 cm
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Figura: Fotos de Parahancornia fasciculata. A. Arvore. B. Fruto jovem. C. Fruto maduro. D. Fruto

maduro aberto. Fotos feitas por A.O, Simdes.
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Figura: Ovarios e frutos de Parahancornia fasciculata em diferentes fases de desevolvimento e a
maneira que eles foram separados para a descricao dos resultados. 1= Ovario, 2= Frutos imaturos,
3= Frutos jovens, 4= Frutos maduros. Escala = 1 cm

Microscopia de luz

Frutos maduros das quatro espécies foram fixados em FAA50 (formaldeido,
acido acético glacial, etanol 50%, 1:1:18 (v/v)) (Johansen, 1940) por um periodo minimo
de 24 horas, colocados em bomba de vacuo para auxiliar na penetracao do fixador, e
estocados em alcool etilico 70%. A regido mediana de frutos maduros foi incluida em
resina plastica (Historesin® Leica) seguindo o método proposto por Gerrits & Smid
(1983) e as recomendacbes do fabricante. Apds a inclusdo, os materiais foram
montados em blocos de madeira e seccionados, transversal e longitudinalmente, a uma
espessura entre 8-10 micrémetros em micrétomo rotativo manual com navalha de ago.
Os cortes foram aderidos em laminas de vidro e corados com azul de toluidina (C.I.
52040) a 0,05% em tampéao acetato, pH 4,7 (Sakai, 1973) por cinco minutos. As laminas
foram montadas temporariamente em agua e examinadas em microscépio de luz. Os
cortes foram fotografados em microscopio de luz Olympus BX 51 com camera digital 59
acoplada modelo DP71, utilizando o programa Olympus DP Controller.
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RESULTADOS
Hancornia speciosa Gomes

Hancornia speciosa possui um fruto do tipo baga, originado a partir de um
ovario supero, de flores com gineceu sincarpico bicarpelar. O ovario dessa espécie se
desenvolve a partir de dois carpelos totalmente unidos em sua regido basal (Fig. 1) no
inicio de seu desenvolvimento, separando-se posteriormente na porcao apical (Fig. 2, 3,
4). Assim, duas projec¢des no interior do ovario sao formadas, os septos. Cada margem
desses septos se desenvolve e forma a placenta ocorrendo um maior afastamento
deles evidenciando assim a formacao de um unico léculo (Fig. 4). A placentagéao é do
tipo parietal, possuindo sua origem de uma placentacao axilar e inumeros 6vulos estao

inseridos nesse septo. Os 6vulos possuem um funiculo curto e apenas um tegumento.

Anatomia
Parede do ovario

A parede do ovario é constituida por epiderme externa uniestratificada (Fig. 5),
pelo mesofilo ovariano (Fig. 5, 6) e por epiderme interna também uniestratificada (Fig.
6).

A epiderme externa é formada por citoplasma com um grande vacuolo, nucleo
esférico de posicao basal e alguns idioblastos (Fig. 4, 5). A epiderme interna é bem
semelhante a externa, sendo ela provida de células de citoplasma com vacuolo grande
e nucleo bem evidente na porgédo basal. Todavia, as células dessa camada possuem
um formato mais tabular em comparac¢ao com as células da epiderme externa (Fig. 6).

O mesofilo ovariano é formado por cerca de 25 camadas de células
parenquimaticas em meio as quais sdo encontrados laticiferos, idioblastos com
compostos fenolicos e feixes vasculares (Fig. 5, 6). Os laticiferos s&o cilindricos e
alongados, com paredes pecto-celulésicas um pouco mais espessas que as células
parenquimaticas do restante do mesofilo (Fig. 5, 6). O sistema vascular apresenta
inumeros feixes vasculares pouco diferenciados que se concentram na regido mediana
do tecido fundamental (Fig. 6). Os idioblastos estdo dispostos apenas nas primeiras
camadas do mesofilo e em pequenas quantidades (Fig. 4).



Figura1-6: Seccoes transversais do ovario de Hancornia speciosa. 1-4. Secgdes do ovario, da base até
0 apice. Em detalhe a regido onde ocorre a divisdo dos septos (inset). 4. Detalhe dos idioblastos na
epiderme externa (“inset” inferior) e no mesofilo (“inset” superior). 5. Epiderme externa e mesofilo com
laticiferos (seta amarela). 6. Epiderme interna e mesofilo com laticiferos (seta amarela) e feixes
vasculares. Ee= epiderme externa, Ei = epiderme interna, Fv = feixe vascular. Escalas: 1-4 = 100um; 5-6
= 20um.
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Pericarpo
A partir das alteragdes que ocorrem durante a maturacdo do fruto, como

desenvolvimento da cuticula, mudancas na disposi¢cdo e quantidade de idioblastos no
mesocarpo, € no numero de camadas, foram utilizados dois estadios de
desenvolvimento para descrever o pericarpo: estadio | — Fruto jovem, estadio Il — fruto

maduro.

Estadio I: O exocarpo € derivado exclusivamente da epiderme externa do ovario, sendo
constituido por uma camada de células de paredes pecto-celuldsicas periclinais internas
e externas espessadas, com nucleos proeminentes e basais, recobertos por uma
cuticula delgada e estématos (Fig. 8).

Parénquima, feixes vasculares, laticiferos e idioblastos em diferenciacdo sao
encontrados no mesocarpo que se desenvolveu a partir do mesofilo ovariano (Fig. 7, 9).
Durante o desenvolvimento, as células do mesocarpo realizam muitas divisdes
celulares no sentido de aumentar a espessura do pericarpo. Nesse estadio ainda
podemos observar os locais onde ocorre a unido dos prolongamentos das placentas
(Fig. 10).

O tecido vascular, que antes se localizava apenas na regiao mediana do fruto,
agora esta disperso por todo o mesocarpo (Fig. 7, 9). Apesar de possuirem elementos
de conducdo em diferentes estddios de desenvolvimento, os feixes vasculares sao
facilmente distinguidos no mesocarpo.

Os laticiferos possuem formato cilindrico e alongado e estdo espalhados entre
as células parenquimaticas por todo o mesocarpo do fruto. Eles podem ser facilmente
reconhecidos pela sua parede pecto-celuldsica espessada em relagéo as outras células
parenquimaticas do mesocarpo. Os idioblastos com compostos fendlicos estao
distribuidos por todo mesocarpo do fruto e em grandes quantidades, principalmente na
regido proxima ao exocarpo (Fig. 7, 8, 9).

O endocarpo é constituido por apenas uma camada de células de paredes
pecto-celuldsicas delgadas (Fig. 10), derivada, exclusivamente, da epiderme interna do

ovario.
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Figura 7-10: Secgoes transversais (7-9) e longitudinais (10) do fruto jovem de H. speciosa. 7. Vista geral do
pericarpo. 8. Exocarpo com estdbmato (seta preta), cuticula (seta vermelha) e idioblastos com compostos
fendlicos no mesocarpo. 9. Mesocarpo com feixes vasculares e idioblastos com compostos fendlicos. 10.
Regido onde ocorre unidao das placentas (circulo) e endocarpo. En= endocarpo; Ex= exocarpo; Fv= feixe
vascular; Id = idioblastos; Se= semente. Escalas: 7= 200um; 8= 50um; 9-10= 100um.
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Estadio ll: As principais mudancas que ocorrem nessa fase no pericarpo do fruto sdo o
aumento no numero de camadas, por divisdes anticlinais e periclinais (Fig. 11),
aumento no espessamento da cuticula (Fig. 12) e diminuicdo na quantidade de
idioblastos (Fig. 11).

O exocarpo ainda é constituido por uma camada de células epidérmicas de
paredes pecto-celuldsicas periclinais espessadas, sendo recobertas por uma cuticula
que se torna mais espessa. Estbmatos ainda podem ser encontrados no exocarpo,
porém sdo menos frequentes (Fig. 12).

O mesocarpo aumentou o niumero de camadas, indicando que houve muitas
divisdes celulares entre os estadios | e Il. A mudanca mais expressiva neste estadio é a
diminuicdo do numero de idioblastos e a sua disposicdo apenas nas primeiras camadas
do mesocarpo (cinco-sete camadas) (Fig. 11).

Neste estadio, as primeiras células parenquimaticas do mesocarpo possuem
paredes pecto-celulésicas mais espessadas e justapostas quando comparadas com o
estadio anterior e também é nessa regido que estao dispersos os idioblastos (Fig. 11,
12).

Os feixes vasculares, agora estdo totalmente diferenciados e distribuem-se,
assim como no estadio anterior, por todo o mesocarpo do fruto (Fig. 11, 13).

Os laticiferos tornam-se mais evidentes no mesocarpo, devido ao aumento da
espessura da parede, além de possuirem um formato mais alongado que o restante das
células (Fig. 13). Pode-se notar que os laticiferos mais préximos ao exocarpo séo
menos calibrosos que os localizados na regido mediana do mesocarpo ou préximos ao
endocarpo.

No fruto maduro n&o conseguimos mais observar os locais onde ocorre a uniao
dos prolongamentos das placentas, assim as células do mesocarpo e da placenta se
tornam indistinguiveis. Desta forma, é possivel concluir que a parte comestivel do fruto
e formada tanto por células do mesocarpo como por células da placenta.

O endocarpo € formado por apenas uma camada de células de paredes pecto-
celulésicas delgadas, porém nesse estadio de desenvolvimento as células que formam
a testa da semente penetram entre células do endocarpo, sendo dificil de diferenciar
onde esta o endocarpo e onde esta a testa da semente (Fig. 14).
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Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist

O fruto de Parahancornia fasciculata € do tipo baga, originado a partir de flores
com ovario supero, sincarpico e unilocular. Esse ovario se desenvolve a partir de dois
carpelos totalmente unidos na sua regiao basal no inicio de seu desenvolvimento (Fig.
18), separando-se depois na porcao apical (Fig. 15, 19). Assim, duas projecées no
interior do ovario sao formadas, os septos (Fig. 18, 19). Cada margem desses septos se
desenvolve e forma a placenta. A placentacao € do tipo parietal, tendo sua origem de
um a placentacao axilar e inimeros 6vulos estao inseridos nesse septo (Fig. 15, 17, 18,
19). Os évulos possuem um funiculo curto e apenas um tegumento. Esse tegumento

possui células maiores que as demais, com compostos fendlicos (Fig. 19).

Anatomia
Parede do ovario

A epiderme externa do ovario é uniestratificada, com células quadrangulares,
nucleos basais e tricomas na sua regiao apical (Fig. 17).

O mesofilo ovariano é formado por parénquima, feixes vasculares, laticiferos e
idioblastos com compostos fendlicos, dispostos em 20 a 25 camadas (Fig. 15). As
células parenquimaticas, da metade externa do ovario, apresentam paredes pecto-
celulésicas espessas, nucleos evidentes e citoplasma denso (Fig. 15, 17). Ja a metade
interna do ovario apresenta células parenquimaticas de paredes delgadas, idioblastos
secretores, feixes vasculares e laticiferos (Fig. 15, 17). Os laticiferos sdo estruturas
encontradas no tecido fundamental, apresentam parede pecto-celuldsica levemente
espessada e formato cilindrico, porém nesse estadio é dificil de diferencia-los das
outras células do mesofilo. O sistema vascular é formado por feixes vasculares pouco
diferenciados e todos se localizam da regido mediana do ovério (Fig. 15).

A epiderme interna do ovario é uniestratificada de células com paredes delgadas
e formato tabular. As células possuem nucleo evidente que se localizam na porgéao

basal dessas células (Fig. 16).
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Figura 15-19: Ovario de Parahancornia fasciculata. Secg¢des transversais (15,16,18,19) e longitudinais (17).
15. Visdo geral. 16. Ovulo unitégmico com células ricas em compostos fendlicos (seta). Notar funiculo curto
do dvulo (estrela) e epiderme interna uniestratificada. 17. Tricomas presentes na regido apical e epiderme
externa uniestratificada (“inset”). 18-19. Estagios sequenciais da separa¢do dos septos, da base ao apice do
ovario. Ee= epiderme externa, Ei= epiderme interna, Pl= placenta, Sp=septo, Te= tegumento. Esclas: 15=
200um, 16-19= 50um.
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Pericarpo
Foram utilizados trés estadios de desenvolvimento para descrever a estrutura do

pericarpo: estadio | — fruto imaturo, estadio Il — fruto jovem e estadio Il — fruto maduro.
Essa diviséo foi feita a partir das alteracdes que ocorreram durante o desenvolvimento
do fruto, como desenvolvimento de cuticula ornamentada, mudancas na disposicao e
quantidade de idioblastos secretores no mesocarpo, numero de camadas e formacao

de espacos intercelulares.

Estadio I: A epiderme externa, agora denominada exocarpo, permanece composta por
uma unica camada de células. Neste estagio ocorre também o desenvolvimento da
cuticula e suas ornamentagodes (Fig. 20, 21).

Durante o desenvolvimento do fruto ocorre espessamento do pericarpo, devido a
um aumento no numero de células e alongamento delas no mesocarpo. O mesocarpo,
que se desenvolve a partir do mesofilo ovariano, € constituido por parénquima,
idioblastos com compostos fendlicos, feixes vasculares e laticiferos (Fig. 20).

As células parenquimaticas do mesocarpo sao diferentes conforme a regido onde
sdo encontradas. As que se localizam préximas ao exocarpo possuem suas paredes
pecto-celuldsicas espessadas e justapostas (Fig. 20, 21), ja a grande maioria das
células parenquimaticas do mesocarpo possui suas paredes celulares mais delgadas
(Fig, 20, 22). As células que estdo préximas aos léculos, onde estdo inseridas as
sementes, apresentam uma grande quantidade de idioblastos com compostos fendlicos,
dando a essa regiao uma coloracao mais esverdeada (Fig. 23). Os idioblastos com
compostos fenodlicos estao dispersos por todo o mesocarpo (Fig. 20), embora em maior
quantidade nessa regido ao redor da semente. Os laticiferos sdo as células mais
destacadas, possuindo parede celular mais espessada e com distribuicdo homogénea
por todo o mesocarpo (Fig. 22). Os feixes vasculares, apesar de estarem mais
diferenciados, ainda n&o estao totalmente desenvolvidos e encontram-se dispersos por
toda regidao do mesocarpo entre as células parenquimaticas (Fig. 22).

A epiderme interna, agora denominada endocarpo, permanece uniestratificada,
com células de paredes delgadas e justapostas, porém ainda é dificil sua visualizagao
(Fig. 23).
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Figura 20-23: Secgdes transversais do fruto imaturo de Parahancornia fasciculata. 20. Vista geral do
pericarpo. 21. Exocarpo uniestratificado, cuticula espessa com ornamentagbes e mesocarpo com idioblastos
com compostos fendlicos. 22. Mesocarpo com feixes vasculares, idioblastos com compostos fendlicos e
laticiferos (estrela). 23. Endocarpo e idioblastos. En= endocarpo; Ex= exocarpo; Fv= feixe vascular; ld=
idioblastos. Escalas: 20= 200um; 21= 10um; 22-23= 50um.
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Estadio Il: No exocarpo, a principal mudanca € o aumento da espessura da parede das
células epidérmicas. A cuticula torna-se mais espessa e com mais ornamentacdes. E
possivel notar a presenca de estématos, embora sejam pouco frequentes nessa regiao
(Fig. 25).

As células parenquimaticas do mesocarpo que se localizam abaixo do exocarpo
continuam com paredes espessadas e justapostas (Fig. 24, 25); ja aquelas células que
no estadio | apresentavam suas paredes mais delgadas, comecam a apresentar
espacos intercelulares (Fig. 26). Idioblastos com compostos fendlicos encontram-se
distribuidos por toda essa regido do mesocarpo (Fig. 24, 26), porém aquela regido onde
estdo as sementes continua a ter uma maior quantidade desses idioblastos (Fig. 27).
Nesse estadio pode-se notar que ndo ocorre o desenvolvimento de muitas das
sementes, pois varias destas sdo abortadas (Fig. 27). Os laticiferos e os feixes
vasculares, agora totalmente diferenciados, estao distribuidos por todo o mesocarpo e
em grandes quantidades (Fig. 24,2 6).

O endocarpo permanece uniestratificado, com células de paredes delgadas e
justapostas, porém ainda é dificil sua visualizacao (Fig. 27).
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Figura 24-27: Seccgdes transversais do fruto jovem de Parahancornia fasciculata. 24. Vista geral do
pericarpo. 25. Exocarpo uniestratificado, estdmato (seta vermelha), cuticula espessa com ornamentagdes e
mesocarpo com idioblastos com compostos fendlicos. 26. Mesocarpo com idioblastos com compostos
fendlicos, laticiferos (estrela) e espagos intercelulares (seta amarela). 27. ldioblastos com compostos
fendlicos e semente abortada. Ex= exocarpo; /d= idioblastos; Se= semente. Escalas: 24 e 27= 200um; 25=
20um; 26= 50um.
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Estadio lll: No exocarpo a unica mudancga que ocorre € um aumento subsequente na
espessura da cuticula e nas ornamentacdes (Fig. 28, 30). Apesar dos estébmatos
continuarem presentes, sua frequéncia € muito menor.

No mesocarpo, a principal mudancga ocorre na regiao onde as células, no estadio
II, estavam com espacos intercelulares. Esses espac¢os agora aumentaram em tamanho
e em quantidade, formando um aerénquima (Fig. 29, 31). Distribuidos por todo o
aerénquima, estdo os laticiferos, que devido a parede espessa e conteudo de aspecto
denso sao as células mais destacadas no mesocarpo (Fig. 31). Nessa regido do
aerénquima estdo distribuidos os feixes vasculares, que ja estdao totalmente
diferenciados (Fig. 29, 31). Os idioblastos com compostos fendlicos estao dispersos por
todo 0 mesocarpo, porém em menor quantidade, principalmente ao redor das sementes
(Fig. 28, 29, 32).

O endocarpo torna-se totalmente diferenciado, e é constituido por uma camada
de células justapostas e de paredes delgadas. Os prolongamentos das células da testa
da semente, que se desenvolveram, penetram entre a camada de células do endocarpo
(Fig. 32).
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Figura 29-32: Secgdes transversais do fruto maduro de Parahancornia fasciculata. 28-29. Vista geral do
pericarpo. 30. Exocarpo uniestratificado, cuticula espessa com ornamentagdes e mesocarpo com idioblastos
com compostos fenodlicos. 31. Mesocarpo com idioblastos com compostos fendlicos, laticiferos (estrela),
feixe vascular e aerénquima (seta amarela). 27. Endocarpo uniestratificado. En= endocarpo; Ex= exocarpo;
Id= idioblastos; Fv= feixe vascular. Escalas: 28-29= 200um; 30= 20um; 31-32= 50um.
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Quadro 1: Resumo das principais caracteristicas anatémicas do fruto das duas espécies. + = presente; -

=ausente.
CARACTERISTICAS ANATOMICA Hancormia speciosa | FParahancornia fasciculata
MN®*camadas 1 1
Exocarpo Estdmatos + +
Cuticula omamentada -
Idioblastos fendlicos + +
Aesrénguima - +
Mesocarpo
Laticiferos + +
Feixes vasculares + +
M= camadas 1 1
Endocarpo Paredes delgadas ¥ +
Cuticula - -
DISCUSSAO

As duas espécies descritas no estudo possuem fruto do tipo baga. Esses séo

frutos simples, carnosos, provenientes de ovario supero, uni a pluricarpelar (Souza,

2003). Esse tipo de fruto ndo séo raros na familia Apocynaceae, sendo encontrados na

subfamilia Raouvolfioideae. Muitos frutos bacéides sdo comestiveis e apreciados pelo

agradavel sabor de sua polpa, como os de “mucugé” (Couma rigida Mull.Arg), “sorva”

(Couma guianensis Aubl., C. macrocarpa Barb. Rodr., C. utilis (Mart.) Mull. Arg.),

“pepino da mata” (Ambelania acida Aubl.), “tucuja” (Lacmellea arborescens (Mull. Arg.)

Markgr), € Amapda” (Parahancornia fasciculata (Huber) Ducke),e “mangaba” (Hancornia

speciosa Gomes), os dois frutos em estudo (Barroso et al., 1999).
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O pericarpo das duas espécies € constituido por trés zonas bem demarcadas: o
exocarpo, 0 mesocarpo e o endocarpo. Por meio de estudos ontogenéticos, pode-se
observar, nas duas espécies, que 0 exocarpo origina-se exclusivamente da epiderme
externa do ovario, sendo assim um exocarpo sensu stricto. Esse tipo de exocarpo
ocorre na maioria das espécies ja estudadas na familia (Castro, 1986; Kuriachen &
Dave, 1989; Kuriachen & Dave, 1990; Kuriachen et al., 1991; Kuriachen et al., 1992;
Thomas & Dave, 1994; Aguiar et al., 2009). Porém, a presenca de exocarpo
multiestratificado também pode ser observado dentro da familia, como nas espécies
Tylophora dalzellii Hook.f. (Kuriachen et al., 1990), Nerium oleander L. (Thomas &
Dave, 1991), além de outras (Thomas & Dave, 1994), sendo que em todas as espécies
o exocarpo é formado por uma camada de células epidérmicas e camadas
subsequentes de células colenquimaticas e/ou esclerenquimaticas, sendo dessa
maneiro classificado, segundo Roth (1977), como exocarpo sensu lato.

A presenca de cuticula foi verificada nas duas espécies, sendo que em P.
fasciculata foi também observada ornamentacdes. O desenvolvimento dessa cuticula
no fruto pode ser influenciado por fatores ambientais, como a intensidade luminosa
(Roth, 1977). Hancornia speciosa possui sua distribuicdo em areas de campo aberto,
enquanto P. fasciculata é encontrada em regides de floresta fechada, porém com a
copa de suas arvores no dossel (A.O. Simdes, com. pess.), fato este que pode explicar
o desenvolvimento da cuticula nesses frutos. As ornamentagdes na cuticula de P.
fasciculata possivelmente proporcionam protecdo adicional a esta espécie, que vivem
em lugares com excesso de luminosa e radiagdo solar (Alquini et al., 2006). Esse tipo
de ornamentacdo na cuticula também foi encontrado em Blepharodon bicuspidatum E.
Fourn. (Aguiar, 2009). A cuticula sem ornamentac¢des pode ser encontrada em muitos
frutos de Apocynaceae, como em Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar,
2003), Allamanda blanchettii A. DC., A. shotti Pohl, Prestonia coalita (Vell.) Woodson
(Aguiar, 2009).

A presencga de idioblastos com compostos fendlicos € muito comum em frutos
carnosos da familia Apocynaceae (Kuriachen & Dave, 1991; Souza & Moscheta, 1992;
Kuriachen et al., 1993; Aguiar, 2003,2009; Vilalba-Ferreira, 2012, entre outros), assim

como em outras familias e podem estar relacionados com a fase de maturacao do fruto.
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O sabor adstringente de alguns frutos € atribuido a presengca de compostos fendlicos
(taninos), assim os frutos tendem a se tornar menos adstringentes durante sua
maturacao (Tucker, 1993). Além disso, eles podem atuar na protecao contra herbivoros,
especialmente insetos, e também contra fungos e bactérias (Swain, 1979).

Os laticiferos séo células que se espalham por todo corpo da planta, possuindo a
funcdo de protegé-la contra herbivoria e selar ferimentos (Fahn, 1979, Evert, 2006).
Possui um fluido chamado latex e sua composicdo pode ser bastante complexa,
podendo possuir terpenos, amido, ceras, resinas, mucilagem, entre outras substancias
(Fahn, 1979, Evert, 2006). Os laticiferos estao presentes nas duas espécies estudadas
e sua presenca em Apocynaceae é amplamente conhecida (Metcalfe & Chalk, 1950),
tendo sido relatada em diversos frutos de espécies da familia (Kuriachen & Dave 1989;
Kuriach en et al., 1990, 1991; Dave & Kuriachen 1991; Thomas & Dave 1991; Kuriachen
et al.,, 1992; Thomas & Dave 1994; Gomes 2008; Aguiar 2009; Aguiar et al., 2009,
Vilalba-Ferreira, 2012).

Aerénquima esta presente no mesocarpo de apenas uma espécie, P. fasciculata,
sendo considerada a principal caracteristica distintiva entre as duas. Este tecido é um
tipo de parénquima com grandes espacos intercelulares (Roth, 1977), sendo
encontrado, com mais frequéncia, em plantas aquaticas para aumentar a flutuabilidade
(Evans, 2003), mas podem estar presentes em outras plantas que tem seus frutos e
sementes dispersos pelo vento (Scatena et al., 2006). Como esse nao € caso, outra
possivel explicagdo para o aparecimento desse tecido nesta espécie seria que, este
aerénquima possui a funcao de aumentar o tamanho do fruto e torna-lo mais macio,
para que dessa forma, o tecido possa ser comprimido e acomodar as sementes que
ainda estdo em processo de maturacao (Roth,1977). A presenca de aerénquima ja foi
relatada em Spongiosperma macrophyllum (Mull.Arg.) Zarucchi, Tabernaemontana
elegans Stapf, T. sananho Ruiz & Pav., Blepharodon bicuspidatum, Oxypetalum
appendiculatum Mart., O. balansae Malme, O. glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquette
(Aguiar, 2009; Vilalba-Ferreira, 2012).

Segundo Roth (1977), o endocarpo pode se originar da epiderme interna
do ovario, como € 0 caso das espécies estudadas, sendo dessa forma classificado de
endocarpo sensu stricto, mas ele também pode ter origem de camadas subepidérmicas
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do tecido fundamental ovariano, ou ainda da combinagdo de ambas, sendo classificado
como endocarpo sensu lato. O endocarpo das duas espécies sao uniestratificados com
células de paredes delgadas. Endocarpo uniestratificado pode ser encontrado em
espécies da subtribo Ambelanine, como em Ambelania duckei, Macoubea sprucei,
Spongiosperma macrophyllum e em espécies da subtribo Tabernaemontana, como em
T. elegans e T. sananho (Vilalba-Ferreira, 2012). Todavia, endocarpo com mais de uma
camada também € encontrado em outras espécies da familia, como em Allamanda
blanchettii, A. shottii, Prestonia riedelii (Aguiar, 2009, Aguiar et al., 2009).

CONCLUSAO

Através de estudos ontogenéticos e estruturais pode-se classificar a morfologia
e anatomia do pericarpo dos frutos. Apesar dos dois frutos terem semelhancas no
pericarpo, alguns caracteres anatémicos, como ornamentagdes na cuticula, disposicao
e frequéncia de idioblastos fendlicos e desenvolvimento de aerénquima, podem ser
utilizados para o reconhecimento das espécies. Esse estudo demonstrou que, além de
serem importante na taxonomia, dados anatdémicos de frutos e sementes podem auxiliar

na compreensao da evolucao destes érgaos em Apocynaceae.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os frutos das quatro espécies sao muito semelhantes morfologicamente, sendo
assim no primeiro capitulo foram estudados frutos maduros de Couma rigida, Lacmellea
panamensis, Hancornia speciosa e Parahancornia fasciculata e levantados
caracteristicas anatdmicas do pericarpo que puderam ser utilizadas para a distingcao das
espécies. Um exemplo de um carater utilizado foi a presenca de esclereides somente
no mesocarpo de C. rigida. Outros caracteres levantados foram a diferenca na
disposicao dos idioblastos fendlicos entre as quatro espécies, a cuticula ornamentada
em P.fasciculata e a presenca de aerénquima também nesta espécie. Apesar de
possuirem caracteristicas particulares, pode-se observar uma similaridade quanto as
caracteristicas do pericarpo dessas espécies de outras espécies ja estudadas, como
Ambelania duckei Markgr., Rigosphira quadrangularis Miers. e Spongiosperma
macrophylla (Mull.Arg.) Zarucchi (Vilalba-Ferreira, 2012).

No segundo capitulo foi possivel observar que todas as sementes estudadas
apresentam similaridades quanto a estrutura do tegumento, pois todas sdo exotestais e
possuem compostos fendlicos. Além disto, Parahancornia fasciculata possui
mucilagemna exotesta além de compostos fendlicos. Outra diferenca entre as espécies
seria na constituicdo quimica do endosperma dessas sementes, sendo observados
cristais proteicos apenas em L. panamensis.

No terceiro e ultimo capitulo, também pO6de se comprovar a importancia de
estudos anatébmicos e ontogenéticos para distinguir espécies dentro da tribo
Willughbeieae. O pericarpo de H. speciosa e P. fasciculata sao bem diferentes entre si.
P. fasciculata possui cuticula espessa com ornamentac¢des, aerénquima e idioblastos
com compostos fendlicos por todo o mesocarpo do fruto, o que nédo ocorre em H.
speciosa. Nessa espécie os idioblastos fendlicos concentram-se apenas na regiao
abaixo do exocarpo, quando maduros. A semelhanca entre elas s&o: exocarpo e
endocarpo uniestratificado, no mesocarpo sdo observados células parenquimaticas,
laticiferos, feixes vasculares e idioblastos com compostos fendlicos.

Mesmo existindo alguns trabalhos relacionados a morfoanatomia de frutos e
sementes em espécies de Apocynaceae, eles sdo poucos frente a riqueza de espécies
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e a diversidade encontrada na familia. Em particular, h4 uma escassez de estudos
relacionados a anatomia de frutos em Willughbeieae, Desta forma este trabalho trouxe
novos dados para quatro espécies da familia e todas elas ocorrentes no Brasil. A
caracterizagdo através da anatomia, de frutos e as sementes levantando dados que

possam ser utilizados para a distingcdo das espécies foi o principal objetivo do trabalho.
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