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Resumo

Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae) conhecida popularmente como pau-pombo € uma
espécie importante para uso madeireiro, medicinal e pode ser empregada na recuperacio de dreas
degradadas e de matas ciliares. Diversas substancias sdo produzidas em estruturas secretoras
especificas, sendo a presencga de canais e cavidades secretoras caracteristica universal da familia.
Na literatura € relatada a presenca de disco nectarifero intraestaminal nas flores de muitas
Anacardiaceae. No entanto, estudos anatdomicos e histoquimicos recentes ndo comprovaram a
secrecao de néctar por esta estrutura. Além disso, nestes trabalhos foi verificada a persisténcia do
disco intraestaminal no fruto maduro de 7. guianensis, bem como a presenca de um endocarpo
secretor em frutos ndo maduros. Aliado a estes fatores, a ontogenia de frutos e sementes também
¢ um tema pouco explorado frente ao grande nimero de espécies da familia. A anatomia dos
frutos de Anacardiaceae tem-se mostrado de grande valor sistemdtico. Assim, o presente trabalho
consistiu em verificar a estrutura e ultraestrutura do disco glandular de flores e frutos de T.
guianensis, bem como examinar a natureza da secrecao produzida e estudar a ontogenia do fruto
e da semente. Com os resultados alcancados foi possivel determinar que a glandula floral das
flores hermafroditas de 7. guianensis € uma glandula de secrecdo mista, produzindo néctar com
predominancia de sacarose, lipidios e substancias fendlicas. Ultraestruturalmente esta glandula
passa por mudangas profundas ao longo do desenvolvimento da flor, inicialmente rica em
amiloplastos e posteriormente plastidios desprovidos de amido e mitocOndrias repletas de
goticulas de 6leo, indicando a mudanca da secrecdo antes predominantemente hidrofilica para
lipofilica. No que diz respeito a anatomia do fruto, observou-se que o mesmo possui
caracteristicas tipicas da tribo Spondieae, porém algumas delas indicam uma condi¢do menos
derivada da espécie, como auséncia de opérculo e endocarpo relativamente fino quando
comparado com outras espécies da mesma tribo. O pericarpo possui grande quantidade de canais
resiniferos na regido do mesocarpo, epicarpo produzindo substincias fendlicas e lipidios, e por
meio de microscopia eletronica de transmissdo pdde-se observar o modo de secrecdo, as
organelas envolvidas do processo, bem como a estrutura celular. A semente provém de um évulo

unico, anatropo, bitegumentado, crassinucelado de funiculo longo. A semente ndo possui camada



mecanica, tem a exotesta e endotégmen ricos em substancias fendlicas, cristais no mesotégmen,
desenvolvimento de paquicalaza parcial, hipdstase fendlica e lipidica, permanéncia de funiculo
aderido ao envoltério da semente, formando um arilo vestigial. O embrido armazena grande
quantidade de proteinas e amido, indicando uma condi¢do de transicdo da espécie, pois em
Anacardiaceae as reservas sdo constituidas principalmente por proteinas e lipidios. O fruto e
semente apresentaram algumas caracteristicas anatdmicas possivelmente relacionadas a dispersao
como, formacdo de aerénquima no mesocarpo interno € na mesotesta, acimulo de amido no
mesocarpo. O trabalho traz contribuicdes no estudo de glandulas florais em Anacardiaceae e na

area de ontogenia de frutos e sementes.

Palavras-chave: estruturas secretoras, ontogenia, pericarpo, semente.



Abstract

Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae) well-known as “pau-pombo” is an important species
with uses as timber, in medicine and can be employed recovering degraded areas and riparian
forests. Several substances are produced in specific secretory structures and the presence of
cavities and ducts are universal features in the family. In literature is reported the presence of an
intrastaminal receptacular nectary in the flowers of many Anacardiaceae, however anatomical
and histochemical recent studies did not support the nectar secretion by this structure.
Furthermore, in other studies were found the persistence of intrastaminal receptacular gland in 7.
guianensis ripe fruits and the presence of a secretory endocarp in unripe fruits. Allied these
factors, the ontogeny of fruits and seeds is also a relatively unexplored subject, in contrast with
the large number of species from this family. The fruit anatomy of Anacardiaceae has proved
great systematic value. Thus, the present study verified 7. guianensis structure and ultrastructure
of flowers and fruits intrastaminal gland and examined the nature of substances produced as well
the fruit and seed development. With the results obtained it was possible provide that the T.
guianensis floral gland of hermaphrodite flowers is a mixed secretion gland, producing nectar
with sucrose predominance, lipids and fenolic substances. Ultrastructurally, this gland undergoes
deep changes during the development of the flower, originally rich in amyloplasts and
subsequently chloroplasts devoids of starch and mitochondria replete with oil droplets, indicating
the change in the secretion predominantly hydrophilic to lipophilic. With respect to the fruit
anatomy, it was observed characteristics typical of the tribe Spodieae, but some of them indicate
a condition less derived of this species, such as lack of operculum and endocarp relatively thin
compared to other species of the same tribe. Pericarp has a large number of resiniferous ducts in
mesocarp region, and epicarp produces phenolic substances and lipids. By transmission electron
microscopy it was possible to observe the way of secretion, the organelles involved in process
and the cell structure. Seed comes from a single ovule, anatropous, bitegmic, crassinucelate with
longe funicle. Seed does not have mechanical layer, has exotest and endotegmen rich in phenolic
substances, crystals in mesotegmen, development of partial pachycalaza, phenolic and lipid

hypostasis, permanence of the funicle attached to the seed-coat, forming a vestigial aril. The



embryo stores large amounts of protein and starch, indicating a transitional condition in the
species, because Anacardiaceae reserves comprehend mainly protein and lipids. Fruit and seed
showed anatomical characteristics possibly related to dispersion, like formation of aerenchyma in
the inner mesocarp and mesotest, starch accumulations in mesocarp. The work brings
contributions in the study of Anacardiaceae floral glands and in the area of fruit and seeds

ontogeny.

Key-words: secretory structures, ontogeny, pericarp, seed.



Introducao geral

A familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae foi descrita pela primeira vez por Lindley em 1830, sendo
incluida na ordem Sapindales por Cronquist (1981) juntamente com as familias Julianiaceae e
Burseraceae, permanecendo até hoje na mesma ordem de acordo com a APG III (2009).

Benthan & Hooker (1862) foram os primeiros a proporem uma subdivisdo da familia em
duas tribos: Anacardieae e Spondieae, a primeira contendo apenas um léculo no ovério; e a
segunda contendo de dois a cinco l6culos. A seguir, Marchand (1869) propds a divisdo em nove
tribos: Astronieae, Buchananieae, Mangifereae, Pistacieae, Rhoideae, Semecarpeae, Spondieae,
Tapirieae e Thyrsodieae. Posteriormente, Engler (1876) expandiu essa divisdo para 11 tribos, no
entanto, com base no nimero de carpelos e de 16culos na flor e no fruto, morfologia do estilete,
inser¢do do 6vulo e morfologia da flor, ele reduziu o nimero de tribos para cinco: Anacardiéae,
Dobinegae, Rhoéae, Semecarpeae e Spondiadeae (Engler 1892). Classificagdes mais recentes
foram propostas por Takhtajan (1987, 1997), Mitchell e Mori (1987) e Wannan & Quinn (1991).

Os dados da estrutura floral (Wannan & Quinn 1991), assim como os da anatomia do
pericarpo (Wannan & Quinn 1990), indicam que a divisdo infrafamiliar em cinco tribos proposta
por Engler (1892) ¢ artificial, e que Blepharocaryaceae e Julianiaceae devem ser incluidas na
familia Anacardiaceae. As tribos Anacardi€éae, Dobini€ae, Semecarpeae e Rhoéae sdo
reconhecidas como um grande grupo monofilético, juntamente com Blepharocaryaceae e
Julianiaceae (Wannan & Quinn 1990, Wannan & Quinn 1991, Aguilar-Ortigoza & Sosa 2004
Bachelier & Endress 2009). De acordo com os mesmos autores Spondiadeae e dois géneros de
Rhoéae (Campnosperma Thwites e Pentaspadon Hook. f.) sio muito diversos e sdo colocados em
um grupo artificial caracterizado por um conjunto de plesiomorfias. Embora existam estas
contradigdes, a classificacdo infrafamiliar proposta por Engler (1892) ainda € a mais aceita
(Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009).

Segundo Wannan & Quinn (1990, 1991) e Judd et al. (2007) o primeiro grupo
(Anacardiéae, Dobini€ae, Semecarpeae e Rhoé€ae) apresenta gineceu com trés (ou menos)

carpelos, ovérios uniloculares com placentagdo apical e frutos contendo endocarpo composto por



camadas de células regularmente arranjadas. Ja Spondiadeae, Campnosperma Thwites e
Pentaspadon Hook. f. apresentam gineceu pentacarpelar, ovdrio multilocular e frutos com
endocarpo espesso devido a presenca de esclereides lignificadas arranjadas irregularmente.

Anacardiaceae retine aproximadamente 600 espécies e 70 gé€neros (Judd et al. 2007,
Barroso et al. 2007). No Brasil estd representada por 14 géneros e 57 espécies, sendo os géneros
Schinus L., Anacardium L., Astronium Jacq. e Spondias L. os mais numerosos (Silva-Cruz &
Pirani 2011). Possui distribuicdo tropical e subtropical, com poucas espécies em regides
temperadas, englobando arbustos ou arvores, raramente lianas ou ervas (Barroso et al. 2007, Judd
et al. 2007, Souza & Lorenzi 2008). Os mesmos autores destacam aspectos morfolégicos que
caracterizam a familia: folhas alternas compostas ou simples, sem estipulas; inflorescéncia
geralmente cimosa, podendo ocorrer paniculas; flores pouco vistosas, geralmente unissexuadas,
actinomorfas, diclamideas, disco nectarifero presente, ovério geralmente siupero com léculos
uniovulados, placentacio ereta ou péndula; fruto em geral drupa ou samara.

Suas espécies sdo conhecidas pela producdo de frutos comestiveis, madeira, goma,
resinas, taninos e outras substancias utilizadas na medicina popular e na industria (Dong & Bass
1993, Leon 2003, Pell 2004, Barroso et al 2007, Judd et al. 2007). Economicamente, destacam-se
Anacardium occidentale L. (cajueiro), Mangifera indica L. (mangueira), Spondias spp. (cajas),
Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro), Spondias purpurea L. (seriguela) como produtoras de
frutos comestiveis e, Astronium fraxinifolium Schott (gongalo-alves), Astronium graveolens Jacq.
(guaritd), Myracrodruon urundeuva Allemdo (aroeira), Lithraea molleoides (Vell.) Engl.
(aroeira-branca) e Schinopsis brasiliensis Engl. (braina) como produtoras de madeira de boa
qualidade (Souza & Lorenzi 2008). Os autores ainda relatam a utilizacdo ornamental de Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha), Rhus succedanea L. (chardo) e Schinus molle L.
(aroeira-salsa).

Possuem canais secretores bem desenvolvidos associados ao floema primdrio e
secundario, caracteristica universal da familia (Metcalfe & Chalk 1950, Joel & Fahn 1980,
Wannan & Quinn 1991, Venkaiah 1992, Carmello et al. 1995, Machado & Carmello-Guerreiro
2001, Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009). A dermatite provocada por quase todas as espécies
da familia € atribuida a compostos fendlicos e catecélicos ou a mistura de ambos produzidos em

canais ou cavidades secretoras (Correia et al 2006), tendo importancia pelas propriedades toxicas



e alergénicas (Mitchell 1990, Dong & Bass 1993). Os biflavondides sdao substancias fendlicas
comuns na maioria das espécies de Anacardiaceae (Aguilar-Ortigosa & Sosa 2004) e sdo
importantes na defesa da planta contra fungos patogénicos, insetos e herbivoros (Mitchell 1990,
Aguilar-Ortigosa & Sosa 2004).

O uso medicinal popular despertou interesse pelo estudo da composi¢do quimica e
atividade biolégica de seus extratos e metabdlitos, sendo, nesse ponto de vista, os géneros mais
estudados: Mangifera, Rhus, Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia,
Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea (Correia et al. 2006). No estudo de muitas espécies desses
géneros foi possivel detectar flavondides (principalmente biflavondides), terpenos, esterdides,
xantonas, lipidios fendlicos e derivados (Anjaneyulu ef al. 1999, Correia et al. 2001, Correia et
al. 2003, Braca et al. 2003, Correia et al. 2006, Shimizu et al. 2006, Ceruks et al. 2007,
Chryssagvi et al. 2008, Ono et al. 2008, Correia et al. 2008, Santos et al. 2010, Deveci et al.
2010, Tomaino et al. 2010, Moyo et al. 2010, Chaves et al. 2010).

No uso popular medicinal sobressaem-se Semecarpus anacardium L. f. utilizada no
tratamento da hanseniase e da debilidade nervosa (Bhatt & Ram 1992); Tapirira guianensis Aubl.
para hanseniase, diarréia e sifilis (Correia et al. 2008); utilizacao das cascas de Spondias tuberosa
Arruda no controle de diarréias, verminoses e escorbuto (Nascimento-Silva et al. 2008); Schinus
terebinthifolius Raddi, tendo propriedades febrifuga, homeostética e antitussigena (Machado &
Carmello-Guerreiro 2001), na cicatrizagdo de feridas e ulceras, tratamento de inflamagdes
uterinas, atividades antimicrobiana, antiespasmddica e antireumadtica (Santos et al. 2010);
Myracroduon urundeuva Fr. All no tratamento de hemorragias, infec¢des respiratdrias, urindrias
e distarbios do sistema digestorio, além de possuir efeito antiinflamat6rio e cicatrizante (Pacheco
et al. 2006); Pistacia lentiscus L. por conter propriedades diuréticas e por tratar a hipertensao,
tosse, dor de garganta, eczema, dores no estdmago, cdlculo renal e ictericia (Benhammou et al.

2008); Anacardium humile St. Hill. contra ulcera, gastrite e diarréia (Luiz-Ferreira et al. 2010).

O género Tapirira Aubl.
Tapirira Aubl. foi descrito por Aublet em 1775; em 1883 Engler deu ao género sua
presente circunscricdo e o colocou na tribo Spondiadeae (Terrazas & Wendt 1995, Von-

Teichman 1990). O género inclui aproximadamente 28 espécies arboreas (Tropicos 2012)



ocorrentes principalmente na América do Sul, estendendo-se pelo México, Peru, Paraguai e
Brasil (Terrazas & Wendt 1995). No Brasil ocorrem apenas quatro espécies: Tapirira guianensis
Aubl., T. obtusa (Benth.) J.D. Mitch., T. pilosa Sprague e T. retusa Ducke. As espécies sdo
amplamente distribuidas por todo territério nacional, exceto nos Estados de Roraima, Amapa e
Rio Grande do Sul (Silva-Cruz & Pirani 2011). Os individuos podem atingir alturas superiores a
30 m e diametro acima de 1 m, sendo frequentes em florestas tropicais e florestas de altitude, bem
como em outras vegetacoes (Terrazas & Wendt 1995).

No que concerne a composicao quimica de suas espécies e atividade biolégica de seus
extratos e metabdlitos é um dos géneros mais estudados da familia Anacardiaceae (Correia et al
2006). Em estudos fitoquimicos foram isolados flavondides, terpenos, esterdides, ferulatos e
derivados de alquil e alquenil fendis (David et al. 1998, Correia et al 2001, Correia et al 2003,
Correia et al 2008, Roumy et al. 2009).

Poucos trabalhos anatomicos foram realizados para o género, destacando-se Von-
Teichman (1990) no estudo acerca da estrutura do pericarpo e da semente de Tapirira guianensis
Aubl. e Lacchia (2006) evidenciando as estruturas secretoras presentes nos dpices caulinares, nas
folhas, nas flores e no fruto da mesma espécie, sendo destacada a presenga de canais e idioblastos
em todos os 6rgaos estudados.

A espécie escolhida para este estudo foi Tapirira guianensis Aubl. conhecida
popularmente como pau-pombo, peito-de-pomba, cupuba ou camboatd (Silva-Cruz & Pirani
2011). E uma espécie arbérea, didica (Fig. 1), importante para uso madeireiro, medicinal e para
ser empregada na recuperacdo de areas degradadas e de matas ciliares (Lorenzi 2002, Lenza &
Oliveira 2005, Santana et al. 2009); florescendo de agosto a dezembro e frutificando de outubro a
marco (Guimaraes 2003, Lenza & Oliveira 2005). Esta distribuida em todo territério brasileiro
(Silva-Cruz & Pirani 2011), principalmente em areas de solo imido (Santana et al 2009).

E relatada para esta espécie atividade contra cAncer humano de préstata e efeito
estimulante uterino e € utilizada na medicina popular contra lepra, diarréia e sifilis (David et al

1998, Correia et al 2003, Correia et al 2008).



Figura 1. Inflorescéncia de Tapirira guianensis Aubl. A. Inflorescéncia contendo
flores hermafroditas. B. Inflorescéncia contendo flores estaminadas. Barras: 1 cm
(A-B).

Estruturas secretoras em Anacardiaceae

Como dito anteriormente, a familia Anacardiaceae é conhecida pela producdo de
substancias importantes na inddstria, na medicina popular e de efeito alergénico (Dong & Bass
1993, Leon 2003, Pell 2004, Barroso et al. 2007, Judd et al. 2007). Todas estas substancias sdo
produzidas e armazenadas por estruturas secretoras que, para esta familia, podem ser de varios
tipos: canais, cavidades, idioblastos, tricomas glandulares e nectarios (Metcalfe & Chalk 1950,
Wunnachit et al. 1992, Pell 2004, Judd et al. 2007, Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009).

As estruturas secretoras de maior ocorréncia em Anacardiaceae sdo os canais e cavidades,
tanto em Orgdos vegetativos quanto reprodutivos (Metcalfe & Chalk 1950, Machado & Carmello-
Guerreiro 2001, Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009). Geralmente estdo associados ao floema

primdrio, secunddrio e/ou medula (Metcalfe & Chalk 1950). Os canais podem produzir resina,



goma-resina ou goma; ja nas cavidades é mais comum a producdo de resinas e 6leo-resinas
(Venning 1948, Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009). Alguns idioblastos podem estar
associados aos canais, como em Tapirira guianensis Aubl., ou ocorrerem dispersos em diferentes
Orgdos vegetativos ou reprodutivos (Lacchia 2006).

Entre as estruturas secretoras também merecem destaque os tricomas glandulares
ocorrentes em algumas espécies, sendo poucos os estudos que fazem referéncia a composicao
quimica do material exsudado (Metcalfe & Chalk 1950). A maioria desses tricomas estd
associada as folhas (Paula & Alves 1973), podendo ocorrer também nos 6rgdos reprodutivos, tais
como flores, brécteas, eixos de inflorescéncia, ovério e pétalas (Lacchia 2006). Lacchia (2006)
denominou os tricomas glandulares presentes em primordios foliares e dpices caulinares em
algumas espécies de Anacardiaceae de coléteres, por serem estes encontrados em 6rgaos jovens
em desenvolvimento e secretarem mucilagem dentre outras substincias, sendo descritos pela
primeira vez para a familia nesse trabalho.

Em Anacardium occidentale L., Wunnachit et al. (1992) consideraram os tricomas
presentes na base da corola ao redor do ovario, como produtores de néctar, sendo comprovada a
secre¢do da substancia através de cromatografia. A mesma espécie foi estudada por Rickson &
Rickson (1998), sendo atribuido cardter nectarifero a secre¢do produzida pelos tricomas
glandulares que revestem depressoes foliares. Lacchia (2006) por meio de testes histoquimicos
em folhas e tricomas glandulares das pétalas florais de Anacardium humile, detectou a presenca
de compostos fendlicos lipossoliveis e polissacarideos, apresentando duas hipdteses para estes
resultados, os tricomas produzem secrecdo mista ou sdo secretores de néctar com grande
quantidade de lipidios e compostos fendlicos. Os autores acreditam que a secre¢@o atrai formigas
responsaveis pela protecdo das folhas contra herbivoria.

Além dos tricomas glandulares que podem ser responsaveis pela producdo de néctar Judd
et al. (2007) e Barroso et al. (2007) afirmam que em algumas espécies as flores de Anacardiaceae
possuem um disco nectarifero intraestaminal. Wannan & Quinn (1991), Von-Teichman & Van-
Wyk (1994, 1996), Gallant et al. (1998) e Lacchia (2006) constataram a presenca desse disco na
base do ovario de muitas espécies da familia, no entanto ndo haviam estudos detalhados que
comprovassem a secre¢do de néctar por este disco. Von-Teichman & Van-Wyk (1994, 1996)

estudaram a estrutura anatdmica da glindula presente em quatro espécies (Heeria argentea
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Meisn., Ozoroa namaquensis (Sprague) I. von Teichman & A.E. van Wyk, Ozoroa paniculosa
(Sond.) R. Fern. & A. Fern. e Protorhus longifolia (Bernh.) Engl.). No entanto, ndo realizaram
nenhum estudo histoquimico ou bioquimico que comprovasse a composicdo do exsudato. No
trabalho de Lacchia (2006) foi comprovada a presenca de disco glandular na base do ovério de
flores estaminadas e hermafroditas de Lithraea molleoides (Vell.) Engl. e Tapirira guianensis
Aubl. sendo que nesta ultima espécie, 0 mesmo permanece durante todo o desenvolvimento do
fruto. Por meio de testes histoquimicos a autora constatou a producao de substancias lipofilicas e
polissacaridicas nessa estrutura, no entanto, também ndo ficou comprovada a secre¢ao de néctar.

O presente estudo representa uma continuidade do trabalho “Estruturas secretoras em
Orgdos vegetativos e reprodutivos de espécies de Anacardiaceae: anatomia, histoquimica e
ultraestrutura” desenvolvido como tese de doutorado por Lacchia (2006). Através dos dados
obtidos pela autora, constatou-se que a flor de Tapiria guianensis Aubl. possui um disco
intraestaminal e o mesmo persiste na base do fruto. Neste disco a epiderme tem indimeros
estomatos e as c€lulas parenquimdticas possuem amido. A autora levantou em seu trabalho duas
hipéteses acerca da problematica: (1) a presenga de estdmatos na epiderme e de amido nas células
parenquimdticas do disco poderia levar a supor que este disco produziria néctar além de
substancias lipidicas, sendo caracterizado como uma glandula mista; ou (2) esta glandula produz
apenas lipidios na regido cortical e os estdmatos sdo uma heranca filogenética do grupo ao qual
pertence a espécie.

Outro aspecto interessante observado por Lacchia (2006) em 7. guianensis foi a presenca
de um endocarpo secretor em frutos ndao maduros. O conteddo das células da camada do
endocarpo em contato com o loculo reagiu positivamente para mucilagem e lipidios 4cidos.
Também foi possivel observar a presenga de material com aspecto de gotas na superficie do
endocarpo e na testa da semente, no entanto, ndo foi possivel caracterizar a composicdo quimica
exata da substancia secretada. Estes resultados serviram de estimulo para andlise dessas
substancias secretadas para que por meio dos novos dados obtidos averiguar se o disco
intraestaminal presente na espécie em questdo é um nectdrio floral.

Agrega-se a estes fatores acima mencionados a inser¢do da presente dissertacdo no projeto
de pesquisa intitulado “Estruturas secretoras em espécies vegetais do Cerrado: abordagens

morfoldgica, quimica e ecoldgica”, realizada na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
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Filho — UNESP, Campus de Botucatu, liderada pela pesquisadora Profa. Dra. Silvia Rodrigues
Machado. O projeto tem por objetivo ampliar o conhecimento sobre aspectos da biologia e
quimica da secrecdo em espécies vegetais do Cerrado e reune pesquisadores de diversas
institui¢des, inclusive da UNICAMP.

As estruturas secretoras em 6rgdos reprodutivos para a familia Anacardiaceae ainda sdo
pouco estudadas se comparados ao volume de informagdes acerca dessas estruturas em Orgaos
vegetativos (Tabela 1 e 2). Se considerarmos os estudos anatdomicos, histoquimicos e bioquimicos
relacionados especificamente as estruturas produtoras de néctar, teremos entdo um nimero ainda
mais reduzido (Wunnachit et al. 1992; Rickson & Rickson 1998). Nas tabelas a seguir
apresentam-se resumidamente os estudos realizados com estruturas secretoras presentes em

orgdos vegetativos e reprodutivos em Anacardiaceae.
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Tabela 1. Estruturas secretoras em 6rgdos vegetativos na familia Anacardiaceae.

Espécies Canais Cavidades Idioblastos Tricomas Nectarios Autores
Anacardium amapaense J.D. - - - X - Mitchell (1992)
Mitch.
Anacardium humile A. St.-Hil. X - X X - Lacchia (2006); Naranjo e Pernia
(1990);
Anacardium nanum A. St.-Hil. X - - X - Morretes (1967)
Anacardium occidentale L. X X - X X Nair et al. (1983); Torres e Jaurequi
(1999); Rickson e Rickson (1998);
Wunnachit et al. (1992)
Anacardium parvifolium Ducke - - - X - Mitchell (1992)
Anacardium spruceanum Benth. X X X X - Paula e Alves (1973)
Ex Engl.
Cotinus coggygria Scop. X - X - - Szab6 (1971)
Lannea coromandelica (Houtt.) X - - - - Venkaiah (1992)
Merr.
Lithraeae molleoides Engl. X - X X - Lacchia (2006); Carmello et al.
(1995)
Mangifera indica L. X X - X - Venning (1948); 14. Tewfic e Habib
(1977); 15. Joel e Fahn (1980)a;
Torres e Jaurequi (1999)
Pachycormus discolor Coville ex X - X X - Gibson (1981)
Standl.
Pistacia lentiscus L. X - X - - Sawidis et al. (2000);
Pleiogynium solandri (Benth.) X - - - - Venning (1948)
Engl.
Rhus glabra L. X - - - - Fahn e Evert (1964)
Rhus succedanea L. X - - - - Harada (1937)
Rhus toxicodendron L. X - - - - Vassilyev (2000)
Rhus vernicifera DC. X - - - - Luo e Xu (1984)
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Continuagdo tabela 1

Schinus lentiscifolius Marchand
Schinus molle L.

Schinus polygamus (Cav.) Cabrera
Schinus terebinthifolius Raddi
Semecarpus anacardium L. f.

Spondias dulcis G. Forst.

Spondias purpurea L.
Spondias tuberosa Arruda

Tapirira guianensis Aubl.

<X

MooKoX

o

MoKoX X

o

MooXoX

<X

Paviani (1965)
Paviani (1965)

Paviani (1965)
Venning (1948); Paviani (1965)
Bhatt e Ram (1992)
Lacchia (2006); Venning (1948);
Sant’anna-Santos et al. (2006)
Torres e Jaurequi (1999)
Sant’anna (1975)
Lacchia (2006); Den Outer e Van-
Vaenendaal (1986).
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Tabela 2. Estruturas secretoras em 6rgados reprodutivos na familia Anacardiaceae.

Espécies Canais  Cavidades Idioblastos Tricomas Nectarios Autores
Anacardium curatellaefolium Saint-Hilaire X X - - - Paula e Heringer (1978)
Anacardium humile A. St.-Hil. X - - X - Lacchia (2006)
Anacardium occidentale L. - - - - X Wunnachit et al. (1992)
Anacardium spruceanum Benth. Ex Engl. X X - - - Paula e Alves (1973)
Astronium graveolens Jacq. X - - - - Carmello-Guerreiro e Paoli
(2000)
Heeria argentea Meisn. X - X - - Von-Teichman e Van-Wyk
(1996)
Lannea discolor Engl. X - X - - Von-Teichman (1987)
Lithraeae brasiliensis Marchand X - X - - Piennar e Von-Teichman
(1998)
Lithraeae molleoides Engl. X - - X - Lacchia (2006); . Carmello-
Guerreiro e Paoli (2005)
Mangifera indica L. X - - - - Venning (1948); Joel e Fahn
(1980)b
Ozoroa namaquensis (Sprague) 1. von - - - X - Von-Teichman e Van-Wyk
Teichman & A.E. van Wyk (1994)
Protorhus namaquensis Sprague X X X - - Von-Teichman e Van-Wyk
(1994)
Rhus problematodes Merxm. & Roessl. X - X - - Von-Teichman e Van-Wyk
(1991)
Rhus succedanea L. X - - - - Harada (1937)
Schinus terebinthifolius Raddi X X - X - Machado e Carmello-
Guerreiro (2001); Carmello-
Guerreiro e Paoli (2002)
Schinopsis balansae Engl. X - - - - Gonzélez e Vesprini (2010)
Smodingium argutum E. Mey. ex Sond. X - - - - Von-Teichman (1998)
Spondias mombin L. X - X - - Lozano (1986)
Tapirira guianensis Aubl. X - - X - Lacchia (2006)
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Justificativa

A familia Anacardiaceae € bastante representativa em territério nacional e poucos
trabalhos abordam a estrutura de nectérios e a quimica da secrecao produzida por estas estruturas
(Wunnachit et al. 1992, Rickson & Rickson 1998). Do ponto de vista da ontogenia de frutos e
sementes também sdo poucos os estudos que abordam esse aspecto (Von-Teichman & Robbertse
1986, Von-Teichman 1987, Von-Teichman & Van-Wyk 1988, Von-Teichman & Van-Wyk 1993,
Von-Teichman & Van-Wyk 1994, Von-Teichman & Van-Wyk 1996, Li et al. 1999, Carmello-
Guerreiro & Paoli 2002, Gonzélez & Vesprini 2010), particularmente na tribo Spondiadeae (Von-
Teichman 1987), a maioria dos trabalhos relatam a anatomia de frutos e sementes ja
desenvolvidos, o que pode gerar confusdes na interpretacdo dos resultados.

Neste contexto, a andlise anatdmica e histoquimica dessas estruturas, bem como, as
andlises quimicas da secrecdo, oferecem a oportunidade de discutir o papel evolutivo e o papel
ecoldgico das estruturas aqui abordadas, bem como, fornecer dados que possam ser utilizados em

trabalhos filogenéticos.

Objetivos
Considerando o exposto anteriormente, este trabalho tem por objetivo geral:
» Verificar a estrutura e ultraestrutura do disco glandular de flores e frutos, bem como,
examinar a natureza da secre¢do produzida e estudar a ontogenia do fruto e da semente de

Tapirira guianensis Aubl.

Material e Métodos

As coletas foram realizadas de acordo com as informagdes de distribui¢io, floracdo e
frutificacdo obtidas em Guimaraes (2003), Lacchia (2006) e Lenza & Oliveira (2005). Trés 4reas
do Estado de Sdo Paulo foram selecionadas: Estacdo Experimental de Itirapina (22° 13’ S; 47° 51’
O), Estacdo Experimental de Mogi Guagu (22° 10* S; 47° 07° O) e fragmento em Sousas —
Distrito de Campinas (22° 51° S; 46° 57 O). Os locais de coleta estdo representados na Figura 2.
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Figura 2. Mapa do Estado de Sdo Paulo (tom pastel) evidenciando os locais de coleta em dreas do
Sudeste Brasileiro.

A Estacdo Experimental de Itirapina tem drea de 3.212,81 ha e abrange amostras
significativas da vegetacdo de Cerrado e Campo Cerrado. A drea estd envolta por areas de
reflorestamentos de Pinnus spp. € Eucalyptus spp. (Silva 2005). Estd localizada no municipio de
Brotas, no Estado de Sao Paulo, entre as coordenadas 22° 10” a 22° 15° S e 47° 45 a 48° O. O
clima da regido € do tipo Cwa de Koeppen (1948) — mesotérmico com inverno seco em que a
temperatura média do més mais frio € inferior a 18°C e a do més mais quente € superior a 22°C e
total das chuvas do més mais seco ndo ultrapassa 30 mm (Silva 2005). De acordo com Silva
(2005) a precipitagdo média anual € 1.458,9 mm, o periodo chuvoso se concentra entre 0s meses
de outubro e marco e corresponde a cerca de 80% da precipitagcdo anual.

A Estacdo Experimental de Mogi Guacgu, onde estd localizada a Fazenda Campininha, no
municipio de Mogi Guagu, Estado de Sdo Paulo, possui uma area de 2.706,28 ha. Abrange

vegetacdo de Cerrado sensu lato (de campo a cerraddao) e possui algumas dreas de
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reflorestamento de Eucalyptus spp. O clima da regido é do tipo Cwa de Koeppen (1948), o
periodo chuvoso é bem marcado e concentra-se entre os meses de outubro e fevereiro, com
indices pluviométricos acima de 100 mm; o periodo de seca compreende os meses de junho a
agosto, caracteristico da regido (Leitdo & Silva 2004). Ainda segundo os mesmos autores, 0S
meses mais quentes apresentam temperaturas superiores a 22°C e os mais frios inferiores a 18°C.

No municipio de Campinas, SP, ha cerca de 200 fragmentos florestais que testemunham a
vegetacdo original (Santos & Kinoshita 2003). Neste trabalho foi selecionado um desses
fragmentos de Floresta Atlantica Estacional Semidecidua situado no Distrito de Sousas. Em
geral, nessa regido o clima é do tipo Cwag’ de Koeppen (1958), temperado, moderadamente
chuvoso, de inverno seco nio rigoroso, com precipitacdo média anual de 1.409 mm (Santos &
Kinoshita 2003). A temperatura média anual é de 21,4°C, com médias médximas de 27,1°C e
médias minimas de 15,6°C.

As coletas foram realizadas entre os meses de marco a dezembro de 2011 e janeiro a
fevereiro de 2012 (Tabela 3). As regides de coleta correspondem a margens de cOrregos ou
brejos, por serem estas as preferidas pela espécie. Vale salientar que as trés areas de coletas

correpondem a formagdes florestais.

Tabela 3. Listagem das coletas realizadas e 6rgaos coletados de Tapirira guianensis Aubl.

Data Local Orgaos coletados
25/03/2011 Estacdo Experimental de Itirapina Frutos completamente desenvolvidos.
13/09/2011 Estacdo Experimental de Mogi Guagt Flores femininas.
17/10/2011 Fragmento em Sousas Botdes florais, flores femininas e masculinas e frutos em

varios estagios de desenvolvimento.

17/11/2011 Fragmento em Sousas Frutos em vdrios estdgios de desenvolvimento.
06/12/2011 Fragmento em Sousas Frutos em varios estagios de desenvolvimento.
18/01/2012 Fragmento em Sousas Frutos completamente desenvolvidos.
08/02/2012 Fragmento em Sousas Frutos completamente desenvolvidos.

Os resultados obtidos foram organizados em dois capitulos:
» Capitulo 1: Nectario floral de Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae): aspectos

estruturais, ultraestruturais e composi¢ao quimica do néctar.
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» Capitulo 2: Ontogenia do pericarpo e semente de Tapirira guianensis Aubl.

(Anacardiaceae): aspectos estruturais, ultraestruturais e histoquimica.
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Resumo - Este estudo teve por objetivo investigar a estrutura e ultraestrutura do disco glandular
intraestaminal em flores estaminadas e hermafroditas e em frutos, bem como, verificar a
composi¢do quimica da substincia produzida em Tapirira guianensis Aubl (Anacardiaceae),
espécie amplamente distribuida em todo territério brasileiro, particularmente em areas de solo
umido. Amostras do disco glandular em varias fases de desenvolvimento foram coletadas, fixadas
e processadas para estudos em microscopia de luz e eletronica de transmissdo, segundo as
técnicas convencionais. Testes histoquimicos foram empregados para identificar os principais
metabodlitos presentes no tecido glandular. Este disco consiste em epiderme uniestratificada
recoberta por fina cuticula e parénquima vascularizado. Algumas evidéncias indicam que o néctar
¢ exsudado via estdmatos. A composicdo quimica do néctar é semelhante para as flores
estaminadas e hermafroditas, tendo como agtcar predominante a sacarose; a concentracdo de
actiicares ¢ de cerca de 10% em flores estaminadas e 49% em flores hermafroditas. A
ultraestrutura das células se altera significativamente durante os varios estdgios de secrecdo, a
alteracdo mais evidente foi a reducdo dos amiloplastos entre as fases pré-secretora e secretora. Na
fase secretora foram observadas evidéncias que indicam mecanismo de secre¢do granuldcrino e
écrino. Em todas as fases as células epidérmicas e subepidérmicas reagiram positivamente para
os testes histoquimicos que detectam lipidios e substincias fendlicas. Com base nas andlises
realizadas o nectario floral de 7. guianensis pode ser classificado como uma glandula de secrecao
mista, pois possui aparato celular para sintese de secrecdo hidrofilica e lipofilica, sendo esta
ultima predominante a partir da formacdo do fruto. Existe na literatura relato de glandulas
extraflorais que produzem néctar e lipidios, sendo classificadas como nectarios sensu lato, o

mesmo € valido para a glandula floral de T. guianensis.

Palavras-chave: Estdmatos modificados, nectério floral, lipidios, néctar, secre¢ao.
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Abstract — This work investigated the structure and ultrastructure of the intrastaminal
receptacular gland in staminate and pistillate flowers and fruits, as well verified the chemical
composition of the substance produced by Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae), a species
widely distributed throughout Brazil, particularly in areas the presence of moist soil. Samples of
receptacular gland in various stages of development were collected, fixed and processed to
studies in light and transmission electron microscopy according to conventional techniques.
Histochemical tests were employed to identify the major metabolites present in glandular tissue.
This receptacular gland consist of uniseriate epidermis covered with thin cuticle and vascularized
parenchyma. Some evidence indicates that the nectar is exuded via stomata. Chemical
composition of nectar is similar to the staminate and pistillate flowers, and predominant sugar is
sucrose; the sugar concentration is about 10% to staminate flowers and 49% to pistillate flowers.
The cells ultrastructure changes considerably during the various stages of secretion, the most
obvious change was the reduction of amyloplasts between the pre-secretory and secretory phases.
In the secretory phase were observed evidences indicating granulocrine and ecrine mechanism of
secretion. In all stages, epidermal and subepidermal cells reacted positively to histochemical tests
that detect lipids and phenolic substances. Based on analyses performed, floral nectar of T.
guianensis can be classified as a mixed secretion gland, because it has apparatus for synthesis of
hydrophilic and lipophilic secretion, the latter predominantly from fruit formation. There are
reports in literature of extrafloral glands informing the production of nectar and lipids, they are

classified as nectaries sensu lato, the same is applied to the floral gland on 7. guianensis.

Keywords: Modified stomata, floral nectary, lipid, nectar, secretion.
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Introducao

A familia Anacardiacae € referida na literatura como tendo disco nectarifero
intraestaminal geralmente bem desenvolvido e algumas vezes transformado em pequenos
ginéforos (Cronquist 1981; Wannan & Quinn 1991; Gallant et al. 1998; Judd et al. 2007; Barroso
et al. 2007; Bernadello 2007). Em alguns trabalhos (Von-Teichman & Van-Wyk 1994, 1996) sdo
realizadas descricOes anatomicas do disco nectarifero intraestaminal para representantes da
familia, entretanto ndo foram realizados experimentos que comprovassem a secrecdo de néctar
por estas estruturas. Informacdes sobre a estrutura dos nectérios florais e composi¢do quimica do
néctar para a familia ainda sdo escassas, sendo relatado apenas o trabalho de Wunnachit et al.
(1992) para Anacardium occidentale L. Nesta espécie, o néctar € exsudado via tricomas,
demonstrando que pode haver uma variacdo estrutural dentro da familia. Até o momento ndo h4
trabalhos que abordem a organizacdo ultraestrutural de nectarios em Anacardiaceae.

Lacchia (2006) constatou que a flor de 7. guianensis possui um disco intraestaminal
persistente com a formacdo do fruto; seus dados relatam presenca de estdmatos na epiderme e
amido nas células parenquimdticas. A autora ndo confirmou em seu trabalho a secrecio de néctar
por esta estrutura, no entanto confirmou a producdo de lipidios. Os resultados desse trabalho
serviram de estimulo para andlise da substancia secretada. Portanto, este estudo teve por objetivo
investigar a estrutura e ultraestrura do disco glandular intraestaminal em flores estaminadas e
hermafroditas e em frutos, bem como, verificar a composicdo quimica da substancia produzida
em Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae), espécie didica e amplamente distribuida no
Cerrado brasileiro (Lorenzi 2002; Lenza & Oliveira 2005; Silva-Cruz & Pirani 2012).

O termo nectdrio foi introduzido por Linné em 1735 para designar estruturas
multicelulares responsaveis pela producdo de néctar (Fahn 1979); estas estruturas podem ocorrer
tanto em Orgdos vegetativos quanto em Orgdos reprodutivos (nectdrio extrafloral e floral,
respectivamente) (Fahn 1979, 1988; Schimid 1988; Galetto & Bernadello 2004; Nepi 2007). Os
nectarios florais desempenham importante papel na reproducdo, uma vez que, o néctar € uma das
principais recompensas oferecidas ao polinizador, sendo bastante comum em vdrias familias de
angiospermas polinizadas por animais — passaros, pequenos mamiferos e insetos (Percival 1961;

Baker & Baker 1973a; Cruden et al. 1983; Galetto 1997; Davis et al. 1998; Vesprini et al. 1999;
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Petanidou et al. 2000; Galetto & Bernadello 2004; Galetto & Bernadello 2005; Chalcoff er al.
2006; Macukanovié-Joci¢ et al. 2007; Nicolson 2007; Paiva & Machado 2008).

O néctar € uma substancia que tem como componentes principais os agucares, sendo
comuns outras substancias em menor quantidade, como: aminodcidos, proteinas, lipidios,
antioxidantes, alcaldides, substancias fendlicas, vitaminas, dcidos organicos, dentre outras (Baker
& Baker 1973a, 1983; Vesprini et al. 1999; Galetto & Bernadello 2005). De acordo com os
mesmos autores, 0os aclicares € os aminodcidos sdo os componentes mais significativos e tém
papel importante tanto do ponto de vista taxondmico quanto ecolégico. A concentracdo dos
aminodcidos no néctar € consideravelmente inferior em relacdo aos agucares e sua presenca estd
relacionada com a recompensa para insetos que nao dispdoem de outras fontes que fornecam os
componentes basicos para construcdo de proteinas (Baker & Baker 1983).

Andlises de aminodcidos e carboidratos em néctar t€m sido realizadas por diversos autores
(Percival 1961; Baker & Baker 1973b; Cruden & Toledo 1977; Cruden & Hermann-Parker 1979;
Gilliam et al. 1980; Baker & Baker 1983; Wunnachit er al. 1992; Galleto 1997; Galleto et al.
1997; Galleto et al. 1998; Davis et al. 1998; Vesprini et al. 1999; Galetto & Bernadello 2004;
Chalkoff et al. 2006; Canto et al. 2007; Wenzler et al. 2008). Estes estudos demonstram que as
diferengas na concentracdo dos principais carboidratos presentes no néctar (sacarose, frutose e
glicose) juntamente com a morfologia da inflorescéncia e da flor, estdo relacionadas com o tipo
de polinizador e tem implicacdo taxondmica e filogenética; a composi¢do quimica do néctar pode
variar entre individuos pertencentes a mesma familia ou até mesmo entre individuos pertencentes
ao mesmo género.

Em Anacardiaceae apenas Anacardium occidentale L. teve a composicdo quimica do
néctar analisada (Wunnachit et al. 1992), havendo assim uma necessidade de novos estudos que
esclarecam algumas questdes em relagdo a composicao quimica do néctar e quais as diferengas na
quimica do néctar entre flores estaminadas e hermafroditas da mesma espécie.

Do ponto de vista anatomico, a estrutura, localizacdo e topografia dos nectdrios florais
podem ser significativamente diferentes e especificas para cada familia (Fahn 1979; Galetto
1997; Pacini et al. 2003; Galetto & Bernadello 2004; Galetto & Bernadello 2005; Sulborska &
Weryszko-Chmielewska 2007). De acordo com Bernadello (2007) essas estruturas apresentam

valor taxondmico, pois podem ser razoavelmente homogéneas ou mudarem drasticamente dentro
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de alguns grupos, aliado ao fato de que podem ser facilmente adquiridas ou perdidas dentro de
uma linhagem, o que ajuda a entender a evolucdo do grupo. O aspecto estrutural do nectario
também tem importincia na apicultura, na correlacdo entre estrutura e abundincia do néctar
produzido (Sulborska & Weryszko-Chmielewska 2007). Os nectérios podem ser classificados em
estruturais (disco glandular, tricomas glandulares e nectdrio septal) ou ndo estruturais, estes nao
possuem uma estrutura diferenciada, nesse caso o néctar € exsudado via estdmatos (Fahn 1979).
O nectério consiste em epiderme e tecido parenquimatico especializado (Fahn 1979; Nepi
et al. 1996). A anatomia dos nectarios foi estudada por diversos autores e ao longo do tempo a
nomenclatura utilizada para designar a estrutura do tecido nectarifero passou por modificagdes

(Tabela 1).

Tabelal. Organizacdo anatomica do nectario de acordo com Fahn (1979), Durkee (1983) e Nepi

(2007).
Fahn (1979) Durkee (1983) Nepi (2007) Funcao

Epideme Epiderme Epiderme Diretamente envolvida na
producdo e secrecdo de
néctar.

Tecido parenquimatico Tecido secretor. Parénquima nectarifero. Diretamente envolvidos na

com feixes vasculares. producdo e secre¢do de
néctar.

- Parénquima subglandular Parénquima subnectarifero NZo estdo diretamente
com feixes vasculares. com feixes vasculares. envolvidos na produgéo do
néctar.

* Adaptado de Nepi (2007).

Em uma publicacdo mais recente Nepi (2007) propde a modificagdo dos termos propostos
por Fahn (1979) e Durkee (1983) estruturando o tecido nectarifero em epiderme, parénquima
nectarifero e parénquima subnectarifero, sendo esta a nomenclatura adotada nos trabalhos mais
recentes.

A organizagdo ultraestrutural dos nectdrios também varia muito entre as espécies, bem
como as fases do processo de secre¢do (Paiva & Machado 2008). A dindmica da organizacdo
celular durante a producdo do néctar tem sido pouco estudada, destacando-se os trabalhos de Zer

& Fahn (1992), Figueiredo & Pais (1992), Razem & Davis (1999), Peng et al. (2004),
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Stpiczynska et al. (2005), Paiva & Machado (2008). O conhecimento da organiza¢do estrutural e
ultraestrutural dos nectérios aliado ao estudo da composi¢ao quimica do néctar permite esclarecer
o papel dessa secrecdo para o vegetal (Fahn 1979; Roshchina & Roshchina 1993, Rocha er al.
2010).

Material e Métodos
Flores em pré-antese e em antese de individuos masculinos e femininos e frutos em varios

estagios de desenvolvimento de Tapirira guinanensis Aubl. foram coletados em trés dreas do
Estado de Sao Paulo: Estacdo Experimental de Itirapina (22° 13° S; 47° 51° O), Estagdo
Experimental de Mogi Guagu (22° 10* S; 47° 07 O) e fragmento em Sousas — Distrito de
Campinas (22° 51" S; 46° 57° O). As coletas foram realizadas entre os meses de marco a

dezembro de 2011 e janeiro a fevereiro de 2012.

Microscopia de luz

Para descri¢do anatomica das glandulas florais e do disco glandular do fruto jovem as
amostras foram fixadas em FAA (formaldeido, 4cido acético, etanol 50%; 1:1:18 v/v) por 24
horas (Johansen 1940). O material foi desidratado em série butilica e incluido em Paraplast®
(Johansen 1940). Seccdes transversais e longitudinais com 10 um de espessura foram obtidas
com auxilio de micrétomo rotativo (Microm HM340E) e coradas com Azul de Astra e Safranina
(Gerlach 1984). Todas as laminas foram montadas em resina sintética Entellan® e as imagens
capturadas com camera digital (Olympus DP71) acoplada ao microscopio 6ptico (Olympus

BXS51).

Histoquimica

Para os testes histoquimicos foi utilizado material fixado em FAA (para substincias
hidrofilicas) por 24 horas e em FNT (tampao fosfato, formalina; 9:1 v/v) (para substancias
lipofilicas e substancias fendlicas) por 48 horas. Os tratamentos realizados foram: Negro de
Suddo B (Pearse 1980), Sulfato Azul do Nilo (Cain 1947), Lugol (Berlyn & Miksche 1976),
Cloreto de Ferro III (Johansen 1940), Reagente de Wagner (Furr & Mahlberg 1981), Reagente de
Schiff (PAS) (McManus 1948), Vermelho de Ruténio (Johansen 1940), Acido Ténico e Cloreto
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de Ferro III (Pizzolato & Lillie 1973). As substancias detectadas e suas respectivas reagoes
cromdticas positivas encontram-se na Tabela 2. Os resultados foram registrados por meio de
imagens capturadas com camera digital (Olympus DP71) acoplada ao microscépio Optico

(Olympus BX51).

Tabela 2. Testes histoquimicos utilizados na caracterizacao das substancias presentes no disco

glandular de Tapirira guianensis Aubl.

Teste Substéancia detectada Reacio cromatica positiva

Negro de Suddo B Lipidios totais Azul a negro

Sulfato Azul do Nilo Lipidios 4cidos e neutros Azul piscina para lipidios 4cidos e
rosa a purpura para lipidios neutros

Lugol Amido Roxo a negro

Cloreto de Ferro III Compostos fendlicos Marrom e negro

Reagente de Wagner Alcaléides Vermelho

Reagente de Schiff (PAS) Polissacarideos totais Rosa

Vermelho de Ruténio Pectinas Rosa intenso

Acido Ténico e Cloreto de Ferro III Mucilagens Negro

Microscopia eletronica de transmissao

Na microscopia eletronica de transmissdo o material vegetal (nectario da flor hermafrodita
em fase de pré-antese e antese; disco glandular do fruto em vérios estdgios de desenvolvimento)
foi fixado em glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3 durante 24 horas a uma
temperatura de 5°C. Pds-fixado em tetréxido de 6smio 1% no mesmo tampao durante uma hora a
25°C, desidratado em série crescente de solucao de acetona e incluido em araldite (Machado &
Rodrigues 2004). As seccOes ultrafinas foram obtidas com navalha de diamante e coradas com
azul de metileno a 1% e contrastadas com acetato de uranila (Watson 1958) e citrato de chumbo
(Reynolds 1963). O material foi observado em microscépio eletronico de transmissdao Philips

E.M. 301.

Andlise da secrecdo produzida pelo disco glandular
A secrecdo do disco glandular das flores foi submetida ao teste para detec¢do de glicose

através de tiras reagentes (Uri-test 11), cuja concentracao de glicose foi estimada através da
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mudanca de coloracdo da érea reativa da tira e comparada com a escala cromética fornecida pelo
fabricante. Para andlise quimica do néctar as flores hermafroditas e estaminadas foram ensacadas
a fim de evitar potenciais danos causados pelos insetos, bem como, para preservacio da secrecao
a ser coletada. A secrecdo de cada morfotipo floral foi coletada com auxilio de tubos capilares de
vidro e armazenada em papel filtro Watman® n. 1 em baixa temperatura (Galetto & Bernadello
2005).

A composicao dos acucares foi verificada em 50 flores de cada individuo (trés individuos
contendo flores estaminadas e trés individuos contendo flores hermafroditas) totalizando 300
flores, em uma populagdo pertencente ao fragmento de Sousas — Distrito de Campinas (22° 51° S;
46° 57° O). Ap6s o armazenamento no papel filtro as amostras foram levadas ao laboratério e
redissolvidas em dgua destilada. Para andlise quantitativa dos carboidratos presentes na secrecao
foram utilizados kits reagentes para glicose, frutose e sacarose (®Sigma) seguindo-se as
metodologias propostas por Bergmeyer & Bernt (1974), Southgate (1976) e Kunsst et al. (1984).
Ap6s o preparo dos reagentes as amostras foram levadas ao espectrofotdometro e tiveram suas
absorbancias medidas no comprimento de onda de 340 nm. A seguir foi realizada a leitura e
efetuaram-se os cdlculos para cada componente de acordo com as férmulas a seguir:

Em que:
mg (glicose)/ mL = (AA) (TV) (F) (0.029)
(SV)
mg (frutose)/ mL = (AA) (F) (0,614)
mg (sacarose)/ mL = (AA) (F) (1,21)

AA = A teste — A branco total
TV= Volume total do ensaio
SV = Volume da amostra

F = Fator de diluicao utilizado

A = Absorbincia em 340 nm

Tomando-se os resultados obtidos, a partir da utilizagdo das formulas, efetuou-se o
célculo da taxa de agucares para classificacdo da espécie de acordo com Baker & Baker (1982).
Reacgdes calorimétricas para aminodcidos foram realizadas em escala de histidina de acordo com
a técnica de Baker & Baker (1975). Os resultados foram expressos como média + desvio-padrao.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Bioestat 5.3. Para comparacao
das médias aritméticas foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de acordo com o teste T em

nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Resultados
Aspectos estruturais e histoquimica

As flores de Tapirira guinanensis Aubl. sio pequenas (2-3 mm de didmetro),
actinomorfas, pentameras, dialipétalas e gamossépalas, com ambos os verticilos pouco vistosos
de cor esverdeada (Fig. 1A-B). A principal diferenca morfologica entre elas ¢ que na flor
hermafrodita, o gineceu € conspicuo, globoso e bem desenvolvido (Fig. 1A), o ovério é stipero
unilocular e uniovulado, possuindo trés estigmas curtos e globosos (Fig. 1A), enquanto que na

flor estaminada o gineceu € atrofiado, piloso e nao funcional (Fig. 1B).

Figura 1. Flores de Tapirira guianensis Aubl. A. Flor hermafrodita. B. Flor estaminada. (Dg = disco
glandular, Ov = ovdrio, Es = estigma). Barras: 0,5 cm (A-B).

Ambas as flores apresentam um disco glandular proeminente localizado ao redor do
gineceu (Fig. 1A-B). Este disco ja € perceptivel na fase de botdo e apds antese € capaz de secretar
uma substancia incolor (aproximadamente 1 pl) durante vérios dias. A secrecdo reagiu
fortemente em teste utilizando tiras reagentes para determinacao de glicose (Uri-test 11), assim, a
secrecdo € considerada néctar e a glandula nectdrio. Na flor hermafrodita a glandula permanece
ativa em todas as fases do desenvolvimento desde ovério até fruto completamente desenvolvido,
no entanto para de liberar néctar na fase de fruto jovem, sendo, portanto denominada apenas de
disco glandular a partir dessa fase. As observacdes de campo mostraram grande diversidade de

insetos visitando ambos morfotipos florais, predominantemente himendpteros (abelhas e vespas).
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O nectario floral é estruturalmente semelhante em ambas as flores (estaminadas e
hermafroditas) tanto na fase de pré-antese quanto de antese (Fig.2A-B), localizado sempre em
volta do gineceu, possui 10 lobos distribuidos alternadamente em relacdo aos estames (Fig. 2A).
Consiste de epiderme secretora e de tecido parenquimdtico (Fig. 2C). A epiderme tem cor
alaranjada em material fixado em FAA e FNT, apresenta-se uniestratificada, constituida por
células de paredes delgadas e revestida por fina cuticula (Fig. 2E). Estomatos estdo amplamente
distribuidos ao longo de toda a epiderme um pouco abaixo do nivel das demais células (Fig. 2E-
F).

Nao h4 uma divisdo estrutural clara entre o parénquima nectarifero e subnectarifero, a nao
ser pela regido vascularizada tipica de parénquima subnectarifero (Fig. 2C), no entanto, a regido
vascularizada foi considerara a subnectarifera e a regido logo abaixo da epiderme a nectarifera.
As células subepidérmicas sdo pequenas, justapostas e possuem citoplasma denso (Fig. 2C e E).
H4 aumento do tamanho celular em direciio a base do nectario (Fig. 2C). E possivel visualizar
esparsamente cristais do tipo drusa em formato poliédrico (Fig. 2D e E).

O tecido vascular presente no nectdrio € uma continuagdo do sistema vascular do pedicelo
floral e estd restrito a base do mesmo (Fig. 3A). O pedicelo possui um anel central de floema e
xilema e diversos canais secretores (Fig. 3A), estes estdo presentes em todas as fases da flor. O
canal € formado por lume revestido por duas a quatro camadas de células epiteliais que se
distinguem das demais células do parénquima quanto ao formato, retangulares e achatadas (Fig.

3B).
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Figura 2. Estrutura anatdmica do nectario floral de Tapirira guianensis Aubl. em seccdes transversais (A)
e longitudinais (B-F). A. Localizacdo do nectdrio em volta do gineceu. B. Posi¢do intraestaminal do
nectario. C. Aspecto geral do nectdrio floral evidenciando a epiderme, parénquima nectarifero,
parénquima subnectarifero e feixes vasculares. D. Detalhe das drusas presentes no nectdrio em luz
polarizada. E. Detalhe da epiderme revestida por cuticula e drusas distribuidas esparsamente no
parénquima. F. Estomato modificado em posi¢do inferior em relag@o as demais células da epiderme. (Gi =
gineceu, Ne = nectdrio, Ep = epiderme, Pn = parénquima nectarifero, Ps = parénquima subnectarifero, Fv
= feixe vascular, Ct = cuticula, Es = estobmato, Dr = drusa). Barras: 100 um (A-B), 50 um (C-D), 10 um
(E-F).
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Figura 3. Tecido vascular e canais secretores no pedicelo de Tapirira guianensis Aubl. em secgdes
transversais. A. Pedicelo com feixes vasculares em um anel central, sempre associados aos canais
secretores. B. Canal secretor associado ao feixe vascular e envolto por bainha de células secretoras. (Cs =
canal secretor, Fv = feixe vascular). Barras: 50 pm (A), 20 um (B).

Com o desenvolvimento do fruto os canais secretores ampliam consideravelmente o seu
tamanho em direcdo a regido central da glandula, antes restritos apenas ao pedicelo (Fig. 4A-D).
O citoplasma das células parenquimdticas é pouco denso e ainda € possivel observar drusas
dispersas por todo o parénquima (Fig. 4A e C). Estruturalmente ndo ha alteragdes significativas
em relacdo as fases anteriores.

Os testes histoquimicos revelaram a presenca de lipidios na epiderme secretora do
nectario de todas as fases das flores estaminadas, hermafroditas e do disco glandular dos frutos,
acontecendo o mesmo para as células subepidérmicas (Fig. 5A-B); compostos fendlicos e
polissacarideos também foram encontrados nas mesmas estruturas (Fig. 5C-D). A presenca de
amido no protoplasto das células parenquimadticas foi expressiva na fase de pré-antese (Fig. SE),
mas ausente durante a antese e fases posteriores (Fig. 5F). As células da bainha, que envolve os
canais secretores, reagiram positivamente para o Cloreto Férrico 10%, Negro de Sudao B e
Sulfato Azul do Nilo, demonstrando a presenca de compostos fendlicos e lipidios. A secrecdo dos
canais apresentou uma fracao lipofilica e outra hidrofilica, sendo positiva para as reacdes com

Negro de Sudao B, Sulfato Azul do Nilo e PAS.
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Figura 4. Seccdes longitudinais do disco glandular do fruto de Tapirira guianensis Aubl. em diferentes
fases do desenvolvimento. A. Disco glandular do fruto jovem. B. Fruto jovem. C. Disco glandular do
fruto completamente desenvolvido, com pouca ou nenhuma diferenca em relagdo a fase anterior. D.
Canais secretores em fruto completamente desenvolvido. (Ep = epiderme; Pq = parénquima; Fv = feixe
vascular; Dr = drusas; Cs = canal secretor; Dg = disco glandular). Barras: 20 um (A e C); 200 um (B e
D).

No disco glandular do fruto jovem as reacdes na epiderme foram fortemente positivas
para lipidios e compostos fendlicos, ndo havendo nenhuma diferenca em relacdo a fase
precedente (flor em antese). Nestas fases ndo foi possivel observar nenhuma substancia sendo
secretada para o exterior do disco glandular, no entanto as células epidérmicas e subepidérmicas

permanecem em atividade secretora, evidenciada através dos testes histoquimicos (Tabela 3).
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Tabela 3. Testes histoquimicos na glandula de flores hermafroditas

frutos jovens de Tapirira guianensis Aubl:

em pré-antese, antese e em

Testes histoquimicos Pré-antese Antese Fruto jovem
Negro de Sudio B ep., sub., id., ba. ep., sub., id., ba. ep., sub., id., ba.
++) (++) (Fig 5A) ++)
Sulfato Azul do Nilo ep., sub., id., ba. ep., sub., id., ba. ep., sub., id., ba.
++) (++) (Fig 5B) ++)
Cloreto de Ferro 111 ep., sub., id., ba. ep., sub., id., ba. ep., sub., id., ba.
++) (++) (Fig 5C) ++)
Lugol ep., sub., pq. ) )
(++) (Fig SE) (Fig 5F)
Reagente de Wagner (-) -) -)
Reagente de Schiff ep., sub., pq., id., ba. ep., sub., id., ba. ep., sub., id., ba.
++) (++) (Fig 5D) ++)
Vermelho de Ruténio p-c. p-c. p-c.
++) ++) ++)
Acido Tanico/ Cloreto de -) -) -)

Ferro II1

(++) fortemente positivo, (-) negativo. Destaque em cinza para o teste que apresentou mudancas dentre as diferentes
fases analisadas. (ep.: epiderme; sub.: células subepidérmicas; pq.: parénquima; ba.: bainha do canal secretor; id.:

idioblastos; p.c.: parede celular).
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Figura 5. Testes histoquimicos no nectario floral e disco glandular do fruto de Tapirira guianensis Aubl.
em secgOes longitudinais. A. Reacgdo positiva para Negro de Suddo B em flor hermafrodita na fase de pré-
antese. B. Reacgdo positiva para Sulfato Azul do Nilo em fruto na fase jovem. C. Reacdo positiva para
Cloreto Férrico em flor hermafrodita em antese. D. Reacdo positiva para PAS em flor estaminada em fase
de pré-antese. E. Reacio positiva para Lugol em flor estaminada na fase de pré-antese. F. Reacdo negativa
para Lugol em flor estaminada na fase de antese. Barras: 20 um (A, C e D); 50 um (B, E e F).
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Aspectos ultraestruturais

Baseando-se nas alteracdes histoquimicas e estruturais observadas nas flores
hermafroditas, os resultados obtidos foram agrupados em trés fases distintas: fase I —
representada pelas flores em pré-antese; fase Il — representada pelas flores em antese; e fase III —
representada pelo disco glandular presente em frutos jovens. As fases foram denominadas de pré-
secretora, secretora e pds-secretora, respectivamente. A nomenclatura das regides anatomicas do
nectario segue a sugerida por Nepi (2007).

Fase I - Na fase pré-secretora as células da epiderme mostram vacuolo grande, totalmente
preenchido por contetdo fendlico e com as demais organelas em posi¢do parietal (Fig 6A);
algumas células possuem pequenas vesiculas proximas a membrana celular, algumas delas
contendo material fibrilar (Fig. 6B). O citoplasma € bastante denso, devido a grande quantidade
de ribossomos dispersos, o que dificulta a visualizacdo das organelas (Fig. 6A). A cuticula tem
aspecto heterogéneo e apresenta microcanais em diversos pontos (Fig. 6C).

As células do parénquima nectarifero exibem diversos estdgios de secrecdo (Fig. 7A).
Todas com vacuolos de tamanho reduzido, alguns de conteddo elétron-denso, indicando a
presenca de substincias lipofilicas (6leos e substancias fendlicas) (Fig. 7A-B), nicleo grande
com nucléolo evidente (Fig. 7A), citoplasma denso contendo ribossomos, mitocdndrias,
dictiossomos pouco desenvolvidos e segmentos de reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 7A-D),
este se encontra associado a pequenas vesiculas (Fig. 7C). Os plastidios armazenam graos de
amido, pouco numerosos, em processo final de degradacio (Fig. 7A). Em algumas células
observam-se gotas de lipidios sempre proximas a membrana plasmdtica (Fig. 7D). As células
estdo interligadas através de plasmodesmos (Fig. 7B e D) e espacos periplasméticos sdo evidentes
(Fig. 7B e D).

As células do parénquima subnectarifero armazenam grande quantidade de amido nos
plastidios (Fig. 8A-B). Um grande vactolo preenche toda célula, alguns com inclusdes fendlicas,
empurrando as organelas para a posi¢do parietal (Fig. 8 A-C). Material fibrilar € visualizado no
interior dos vacuolos (Fig. 8 A-C). Estas células encontram-se associadas aos elementos de vaso

(Fig. 8C), espacos intercelulares sdo evidentes entre algumas células (Fig. 8A).
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Figura 6. Aspectos ultraestruturais da
epiderme do nectdrio de Tapirira
guianensis Aubl. em fase pré-
secretora. A. Células com vactolo
proeminente de contetido fortemente
elétron-denso e citoplasma denso. B.
Vesiculas préximas a membrana
plasmatica (seta = material fibrilar). C.
Detalhe da cuticula evidenciando
diversos  microcanais  (setas
microcanais). (Va = vactolo; Ve
vesicula; Ci = citoplasma; Ct
cuticula; Pc = parede celular; Ol
gota de 6leo). Barras: 1 um (A); 2 pm
BeC).



Figura 7. Ultraestrutura do parénquima nectarifero do nectdrio floral de Tapirira guianensis Aubl. em
fase pré-secretora. A. Aspecto geral de células em diferentes estagios de secrecdo, célula da esquerda em
estdgio inicial e célula da direita em estagio final. B. Detalhe evidenciando plasmodesmos (setas),
mitocOndria, plastidios contendo gridos de amido e espago periplasmatico (asteriscos). C. Detalhe de uma
célula mostrando o reticulo endoplasmatico rugoso associado a pequenas vesiculas, mitocondrias, vactiolo
de conteddo fendlico. D. Destaque para as gotas de 6leo proximas a membrana celular, dictiossomos,
reticulo endoplasmatico e mitocdndrias. (Va = vactiolo; Ve = vesicula; Nu = niicleo; Mi = mitocondria; P1
= plastidio; Re = reticulo endoplasmatico; Di = dictiossomo; Ol = gotas de 6leo; Fe = vactiolo contendo
substancia fendlica). Barras: 2 uym (A-D).
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Figura 8. Ultraestrutura do parénquima subnectarifero do nectério floral de Tapirira guianensis Aubl. em
fase pré-secretora. A. Aspecto geral do tecido subnectarifero. B. Plastidio contendo grdos de amido;
inclusées osmiofilicas dispersas no vaciolo; organelas em posi¢do parietal; C. Célula associada ao
elemento de vaso. (Pl = plastidio; Va = vactiolo; Ev = elemento de vaso). Barras: 2 um (A-C)
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Fase Il — De maneira geral, na fase secretora ocorre aumento no nimero de plastidios,
mitocondrias, reticulo endoplasmdtico e ribossomos. A epiderme ja possui as organelas mais
visiveis que na fase anterior, com nudcleo grande em posicao periférica, plastidios contendo
pequenas gotas osmiofilicas, reticulo endoplasmatico e inimeras mitocondrias (Fig. 9A-B). O
citoplasma € bastante denso devido a presenca de ribossomos (Fig. 9A-B). Estas células ainda
possuem um grande vactolo de conteudo elétron-denso, assim como na fase anterior, no entanto
também se observa pequenas vesiculas proximas a membrana plasmaética (Fig. 9A-B).

As células subepidérmicas exibem padrio semelhante a fase anterior, com algumas
células em estagios diferentes de secre¢do (Fig. 10 A-B); no dpice da secrecdo as células possuem
nicleo proeminente, reticulo endoplasmatico, citoplasma rico em ribossomos, indmeros
plastidios contendo gotas lipidicas, mitocOndrias e plastidios de tamanho bastante reduzido
quando comparado a fase pré-secretora (Fig. 10 A); nas células que se encontram em um estagio
posterior o vactolo possui tamanho maior, ocupando quase toda a célula, e em seu interior ha
material fibrilar (Fig. 10 B). Gotas de 6leo foram encontradas préximas a membrana plasmadtica
de algumas células (Fig. 10 B), bem como pequenas vesiculas (Fig. 10 D); o nucleo estd quase
sempre proximo ao reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 10 C). Um aspecto interessante € que
nesta fase os plastidios ndo acumulam amido como na fase anterior, no entanto, estdo repletos de
material lipofilico (plastoglébulos) (Fig. 10 D).

No parénquima subnectarifero a diferenga mais marcante em relacdo a fase anterior foi o
nimero reduzido de plastidios contendo reserva de amido, estes também demonstram tamanho
menor (Fig. 10 E). Esta caracteristica é reconhecida como fase final de hidrélise dos graos de
amido. As células dessa regido possuem espacos intercelulares, tem as organelas em posicao
parietal, vactiolo tnico ocupando quase que a totalidade da célula, pode-se observar niimero
elevado de goticulas elétron-densas dispersas nas células, principalmente na periferia dos
vacuolos; além disso, gotas de 6leo também estdo presentes (Fig. 10 F). Em algumas regides
também foi possivel visualizar elementos de tudo crivado associados a células companheiras,

confirmando a presenca de feixes vasculares nesta regido do nectario (Fig. 10 F).
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Figura 9. Aspectos ultraestruturais da epiderme do nectario floral de Tapirira
guianensis Aubl. em fase secretora. A. Células com vactolo proeminente, nicleo
grande em posicdo periférica, plastidios contendo goticulas lipofilicas e pequenas
vesiculas préximas a membrana plasmatica. B. Detalhe de células da epiderme.
(Nu = ndcleo; Pl = plastidio; Va = vactiolo; Ve = vesicula; Re = reticulo
endoplasmatico rugoso; Mi = mitocondria). Barras: 2 um (A-B).
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Figura 10. Ultraestrutura do parénquima glandular (A-D) e subglandular (E-F) do nectdrio floral de
Tapirira guianensis Aubl. no apice da secrecdo. A. Aspecto geral das células subepidérmicas. B. Célula
subepidérmica em estagio final de secrecdo, com vactiolo tomando a maior parte da célula. C. Detalhe do
nicleo préximo ao reticulo endoplasmatico. D. Detalhe do plastidio contendo inclusdes lipidicas e
vesiculas préximas a membrana plasmatica. E. Aspecto geral do tecido subnectarifero com abundancia de
gotas elétron-densas (setas). F. Tecido vascular na regido subnectarifera. (Mi = mitocondria; P1 = plastidio
contendo plastoglébulos; Va = vactolo; Ve = vesicula; Nu = niicleo; Ol = gotas de dleo; Re = reticulo
endoplasmatico; Cc = célula companheira; Ec = elemento de tubo crivado). Barras: 2 pm (A-F)
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Fase III — Nesta fase o vactolo das células epidérmicas da glindula presente no fruto
jovem ocupa praticamente todo o volume celular, em seu interior se observa material elétron-
denso, com algumas células ja em fase final de secrecdo (Fig 11 A). As células subepidérmicas se
encontram em fase final de secre¢@o, no entanto, diversas goticulas de lipidios sdo encontradas
proximas a membrana plasmdtica (Fig. 11 B), bem como, algumas vesiculas (Fig. 11 C). As
organelas se encontram em posi¢do parietal, devido ao grande volume vacuolar, ndo sendo
possivel distingui-las com facilidade. O vactiolo acumula substancias elétron-densas de aspecto
heterogéneo (Fig 11 B). O citoplasma ainda € rico em ribossomos e observam-se alguns
plastidios contendo gotas de material lipofilico (Fig 12 A-B).

As células do parénquima subnectarifero possuem um udnico vacutolo ocupando todo o
volume celular, empurrando as organelas para a periferia da célula (Fig. 12 B), pouco material
osmiofilico € encontrado e os plastidios estdo completamente ausentes, divergindo da fase
secretora (Fig 10 E-F). As demais fases dos frutos apresentaram padrdao semelhante, portanto niao

foram aqui descritas.
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Figura 11. Eletromicrografias do disco
glandular do fruto jovem de Tapirira
guianensis Aubl. A. Células
epidérmicas. B. Aspecto geral das
células subepidérmicas (seta = gotas de
0leo). C. Detalhe de uma célula
subepidérmica mostrando gotas
lipidicas e vesiculas. (Va = vactiolo; Ve
= vesicula; Ol = gotas de 6leo). Barras:
2 um (A-C).
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Figura 12. Eletromicrografias do disco
glandular do fruto jovem de Tapirira
guianensis Aubl. A. Detalhe de uma célula
subepidérmica mostrando plastidios
contendo gotas lipidicas e algumas vesiculas
proximas a membrana celular. B. Plastidio
contendo inclusdes lipidicas C. Células da
do parénquima subnectarifero exibindo
grande vacuolo que ocupa quase todo o
volume celular. (Pl = plastidio, Va =
vacuolo; Ve = vesicula). Barras: 2 pm (A-
O).



Andlise da secrecdo produzida pelo tecido glandular

A secrecdo coletada dos morfotipos florais foi diluida em dgua (2:1) e, segundo a escala
cromdtica das tiras reagentes, a secrecdo apresenta concentracdo maxima de glicose em torno de
100 mg/dl (1,0 mg/ml) para as flores estaminadas e 600 mg/dl (6,0 mg/ml) para as flores
hermafroditas (Fig. 13). Utilizando a tabela de conversdo proposta por Galetto & Bernadello
(2005), estes valores equivalem a 10% e 49%, respectivamente, o que demonstra acentuada

diferenga entre as concentragdes do néctar entre individuos com flores estaminadas e de flores

hermafroditas.

a

5OS | RESULTS il

Figura 13. Tiras reagentes para determinagédo de glicose (Uri-test
11) em destaque (retdngulo vazado) a reacdo cromadtica positiva
fornecida pelo fabricante a esquerda e resultados obtidos neste
trabalho a direita (B = branco, M = individuos com flores
estaminadas, F = individuos com flores hermafroditas).

A andlise da composicdo de acucares e concentracio de aminodcidos mostra-se
semelhante entre os individuos analisados (Tabela 4). Os trés acucares (frutose, glicose e

sacarose) foram detectados em todas as amostras e sua propor¢do foi bastante homogénea entre
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os individuos amostrados. As poucas variagdes ocorridas ndo foram significativamente diferentes

entre si (p>0,05).

Tabela 4. Composicdo quimica do néctar de Tapirira guianensis Aubl.

Variaveis Flores estaminadas Flores hermafroditas Teste T pareado
(n=150) (n=150)

Escala de histidina 1,62 £ 0,56 0,64 £0,28 0,074

(mg/mL)

% Sacarose 48,34% + 0,18 57,47% + 0,05 0,563

% Frutose 30,01% + 0,09 29,40% + 0,02 0,903

% Glicose 21,56% + 0,08 13,10% + 0,06 0,449

r =S/G+F 1,03 +£0,70 1,33 +£0,35 0,644

rh = G/F 0,71 £0,08 1,03 £0,54 0,354

A composic¢ao do néctar é analisada mostrando os actcares individuais (sacarose, frutose e glicose) e as taxas de
acucares (r) e hexoses (rh) entre as flores estaminadas e as flores hermafroditas. Os dados tabelados estio expressos
como média + desvio padrdo. As varidveis ndo foram significativamente diferentes entre as flores estaminadas e as
flores hermafroditas (p>0,05). Foram amostrados trés individuos femininos e trés masculinos, num total de 50 flores
por individuo.

As flores estaminadas e hermafroditas apresentam néctar sacarose dominante (r>1,0) e a
relacdo de hexoses (rh) demonstra que a frutose é predominante, tanto nos individuos que
possuem flores hermafroditas (rh = 1,03), quanto nos que possuem flores estaminadas (rh =
0,71). As varidveis avaliadas ndo diferiram significativamente entre os morfotipos florais
(p>0,05), demonstrando que a sexualidade do individuo ndo interfere na composi¢ido quimica do

néctar (Tabela 4).

Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho, principalmente com relagdo a composi¢cdo
predominante da secrecdo, permitem classificar o disco glandular das flores hermafroditas e
estaminadas de 7. guianensis como nectdrios florais. Alguns aspectos da estrutura floral de
Anacardiaceae foram elucidados no trabalho de Wannan & Quinn (1991), os autores realizaram
um estudo comparativo entre 17 gé€neros desta familia, observando um disco nectarifero
intraestaminal na maioria das espécies. Scholefield (1982), Von-Teichman (1987), Von-

Teichman & Van-Wyk (1994), Von-Teichman & Van-Wyk (1996), Gallant et al. (1998) e Von-
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Teichman (1998) também observaram a presenga de um disco nectarifero intraestaminal em
algumas espécies de Anacardiaceae.

As diferencas morfolégicas do nectdrio floral entre espécies da familia Anacardiaceae sdo
bastante acentuadas e podem refletir a relacdo filogenética entre os tdxons (Von-Teichman &
Van-Wyk 1994; Von-Teichman & Van-Wyk 1996; Von-Teichman 1998). O disco nectarifero de
T. guinanensis apresenta epiderme secretora recoberta por cuticula, estdmatos modificados e
parénquima com regido vascularizada conforme ja descrito para Protorhus longifélia (Bernh.)
Engl., P. namaquensis Sprague (Von-Teichman & Van-Wyk 1994), Smodingium argutum E.
Mey. ex Sond. (Von-Teichman 1998) e para Heeria argentea Meisn. (Von-Teichman & Van-
Wyk 1996). O mesmo apresenta caracteristicas tipicas de tecido nectarifero, como células
pequenas com paredes celulares finas, nucleo relativamente grande, vacuolos pequenos e
citoplasma denso (Fahn 1979; Durkee 1983; Nepi et al. 1996; Galetto & Bernadello 2005; Nepi
2007). Vale ressaltar que 7. guianensis é tnica espécie da familia, at¢ o momento, em que a
glandula floral permanece até o desenvolvimento completo do fruto.

Em T. guianensis estdmatos modificados estdo presentes ao longo da epiderme, sendo esta
a rota mais provavel para a saida do néctar. Os estomatos modificados também estdo presentes
em Protorhus longifolia, P. namaquensis (Von-Teichman & Van-Wyk 1994), Smodingium
argutum (Von-Teichman 1998) e Heeria argentea (Von-Teichman & Van-Wyk 1996). J4 em
Anacardium occidentale as células da epiderme ndo sdo secretoras e o néctar € exsudado via
tricomas multicelulares que se elevam acima da epiderme com a liberacdo da secre¢do dando-se
através da cuticula dos tricomas (Wunnachit er al. 1992). Lacchia (2006) observou a presenca de
um disco glandular nectarifero intraestaminal nas flores de Lithraea molleoides Engl., ja em
Anacardium humile A. St. Hill. foram observados tricomas glandulares na regido basal da face
adaxial das pétalas, no entanto, a autora sugere que estes tricomas produzem uma secrecao mista
de natureza mucilaginosa e predominantemente lipidica.

Na maioria das angiospermas, o néctar pode ser exsudado por diversas vias: tricomas,
poros, por ruptura ou permeabilidade da cuticula, ou via estdmatos modificados (Fahn 1979,
O’Brien et al. 1996, Nepi 2007, Varassin et al. 2008). O termo estomatos modificados foi
utilizado pela primeira vez por Fahn (1979) para designar nectdrios que ndo tem a secrecao

liberada por um tecido nectarifero diferenciado, mas é exsudada por estdbmatos que normalmente
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perderam a habilidade de fechar o poro estomdtico. Alguns outros estudos descrevem esses
estomatos modificados envolvidos na secrecdo do néctar em outras familias (Davis & Gunning
1992; Galetto & Bernadello 1992, Zer & Fahn 1992; Nepi et al. 1996; O’Brien et al. 1996; Fahn
& Shimony 2001; Wist & Davis 2006; Paiva & Machado 2008; Varassin et al. 2008). Nao é
eliminada a possibilidade de algum néctar ser exsudado via cuticula, pois em microscopia
eletronica de transmissdo foram observados alguns canais na cuticula, podendo ser esta uma rota
provéavel de eliminacdo da secrecdo, pois eles podem aumentar a porosidade e facilitar a
passagem de macromoléculas por esta estrutura (Wist & Davis 2006, Rocha & Machado 2009,
Melo et al. 2010, Stpiczynska et al.2011).

As caracteristicas ultraestruturais aqui observadas como nucleo proeminente, citoplasma
denso, abundancia de reticulo endoplasmadtico, dictiossomos ativos, mitocondrias, ribossomos,
plasmodesmos, vacuolos pequenos durante o estidgio de secrecdo, dentre outras, sdo relatadas
para diversos nectdrios de angiospermas e sdo indicativos de alta atividade metabdlica (Fahn
1979, Durkee 1983, Nepi et al. 1996, Stpiczynska et al. 2005, Paiva & Machado 2006). A
ultraestrutura das células secretoras muda significativamente durante os estdgios da atividade do
nectdrio. As alteragcdes ultraestruturais verificadas nas fases pré-secretora e secretora foram
similares aquelas de outras familias (Zer & Fahn 1992, Figueiredo & Pais 1992, Fanh & Shimony
2001, Stpiczynska et al. 2005, Horner et al. 2007, Paiva & Machado 2008), sugerindo que estas
alteracoes estdo envolvidas na conversdo dos acticares que comporao o néctar .

Os resultados dos testes histoquimicos e ultraestrutura levantam a hipétese de que todo o
nectdrio € especializado na sintese, acimulo e liberacdo do néctar, constituindo-se numa unidade
funcional (Fahn 1979, Paiva & Machado 2008, Rocha & Machado 2009). Em T. guianensis foi
possivel observar graos de amido nas flores em pré-antese, enquanto que durante a antese os
mesmos estao ausentes, provavelmente o amido € utilizado no metabolismo da planta para sintese
do néctar, assim como descrito em outras espécies (Nepi et al. 1996; Fahn & Shimony 2001;
Horner et al. 2007, Rocha & Machado 2009). Esta caracteristica foi considerada como um marco
estrutural capaz de separar a fase pré-secretora (graos de amido abundantes) das fases secretora e
pOs-secretora (graos de amido escassos ou ausentes). A presenca de amido em um estigio pré-

secretor e auséncia no periodo posterior indicam que esse carboidrato foi utilizado como recurso
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na formacdo dos agucares do néctar ou estd envolvido fornecendo energia para o processo
secretor (Fahn & Shimony 2001, Stpiczynska et al. 2005).

Fahn & Shimony (2001) afirmam que o pré-néctar (sacarose) € originado no floema e é
armazenado principalmente nos plastidios sob a forma de grdos de amido, que sdo hidrolisados
em frutose e glicose para fase secretora do néctar. A presenga de reticulo endoplasmético estd
bastante relacionada com a translocacdo de actcares do sitio de produgdo do pré-néctar até as
células responsaveis pela transformacdo do pré-néctar em néctar (Rocha & Machado 2009).

As mudancgas ultraestruturais observadas durante os varios estigios de secrecdo também
indicam que a participacdo das organelas pode variar em dados momentos da secrecdo. Células
em que predominam dictiossomos estdo relacionadas com a producdo de secrecdo hidrofilica
(Durkee 1983) e células onde ha predominio de reticulo endoplasmadtico estdo relacionadas com a
sintese de secrecdo lipofilica, podendo atuar também na translocacdo e/ou concentragdo
tempordria de acgucares (Durkee 1983, Figueiredo & Pais 1992, Paiva & Machado 2008).
Dictiossomos foram observados apenas na fase pré-secretora, ndo sendo possivel confirmar se
estdo presentes nas fases posteriores, indicando produgdo de substancias hidrofilicas nesta fase; o
reticulo endoplasmatico rugoso €é abundante tanto na fase que antecede o periodo secretor quanto
na fase secretora propriamente dita, sendo um indicativo de que as células também possuem
aparato necessdario para a producdo de substancias lipofilicas, sendo esta produg¢do mais
acentuada a partir da fase II. Os vacuolos sdo dreas de conversdo da sacarose (Durkee 1983)
sendo pequenos € numerosos na fase I; o aumento do volume do vaciolo em estagio pds-secretor
normalmente estd associado com eventos autofdgicos e de senescéncia, sendo evidenciado
também pelo material fibrilar presente em seu interior (Durkee 1983, Razem & Davis 1999).

De acordo com os testes histoquimicos a epiderme secretora do nectério floral e do disco
glandular dos frutos de 7. guianensis produz substancias lipofilicas, polissacarideos e compostos
fendlicos. As células da epiderme e subepiderme apresentam vactolo com conteido fortemente
elétron-denso, que correspondem as substincias fendlicas detectadas nos testes histoquimicos.
Estes compostos encontram-se compartimentalizados nos vactiolos, no entanto, podem tornar o
néctar toxico, caso sejam exsudados via cuticula, ou repelir alguns visitantes, visto que alguns

insetos podem se alimentar de tecidos florais (Galetto & Bernadello 2005; Nicolson 2007). Estas
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substancias, muitas vezes, lhes conferem um odor e sabor particular que pode ser essencial para a
manutencdo de certos grupos de polinizadores (Southwick 1990; Galetto & Bernadello 2004).

A presenga de lipidios no néctar € bastante comum em diversas espécies (Baker & Baker
1973a; Fahn 1979, 1988; Rocha & Machado 2009), no entanto, a producdo € tdo pequena que €
possivel detectar apenas tracos, juntamente com aminodcidos, proteinas, fendlicos e
antioxidantes; o que se observa em 7. guianensis é que hd uma producio elevada de lipidios e
fendlicos, comprovada por meio dos testes histoquimicos e microscopia eletronica de
transmissdo. A secrecdo de Oleos por flores € uma caracteristica bastante particular (Neff &
Simpson 2005), e a ocorréncia de uma glandula de secrecdo mista, que secreta tanto néctar
quanto lipidios, € aqui relatada pela primeira vez na familia Anacardiaceae. Os lipidios e
compostos fendlicos podem ser exsudados para a superficie via permeabilidade da cuticula, uma
vez que a mesma oferece uma passagem para as substancias lipossoliveis, enquanto que para as
substancias hidrofilicas se constitui em uma barreira (Nepi et al. 1996), no entanto, nio ficou
confirmada a liberacdo dessas substincias para o meio externo, confirmando-se apenas producao
e acimulo das mesmas.

Segundo Neff & Simpson (2005) a producdo de lipidios atua na atracdo de abelhas,
oferecendo estas substancias como recompensa ao polinizador, sendo duas vezes mais energético
que o néctar, ou ainda podem fazer parte dos componentes dos dleos volateis, servindo como
atrativos odoriferos. Plastoglobulos e gotas de 6leo nos vaciolos ou dispersas no citoplasma,
mais evidentes na fase secretora e pds-secretora, sdo uma evidéncia ultraestrutural da producao
de lipidios por esta glindula e sdo bastante similares a plastidios envolvidos na sintese de
terpendides em glandulas lipofilicas (Gleizes et al. 1980, Figueiredo & Pais 1992, Turner et al.
1999, Stpiczynska et al. 2005, Machado et al. 2006, Possobom et al. 2010), sendo caracteristicas
pouco comuns em tecidos nectariferos (Rocha & Machado 2009). Os plastoglébulos também
permitem a troca de lipidios entre os compartimentos membranares (Bréhelin & Kessler 2008).

Odor e néctar sdo elementos importantes para manter o relacionamento entre a planta e o
polinizador: o odor floral é responsdvel pela atracdo de longa distdncia, enquanto o néctar
constitui a principal recompensa floral (Melo et al. 2010). Melo et al. (2010) estudando algumas
espécies de Orchidaceae perceberam que as caracteristicas estruturais e ultraestruturais de

nectarios florais e osmoéforos sdao bastante semelhantes, sendo que nestas ultimas hd um
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predominio de reticulo endoplasmatico e poucos dictiossomos, caracteristica compativel com a
fase secretora de 7. guianensis.

A capacidade de secretar tanto néctar quanto lipidios também é relatada nos nectérios
extraflorais de Diplopterys pubipetala (A. Juss.) W.R. Anderson & C. Davis e Hiptage sericea
Hook. f. (Malpighiaceae) (Subramanian et al. 1990, Possobom et al. 2010), foi observado que
estas espécies possuem o aparato subcelular para secretar tanto substincias hidrofilicas quanto
lipofilicas, assim como ocorre em 7. guianensis. Estudos sobre elai6foros em Malpighiaceae
sugerem que nectdrios e elaidforos sdo estruturas homoélogas, exibindo semelhancas na estrutura
anatdmica e no mecanismo de secrecdo, diferindo apenas quanto a natureza quimica das
substancias (Subramanian er al. 1990, Vogel 1990, Vinson et al. 1997, Castro et al. 2001,
Possobom et al. 2010). Vogel (1990) levanta a hipétese de que as glandulas produtoras de 6leo,
elai6foros, tiveram origem a partir de nectérios, podendo ser esta uma caracteristica de transi¢ao
presente na espécie estudada.

Por meio dos testes histoquimicos e andlise ultraestrutural, observou-se que o disco
glandular do fruto perde a capacidade de secretar néctar e produz apenas fendlicos e lipidios,
como detectado também no trabalho de Lacchia (2006), atuando provavelmente na protecdo do
fruto contra a herbivoria (Fahn 1979; Roshchina & Roshchina 1993). Estas susbtancias também
podem estar envolvidas na defesa quimica do fruto aumentando o potencial reprodutivo do
individuo, uma vez que estas substincias sdo toxicas e antibidticas e diminuem a ovoposi¢ao
(Lacchia 2006).

A presenca de drusas contendo cristais no tecido nectarifero ndo foi relatada para outras
espécies de Anacardiaceae; estes podem servir como uma barreira fisica e quimica para proteger
0 nectdrio e o gineceu contra insetos e outros organismos que podem usi-lo como fonte de
alimento (Korth et al. 2006, Horner et al. 2007). Segundo Paiva & Machado (2005), esses cristais
também podem atuar na eliminacdo do excesso de cdlcio citossdlico, muito comum no floema e
imediacOes de tecidos secretores, bem como auxiliar o transporte via simplasto.

A presenca de numerosos plasmodesmos conectando as células parenquimdticas do
nectario € uma forte evidéncia de que o transporte do pré-nectar ocorre via simplasto,
caracteristica observada em muitas outras espécies de angiospermas (Fahn 1979, Zer & Fahn

1992, Figueiredo & Pais 1992, Stpigynska et al. 2003, Wist & Davis 2006, Sulborska et al. 2007,
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Possobom et al. 2010, Paiva 2011). No entanto, a partir da fase II sdo observados alguns espacos
intercelulares, que podem indicar transporte via apoplasto (Fahn 1979).

As vesiculas secretoras proximas a membrana plasmdtica associadas ao reticulo
endoplasmdtico em 7. guianensis, sdo indicativos de forma de liberacdao da secrecdo do tipo
granuldcrina, pois o reticulo endoplasmatico € a organela mais comum envolvida na producdo de
vesiculas secretoras em células nectariferas (Durkee 1983, Fahn 2000), além disso, pequenas
vesiculas estdo amplamente distribuidas préximas a membrana plasmadtica. No entanto, as células
também possuem indicativo de liberacdo écrina, pois € comum a presenca de gotas de 6leo. Ja
foi observado em outros trabalhos que € possivel uma mesma estrutura possuir ambos os modos
de liberagdo da secrecao (Zer & Fahn 1992, Razem & Davis 1999).

Percival (1961) estudou 889 espécies de angiospermas e dividiu as mesmas em trés
grupos de acordo com o tipo de actcar predominante no néctar: (1) predominio de sacarose, (2)
proporcdo igualitdria entre sacarose, glicose e frutose, (3) predominancia de frutose e glicose.
Posteriormente Baker e Baker (1982) confirmaram as observagdes realizadas por Percival (1961)
de que certas espécies conservam uma determinada propor¢do entre sacarose, glicose e frutose,
no entanto, os autores dividiram as espécies estudadas em quatro grupos, de acordo com a
proporcdo entre os trés agucares, atribuindo uma taxa baseada no cdlculo S/(G+F) (S=sacarose;
G=glicose; F=frutose): (1) sacarose dominante (r >1,0), (2) rico em sacarose (0,5-1,0), (3) rico
em hexose (0,1-0,5) e (4) hexose dominante (<0,1), sendo esta a classificagdo mais aceita
atualmente.

Em T. guianensis constatou-se, no presente trabalho, que o néctar na fase floral é sacarose
dominante (r > 1,0) tanto nos individuos contendo flores estaminadas quanto nos individuos
contendo flores hermafroditas. A composi¢do quimica do néctar em Anacardiaceae havia sido
estudada apenas em uma espécie — Anacardium occidentale L. por Wunnachit et al. (1992).
Nessa espécie foi verificada que a relacdo dissacarideos/monossacarideos € de 0,08 para as flores
hermafroditas e de 0,13 para as flores estaminadas, mostrando que essas flores tém
predominéncia de hexoses (frutose e glicose) em sua composi¢cdo. Em A. occidentale nao houve
diferenca significativa entre a composi¢do quimica do néctar entre os morfotipos florais, assim
como em 7. guianensis. Algumas familias sdo caracterizadas por uma determinada relacio

dissacarideos/monossacarideos, como Lamiaceae e Ranunculaceae, que tém um néctar com
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predominancia de sacarose (Baker & Baker 1983) e Solanaceae, com predominéncia de hexoses
(Galetto et al. 1998), outras apresentam diferencas entre os géneros, como Scrophulariaceae
(Baker & Baker 1983). Devido a caréncia de estudos ndo € possivel discutir com precisdo as
tendéncias gerais para Anacardiaceae.

A concentragdo do néctar € altamente influenciada pelos fatores ambientais,
especialmente pela temperatura e pela umidade (Clalkoff ef al. 2006; Pacini et al. 2003, Nepi et
al. 2007). Tapirira guianensis é encontrada em areas Umidas e alagadicas (Santana et al. 2009) e
de acordo com Wunnachit et al. (1992) um ambiente seco explica altas concentragdes de néctar, o
oposto acontece para ambientes iumidos. Além disso, a rdpida evaporacdo do néctar, geralmente
em flores que possuem a corola pouco profunda, causa um aumento na concentracdo (Galetto et
al. 1998). Foram encontradas diferencas pronunciadas entre os individuos estudados, as flores
hermafroditas exibem maior concentracdo de agucares, fator que pode estar relacionado ao
microhabitat em volta das flores; como as inflorescéncias masculinas tem maior quantidade de
flores, a umidade é mantida por mais tempo, reduzindo a evaporacdo do componente aquoso do
néctar, estando assim menos concentrado.

A concentragdo dos aminodcidos no néctar é consideravelmente inferior em relacdo aos
actcares e sua presencga estd relacionada com a recompensa a insetos que nio dispdem de outras
fontes que fornecam os componentes basicos para construcao de proteinas (Baker e Baker 1983).
As diferengas na concentracdo de aminoacidos entre os morfotipos florais de 7. guianensis nao
foram significativamente diferentes (p>0,05), porém os valores mais elevados nas flores
estaminadas poderiam estar relacionados com uma provavel contaminacdo por pdlen. A
morfologia das flores, em especial nas flores estaminadas, contribui para que isto aconteca, uma
vez que o nectdrio fica totalmente exposto; com a visitagdo dos polinizadores pode haver entdo
contaminacdo desse tecido por graos de pdlen.

Com base nas andlises ultraestruturais e histoquimicas o nectério floral de 7. guianensis
pode ser classificado como uma glandula de secre¢do mista, pois possui aparato celular para
sintese de secrecao hidrofilica e lipofilica, sendo esta ultima predominante a partir da formacgao
do fruto; a secrecdo liberada durante a antese é predominantemente hidrofilica composta
principalmente por acucares, confirmado através do teste em glicofita. Existe na literatura relato

de glandulas extraflorais que produzem néctar e lipidios (Subramanian et al. 1990, Machado et
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al. 2008, Possobom et al. 2010), sendo classificadas como nectdrios sensu lato (Durkee et al.
1984, Machado et al. 2008), o mesmo € vdlido para o nectdrio de 7. guianensis. Estudos
estruturais € quimicos com outras espécies da familia Anacardiaceae sdo necessarios para

verificar se essa caracteristica se repete no grupo.
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Resumo — Anacardiaceae retine aproximadamente 600 espécies e 70 géneros, tem distribuicao
tropical e subtropical. A maioria das espécies apresenta fruto do tipo drupa, podendo ocorrer
também frutos do tipo samara. Este trabalho teve como objetivo descrever a ontogenia do
pericarpo e da semente de Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae). Ovario e frutos em vdrias
fases de desenvolvimento foram coletados, fixados e processados para estudos em microscopia de
luz, eletronica de varredura e de transmissdo, segundo as técnicas convencionais. Testes
histoquimicos foram empregados para identificar os principais metabdlitos presentes nos tecidos.
O epicarpo, originado da epiderme externa do ovario, € formado por uma camada de células
recoberta por cuticula. O mesocarpo, originado a partir do tecido fundamental ovariano, € divido
em trés regides distintas: mesocarpo externo formado por células colenquimaticas; mesocarpo
mediano contendo canais secretores associados aos feixes vasculares e células parenquiméticas
alongadas contendo reserva de amido; e mesocarpo interno com espagos intercelulares
conspicuos e braquiesclereides. O endocarpo sensu lato é formado por trés a quatro camadas de
esclereides de vdrios tipos mais cristais, derivado da epiderme interna ovariana e de uma camada
de células do tecido fundamental. 7. guianensis apresenta o mesmo padrdo geral das espécies
drupdides ja estudadas na familia, com endocarpo lignificado e presenca de canais resiniferos no
mesocarpo. O évulo € tnico, anitropo, de insercdo lateral-apical, bitegumentado, crassinucelado,
com funiculo longo e hipdstase visivel na regido da calaza. A semente completamente
desenvolvida é exalbuminosa, ndo possui camada mecanica e é considerada parcialmente
paquicalazal. O embrido concentra reservas de amido e proteinas. Apesar da producao acentuada
de goma-resina nos canais secretores € compostos fendlicos em geral, os frutos sdo dispersos por
passaros indicando que o efeito negativo que estes produtos quimicos tém sobre dispersores de
sementes deve ser de alguma forma compensado pelos beneficios obtidos através da reducdo

microbiana e ataque de insetos.

Palavras-chave: Anacardiaceae, canais secretores, desenvolvimento, drupa, pau-pombo,

paquicalaza.
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Abstract — Anacardiaceae has 600 species and 70 genera approximately, tropical and subtropical
distribution. Most species presents the drupe fruit, but may also occurs samara. This work
described the ontogeny of pericarp and seed on Tapirira guianensis Aubl. (Anacardiaceae).
Ovary and fruits in various stages of development were collected, fixed and processed for studies
in light, scanning and transmission electron microscopy according to conventional techniques.
Histochemical tests were employed to identify the major metabolites present in the tissue. The
epicarp, originated from outside epidermis of the ovary, is formed by a layer of cells covered by
cuticle. The mesocarp, originated from fundamental ovarian tissue, is divided into three distinct
regions: outer mesocarp formed by colenchymatic cells, median mesocarp containing starch
reserves, and inner mesocarp with conspicuous intercellular spaces and brachisclereids. The
endocarp sensu lato comprises three to four layers of different types of sclereids and crystals,
derived from ovarian inner epidermis and from a cell layer of fundamental tissue. 7. guianensis
has the same general pattern of drupoid species already studied in the family, with lignified
endocarp and presence of resin ducts on mesocarp. The ovule is unique, anatropous, inserted
apical-lateral, bitegmic, crassinucellate with longe funicle and hypostases visible in region of
chalaza. The seed fully developed is exabulminous, has not mechanical layer and is considered
partially pachychalazal. The embryo concentrates reserves of starch and protein. Despite the
marked production of gum-resin in the secretory ducts and phenolic compounds in general, the
fruits are dispersed by birds, indicating that the negative effect of these chemicals on seed
dispersers should be somehow compensated by the benefits achieved by reducing microbial and

insect attack.

Keywords: Anacardiaceae, secretory ducts, development, drupe, “pau-pombo”. Pachychalaza.
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Introducao

Anacardiaceae retine aproximadamente 600 espécies e 70 géneros (Judd et al. 2007,
Barroso et al. 2007). No Brasil estd representada por 14 géneros e 57 espécies, sendo os géneros
Schinus L., Anacardium L., Astronium Jacq. e Spondias L. os mais numerosos (Silva-Cruz &
Pirani 2012). Possui distribuicdo tropical e subtropical, com poucas espécies em regides
temperadas, englobando arbustos ou arvores, raramente lianas ou ervas (Barroso et al. 2007, Judd
et al. 2007, Souza & Lorenzi 2008).

A familia € tradicionalmente subdividida em cinco tribos: Anacardi€ae, Dobinegae,
Rhoéae, Semecarpeae e Spondiadeae (Engler 1892). A maioria das espécies possui fruto drupdide
(Wannan & Quinn 1990, Gonzalez & Vesprini 2010) podendo ser encontrados também frutos do
tipo sdmara (Souza & Lorenzi 2008). Wannan & Quinn (1990) estudaram frutos pertencentes a
29 géneros de Anacardiaceae e reconheceram dois tipos bdsicos de endocarpo: (1) o tipo
Spondias — composto por uma massa de esclerénquima de orientagcdo irregular e (2) o tipo
Anacardium - caracterizado por uma epiderme interna lignificada e arranjo em camadas,
incluindo esclereides em palicada. O primeiro tipo foi encontrado na tribo Spondiadeae, em dois
géneros da tribo Rhoéae (Campnosperma e Pentaspadon) e em um género da tribo Anacardi€ae
(Buchanania). O segundo tipo ocorre nas tribos Rhoéae (exceto nos géneros Campnosperma e
Pentaspadon), Semecarpeae, Dobine€ae e Anacardi€ae (exceto no género Buchanania).

Diante do grande nimero de espécies que compreendem a familia os estudos anatdmicos
dos frutos e sementes ainda sdo incipientes e apenas alguns trabalhos envolvem a ontogenia de
alguns deles (Roth 1974, Von-Teichman & Robbertse 1986, Von-Teichman 1987, Von-Teichman
& Van-Wyk 1988, Von-Teichman 1991, Von-Teichman & Van-Wyk 1993, Von-Teichman &
Van-Wyk 1994, Von-Teichman & Van-Wyk 1996, Li et al. 1999, Carmello-Guerreiro & Paoli
2002, Gonzalez & Vesprini 2010). Nesses trabalhos sdo enfocadas as diferengas estruturais entre
espécies de uma mesma tribo buscando caracteres que possam ser utilizados para delimitar
melhor as tribos ou até mesmo os géneros.

Barroso et al. (2007) afirmam que o mesocarpo dos representantes dessa familia pode ser
carnoso (gé€neros Mangifera e Spondias) ou lacunoso com canais ou cavidades (géneros
Anacardium, Astronium e Myracroduon). Nestes ultimos o sistema secretor € bastante

desenvolvido e os canais e/ou cavidades ocupam quase todo o mesocarpo (Carmello-Guerreiro &
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Paoli 2000). As substincias produzidas podem ter importancia na industria, na medicina popular
e ainda provocarem efeito alergénico (Dong & Bass 1993, Leon 2003, Pell 2004, Barroso et al.
2007, Judd et al. 2007).

Estruturas secretoras sdo bastante comuns em frutos de Anacardiaceae (Harada 1937,
Paula & Alves 1973, Paula & Heringer 1978, Joel & Fahn 1980, Lozano 1986, Von-Teichman
1987, Wannan & Quinn 1990, Von-Teichman 1990, Von-Teichman & Van-Wyk 1993, Von-
Teichman & Van-Wyk 1994, Von-Teichman & Van-Wyk 1996, Piennar & Von-Teichman 1998,
Von-Teichman 1998, Li et al. 1999, Machado & Carmello-Guerreiro 2001, Carmello-Guerreiro
& Paoli 2000, Carmello-Guerreiro & Paoli 2002, Carmello-Guerreiro & Paoli 2005, Lacchia
2006, Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009, Gonzélez & Vesprini 2010), podendo ser encontrados
canais, cavidades ou idioblastos. As estruturas de maior ocorréncia sdo os canais e cavidades
podendo estes produzir resina, goma-resina, 6leo-resina ou goma (Venning 1948, Metcalfe &
Chalk 1950, Lacchia 2006, Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009).

Tapirira Aubl. reine aproximadamente 28 espécies arboreas (Tropicos 2012), no Brasil
ocorrem apenas quatro espécies: 1. guianenses Aubl., T. obtusa (Benth.) J.D. Mitch., T. pilosa
Sprague e T. retusa Ducke; o género é amplamente distribuido por todo territorio nacional (Silva-
Cruz & Pirani 2012). Poucos trabalhos anatdomicos foram realizados para o género, destacando-se
Von-Teichman (1990) no estudo acerca da estrutura do pericarpo e da semente de Tapirira
guianensis Aubl. e Lacchia (2006) evidenciando as estruturas secretores presentes no apice
caulinar, nas flores e no fruto da mesma espécie, sendo destacada a presenca de canais e
idioblastos em diversos 6rgdos, no entanto ndo foi realizado estudo ontogenético do fruto e
semente da espécie.

A espécie selecionada para este estudo foi Tapirira guianensis Aubl., pertencente a tribo
Spondiadea, conhecida popularmente como pau-pombo, peito-de-pomba, cupuba ou camboatd
(Silva-cruz & Pirani 2012). E uma espécie arborea, didica, importante para uso madeireiro,
medicinal e pode ser empregada na recuperacdo de dreas degradadas e de matas ciliares (Lorenzi
2002, Lenza & Oliveira 2005, Santana et al. 2009). E distribuida em todo territério brasileiro
(Silva-cruz & Pirani 2012), principalmente em areas de solo imido (Santana et al 2009). Os
frutos de T. guianensis sdo do tipo drupa, elipsoides, quase esféricos e ideiscentes (Barroso 1999,

Barroso et al. 2007, Santana et al. 2009).
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Este trabalho teve como objetivo estudar a ontogenia do fruto e da semente de Tapirira
guianensis Aubl., Desta forma os dados apresentados vém para auxiliar os estudos taxondmicos e
filogenéticos na familia, relacionar a estrutura anatdomica do fruto com os possiveis modos de
dispersdao e contribuir com os trabalhos relacionados as estruturas secretoras presentes em

Anacardiaceae.

Material e Métodos

Flores em antese de individuos femininos e frutos em vérios estagios de desenvolvimento
de Tapirira guinanensis Aubl. foram coletados em trés dreas do Estado de Sdo Paulo: Estacdo
Experimental de Itirapina (22° 13’ S; 47° 51’ O), Estacdo Experimental de Mogi Guagu (22° 10’
S; 47° 07 O) e fragmento em Sousas — Distrito de Campinas (22° 51° S; 46° 57° O). As coletas

foram realizadas entre os meses de margo a dezembro de 2011 e janeiro a fevereiro de 2012.

Microscopia de luz

No estudo ontogenético do pericarpo, flores e frutos foram coletados, sendo o tamanho
usado como critério inicial para o estabelecimento das fases de desenvolvimento: estddio I
(ovario medindo de 2-3 mm), estadio II (fruto medindo de 3-5 mm), estadio III (fruto medindo de
5,1-8 mm) e estddio IV (fruto medindo de 8,1-10 mm). No estudo ontogenético da semente o
O6vulo e as sementes foram isolados a partir das flores e frutos, respectivamente, sendo
estabelecidas trés fases, baseando-se nas caracteristicas anatdmicas observadas: estadio I (6vulo),
estadio II (semente em desenvolvimento) e estadio III (semente completamente desenvolvida).

As amostras foram fixadas em FAA (formaldeido, 4cido acético, etanol 50%; 1:1:18 v/v)
por 24 horas (Johansen 1940), desidratadas em série etilica e estocadas em etanol 70%. Para as
analises anatomicas o material foi incluido em hidroxietilmetacrilato (Historesin® Leica) de
acordo com a técnica de Gerrits & Smid (1983) seguindo as recomendacdes do fabricante.
Secgdes transversais e longitudinais com 7-8 um de espessura foram obtidas com auxilio de
micrétomo rotativo (Microm HM340E) e coradas com Azul de Toluidina a 0,05% em tampao
acetato (pH = 4,7) (O’Brien et al. 1964). Todas as laminas foram montadas temporariamente em
dgua e as imagens capturadas com camera digital (Olympus DP71) acoplada ao microscépio

optico (Olympus BX51).
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Histoquimica

Para os testes histoquimicos foi utilizado material fixado em FAA (para substincias
hidrofilicas) por 24 horas e em FNT (tampao fosfato, formalina; 9:1 v/v) (para substancias
lipofilicas e substancias fendlicas) por 48 horas. Os tratamentos realizados foram: Negro de
Suddo B (Pearse 1980), Sulfato Azul do Nilo (Cain 1947), Lugol (Berlyn & Miksche 1976),
Cloreto de Ferro III (Johansen 1940), Reagente de Wagner (Furr & Mahlberg 1981), Reagente de
Schiff (PAS) (McManus 1948), Vermelho de Ruténio (Johansen 1940), Acido Tanico e Cloreto
de Ferro III (Pizzolato & Lillie 1973) e Azul-Preto de Anilina (Fisher 1968). As substancias
detectadas e suas respectivas reacdes cromdticas positivas encontram-se na Tabela 1. Os
resultados foram registrados por meio de imagens capturadas com camera digital (Olympus

DP71) acoplada ao microscépio 6ptico (Olympus BXS1).

Tabela 1. Testes histoquimicos utilizados na caracterizacdo das substancias presentes no

pericarpo e na semente de Tapirira guianensis Aubl.

Teste Substéancia detectada Reacio cromatica positiva
Negro de Suddo B Lipidios totais Azul a negro
Sulfato Azul do Nilo Lipidios 4cidos e neutros Azul piscina para lipidios 4cidos e
rosa a purpura para lipidios neutros
Lugol Amido Roxo a negro
Cloreto de Ferro III Compostos fendlicos Marrom e negro
Reagente de Wagner Alcaléides Vermelho
Reagente de Schiff (PAS) Polissacarideos totais Rosa
Vermelho de Ruténio Pectinas Rosa intenso
Acido Ténico e Cloreto de Ferro III Mucilagens Negro
Azul-Preto de Anilina Proteinas Azul profundo a negro

Microscopia eletronica de varredura

Para andlise micromorfolégica, o material fixado em FAA por 24 horas (Johansen 1940),
foi desidratado em série etilica e estocado em etanol 70%. Posteriormente foi desidratado em
série etilica, seco pelo método do ponto critico com CO,, montado e metalizado com ouro. As
observagdes e imagens foram obtidas através de Microscopio Eletronico de Varredura (MEV)

Jeol JSM 5800 LV a 10 kV com camera digital acoplada.
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Microscopia eletronica de transmissdao

Na microscopia eletronica de transmissdo o material vegetal (endocarpo do fruto jovem —
fase I) foi fixado em glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3 durante 24 horas a
uma temperatura de 5°C. Pés-fixado em tetréxido de dsmio 1% no mesmo tampao durante uma
hora a 25°C, desidratado em série crescente de solucdo de acetona e incluido em araldite
(Machado & Rodrigues 2004). As seccOes ultrafinas foram obtidas com navalha de diamante e
coradas com azul de metileno a 1% e contrastadas com acetato de uranila (Watson 1958) e citrato
de chumbo (Reynolds 1963). O material foi observado em microscopio eletronico de transmissao

Philips E.M. 301.

Resultados
Ontogenia e histoquimica do pericarpo

Baseando-se nas alteragdes anatdomicas que ocorrem durante o desenvolvimento do fruto,
os resultados obtidos foram agrupados em quatro estddios: estddio I — representado pelo ovério da
flor em antese; estddio Il — fruto muito jovem; estadio III — fruto jovem no qual se verifica o

alongamento ou crescimento celular; estaddio IV — fruto completamente desenvolvido (Fig. 1). O

pericarpo do fruto foi dividido em trés regides claramente diferenciadas em todas as fases de

desenvolvimento: exocarpo, mesocarpo e endocarpo.

MAAL

Estadio I Estadio 11 Estadio I11 Estadio IV

Figura 1. Flores e frutos de Tapirira guianensis Aubl. Estadio I — Ovario (Ov), estadio II -
fruto muito jovem (3-5 mm), estddio III — fruto jovem no qual se verifica o alongamento ou
crescimento celular (5,1-8 mm) e estddio IV — fruto completamente desenvolvido (8,1-10 mm).
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Estddio I — O ovério de T. guianensis € unilocular constituido de epiderme externa, tecido
fundamental contendo drusas na regifo externa, canais secretores associados ao floema dos feixes
vasculares e epiderme interna que se divide periclinalmente formando duas camadas (Fig. 2). A
epiderme externa do ovdrio € unisseriada, composta por células justapostas, recobertas por
cuticula espessa e contem estomatos (Fig. 3A). As reacOes histoquimicas sdo positivas para
substancias fendlicas (Fig. 3B), lipidios (Fig. 3C) e polissacarideos (Fig. 3D).

O ovirio € piloso (Fig. 4A), recoberto por tricomas tectores e glandulares (Fig 4B-E). Os
tricomas glandulares sdao multicelulares e multisseriados na por¢do secretora (3-4 camadas) (Fig.
4B e D); os tectores sdo alongados, multicelulares e unisseriados de dpice afilado com parede e
cuticula espessa (Fig. 4C e E). A regido fundamental do ovario pode ser dividida em trés regioes,
baseando-se no tamanho, arranjo e conteudo celular. A regido mais externa, subjacente a
epiderme ovariana externa, € constituida por células parenquimdticas em processo intenso de
divisdo celular. Esta regido € constituida por oito a dez camadas de células, de niicleo evidente e
paredes delgadas (Fig. 2). Podem-se visualizar drusas distribuidas ao longo de toda essa regido
(Fig. 2). Na por¢do mediana (Tecido fundamental mediano) encontram-se canais secretores em
diferenciacdo, associados ao floema dos feixes vasculares (Fig. 2; Fig. SA-B). As células que
formam o epitélio dos canais possuem conteido fendlico, lipidico, proteico e polissacaridico
(Tabela 3). A regido interna do ovdario € constituida por 12 a 15 camadas de células
parenquimdticas em processo intenso de divisdo celular em varios planos, com nucleo evidente e
paredes celulares delgadas (Fig. 2), no qual é observado um unico feixe vascular de grande
calibre (Fig. 5C). A epiderme interna da parede ovariana € bisseriada, formada por células

justapostas, de nicleo evidente de posi¢cdo central (Fig. 5D).
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Figura 2. Aspecto geral do ovdrio de Tapirira guianensis
Aubl. em corte transversal. Microscopia de luz e detalhe
das drusas em luz polarizada na regido externa do tecido

fundamental. (Ee = epiderme ovariana externa; Dr =
drusas; Cs = canal secretor com células trabeculares; Ei =
epiderme ovariana interna; Te = tecido fundamental

externo; Tm = tecido fundamental mediano; Ti = tecido
fundamental interno). Barra: 20 um.
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Figura 3. Epiderme externa
ovariana de Tapirira guianensis
Aubl. em cortes transversais. A.
Detalhe da epiderme externa
ovariana em que se visualizam
estomato (Es) e cuticula (Ct). B.
Reacdo positiva para o Cloreto
férrico, evidenciando a presenca de
substancias fendlicas. C. Reacdo
positiva para o Negro de Sudio B,
evidenciando a presenca de lipidios.
D. Reacdo positiva para o PAS,
evidenciando a presenca de
polissacarideos. Barras: 20 um (A),
50 um (B-D).
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Figura 4. Tricomas tectores e glandulares presentes no ovario de Tapirira guianensis Aubl. A. Aspecto
geral do ovario em microscopia eletronica de varredura. B. Eletromicrografia do tricoma glandular. C.
Eletromicrografia dos tricomas tectores. D. Corte longitudinal de tricoma glandular multicelular com
porcdo secretora multisseriada. E. Corte longitudinal de tricoma tector multicelular unisseriado. Barras:
200 um (A), 20 um (B, D, E), 10 um (C).
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Figura 5. Tecido fundamental ovariano e epiderme interna ovariana de Tapirira guianensis Aubl. A.
Regido mediana do tecido fundamental em corte transversal mostrando os canais secretores associados aos
feixes vasculares (Ep = epitélio dos canais; Fv = feixe vascular). B. Regido mediana do tecido
fundamental em corte transversal mostrando os canais secretores (Ep = epitélio dos canais; Lc = lume do
canal secretor). C. Feixe vascular de grande calibre na regifo interna do ovario em destaque em secc¢do
longitudinal. D. Epiderme interna em secc¢do transversal, as setas apontam células em divisdo periclinal.
Barras: 10 pm (B), 20 um (A, C-D).

Estddio Il — Os frutos jovens sdo verdes com glindula intraestaminal persistente e
apresentam intensa atividade mitética. O aspecto geral do pericarpo nessa fase pode ser
visualizado na figura 6A. O epicarpo, derivado da epiderme externa ovariana € bastante

semelhante a epiderme externa da parede do ovdrio, formada por uma camada de células

recobertas por cuticula (Fig. 7A).
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Nessa fase ainda é possivel observar tricomas tectores e glandulares recobrindo toda a
superficie externa do epicarpo, s6 que em menor quantidade em relacao a fase anterior (Fig. 7B).

Os tricomas sao morfologicamente idénticos aos descritos anteriormente.
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Figura 6. Aspecto geral do fruto (Estadio II) de
Tapirira guianensis Aubl. em corte transversal. (Ec =
epicarpo; Dr = drusas; Me = mesocarpo externo; Mm
= mesocarpo mediano; Mi = mesocarpo interno, En =
endocarpo). Barra: 50 uym.
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Figura 7. Detalhes do epicarpo do fruto (Estadio II) de Tapirira guianensis Aubl. A. Seccdo transversal
mostrando detalhe do epicarpo e mesocarpo externo (Ec = epicarpo; Ct = cuticula; Dr = drusa). B.
Eletromicrografia do epicarpo evidenciando tricomas tectores (Tt) e glandulares (Tg). Barras: 20 um (A),
100 um (B).

O mesocarpo se desenvolve a partir do tecido fundamental do ovério sendo possivel
distinguir trés zonas (Fig. 6A). Na mais externa, denominada de mesocarpo externo, ha um
aumento no nimero de camadas, passando a ser constituida por aproximadamente 20 camadas de
células parenquimdticas, ainda em processo de divisdo celular em varios planos e por células
contendo drusas, amplamente distribuidas (Fig. 6 e 7A).

Na zona mediana, denominada de mesocarpo mediano, estdo dispostos em um Unico
circulo os canais secretores (Fig. 8 A-E) associados aos feixes ja bem desenvolvidos (Fig. 6). Os
canais sdo formados por epitélio e bainha secretores, as reagdes histoquimicas sdo positivas para
lipidios, compostos fendlicos, polissacarideos e proteinas (Fig. 8A-E). Células degeneradas do
epitélio sdo lancadas no lume e novas células provenientes da bainha parenquimdtica sdo
diferenciadas em epitélio, substituindo as células degeneradas (Fig. 8H). Em sec¢do longitudinal
pode-se observar com clareza que a estrutura em questao é um canal e ndo uma cavidade (Fig.
8I), no entanto, em seccdes transversais (Fig. 8 F-G) em algumas regides € possivel observar a

fusdo de dois ou mais canais (anastomose) (Fig. 8G).
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Figura 8. Seccoes transversais (A-H) e longitudinais (I) dos canais secretores do ovario e dos frutos de
Tapirira guianensis Aubl. A. Reacdo positiva para Azul do Nilo. B. Reacgéo positiva para PAS. C. Reacdo
positiva para Cloreto Férrico. D. Reacdo positiva para Negro de Sudao B. E. Reacgio positiva para Azul-
Preto de Anilina. F. Canais secretores separados por células parenquimaticas. G. Fusio parcial dos canais
secretores. H. Epitélio degenerando-se (setas) com langcamento dos restos celulares e secre¢do no lume do
canal. I. Canal secretor em sec¢do longitudinal. Barras: 20 um (D, I); 40 um (H), 50 um (A-C, E-G).

Na regido interna (mesocarpo interno) aparecem camadas de células que apresentam
contetdo polissacaridico (Fig. 9B), lipidico (Fig. 9C) e fendlico (Fig. 9D). Essa regido apresenta
divisdes em vdrios planos (Fig. 6A). O endocarpo € constituido por duas camadas de células, de

parede delgada e nicleo proeminente (Fig. 9A).
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Figura 9. Mesocarpo interno e endocarpo de Tapirira guianensis Aubl. em seccdes transversais. A.
Mesocarpo interno contendo idioblastos secretores enfileirados e endocarpo (Ed). B. Reacdo positiva PAS.
C. Reacdo positiva Negro de Sudido B. D. Reacgao positiva Cloreto Férrico. Barras: 20 pm (A), 50 pum (B-
D).

Estddio 11l — Nesta fase, no epicarpo, as células apresentam cuticula espessa e perda dos
tricomas (Fig. 10 e 11A). Os testes histoquimicos revelam as mesmas substancias encontradas
anteriormente (Tabela 3). As células do mesocarpo externo apresentam espessamento péctico-
celulésico tornando-se colenquimaticas, sendo as mais espessas proximas ao epicarpo diminuindo
este espessamento a medida que se aproximam do mesocarpo mediano (Fig. 10 e 11A).

No mesocarpo mediano, regido onde se concentram 0s canais secretores, € possivel
observar aumento no nimero de camadas de células parenquimdticas que separam os canais
secretores dos feixes vasculares, agora bem desenvolvidos (Fig. 10 e 11B). No mesocarpo
interno, desta fase, surgem as diferencas mais marcantes. Espacos intercelulares se tornam
bastante conspicuos entre as células parenquiméticas, formando um aerénquima discreto (Fig. 10
e 11C). Nas 3-4 ultimas camadas a grande maioria das células do mesocarpo interno se diferencia
formando esclereides alongadas, nos sentidos longitudinal, transversal e obliquo (Fig. 11C). As
células que nado lignificam permanecem parenquimaticas sem mudangas no formato e muitas
delas contém cristais do tipo drusa e prismdticos (Fig. 11C-D). No endocarpo, bisseriado, a
camada mais externa se diferencia em esclereide alongada e a dltima camada, em contato com o

l6culo, permanece parenquimética (Fig. 11C).
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Figura 10. Aspecto geral do fruto (Estadio IIl) de Tapirira guianensis Aubl.
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Figura 11. Aspectos do pericarpo de Tapirira guianensis Aubl. (Estadio III) em sec¢des transversais. A.
Detalhe do epicarpo e do mesocarpo externo (Ct = cuticula; Dr = drusas; Es = Espessamento péctico
celulésico da parede celular. B. Feixe vascular completamente desenvolvido. C. Detalhe do endocarpo e
do mesocarpo interno (Mi = mesocarpo interno; En = endocarpo; Cr = cristais; *: espacos intercelulares
formando aerénquima discreto). D. Cristal em célula do mesocarpo interno. Barras: 10 um (A, D), 20 pm
(B-C).

Estddio 1V — O aspecto geral do pericarpo nessa fase encontra-se representado na Figura
12. A alteracdo mais evidente no epicarpo do fruto maduro € o aparecimento de lenticelas (Fig.
13A). No mesocarpo mediano as camadas de células parenquimdticas formadas entre os canais
secretores € os feixes vasculares se dividem e iniciam o alongamento em vdrias direcoes (Fig. 12
e 13B). No mesocarpo interno algumas das células que acumulavam compostos fenélicos passam

a apresentar parede esclerificada (Fig. 13C). No endocarpo, a camada em contato com o l6culo
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agora também se lignifica formando esclereides (Fig. 13D). No mesocarpo externo as células

acumulam amido (Fig. 13E), bem como, as células do mesocarpo mediano (Fig 13F).

Figura 12. Aspecto geral do fruto (Estidio IV) de Tapirira
guianensis Aubl. em corte transversal. (Ec = epicarpo; Me =
mesocarpo externo; Mm = mesocarpo mediano; Mi = mesocarpo
interno, Em = endocarpo). Barra: 100 um.
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Figura 13. Aspectos gerais do pericarpo de Tapirira guianensis Aubl. (Estidio IV) em seccdes
transversais. A. Detalhe do epicarpo mostrando a lenticela e células colenquimatosas do mesocarpo
externo. B. Células alongadas do mesocarpo mediano (setas: parede celular sinuosa). C. Detalhe do
endocarpo (en) e do mesocarpo interno (mi) (setas = formacdo de esclereides, *: espacos intercelulares).
D. Detalhe do encocarpo com destaque para a udltima camada em contato com o l6culo em estagio de
lignificacdo (Ce = célula esclerificada). E. Reacdo positiva para Lugol no mesocarpo externo. F. Reacido

positiva para Lugol no mesocarpo mediano. Barras: 10 pm (D), 20 um (A-B), 50 um (C e E), 100 um (F).
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Os testes histoquimicos mostraram algumas diferencas entre as fases de desenvolvimento,

sendo apresentados resumidamente na tabela 3.

Tabela 3. Testes histoquimicos no ovdrio e nos frutos, em vdrias fases de desenvolvimento, de

Tapirira guianensis Aubl.:

Testes Estadio I Estadio 11 Estadio I1T Estadio IV
histoquimicos
Negro de Sudio B ee, cut, id, ba ep, cut, id, ba ep, cut, id, ba ep, cut, id, ba
(++) (++) (++) (++)
Sulfato Azul do Nilo id, ba id, ba id, ba id, ba
(++) (++) (++) (++)
Cloreto de Ferro 111 ee, id, ba ep, id, ba ep, id, ba ep, id, ba
(++) (++) (++) (++)
Lugol -) -) -) me, mm
(++)
Reagente de Wagner -) -) -) -)
Reagente de Schiff ee, id, pc, ba ep, id, pc, ba ep, id, pc, ba ep, id, pc, ba
(++) (++) (++) (++)
Vermelho de pc pc pc pc
Ruténio (++) (++) (++) (++)
Acido Tanico/ pc pc pc pc
Cloreto de Ferro III (++) (++) (++) (++)

(++ fortemente positivo, + fracamente positivo, - ausente) Destaque em cinza para os testes que apresentaram
mudancas entre as diferentes fases analisadas. (ee: epiderme exterma; ep: epicarpo; cut: cuticula; ba: bainha dos
canais secretores; id: idioblastos; me: mesocarpo externo; mm: mesocarpo mediano; pc: parede celular).

Aspectos ultraestruturais do endocarpo jovem

O endocarpo do fruto jovem apresenta células alongadas horizontalmente, por vezes
colapsadas (Fig. 14A). A visualizacdo das organelas € dificil, pois o citoplasma estd quase que
completamente preenchido por uma substancia elétron-densa (Fig. 14A). Em alguns pontos ha
presenca de material fibrilar no interior do vactolo (Fig. 14A). Goticulas elétron opacas também
sdo visualizadas esparsamente pelo citoplasma, sempre localizadas préximas a membrana
plasmadtica (Fig. 14A). Algumas vesiculas sdo vistas junto a membrana plasmdtica na primeira

camada de células, voltadas para o 16culo (Fig. 14B).
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Figura 14. Aspectos ultra-estruturais do
endocarpo do fruto jovem de Tapirira guianensis
Aubl. A. Células contendo substincia elétron-
densa no vacuolo, alguns com material fibrilar
em seu interior. B. Vesiculas junto a membrana
plasmatica (Ol = gotas de 6leo; Ve = vesiculas).
Barras: 2 pm (A-D).

Ontogenia e histoquimica da semente

Baseando-se nas alteracdes anatdmicas que ocorrem durante o desenvolvimento da
semente, os resultados obtidos foram agrupados em trés estadios: estadio I — representado pelo
Ovulo; estddio II — semente muito jovem, ainda em desenvolvimento; estddio III — semente
completamente desenvolvida (Fig. 16). O tegumento da semente foi dividido em duas regides:

testa e tégmen.

Figura 16. Ovulo e sementes de
Tapirira guianensis Aubl. Estadio
I — Ovulo (aprox. 3 mm), estidio
II - semente em desenvolvimento

(3-4 mm), estadio III — semente
\.\PJ \—\f-/ \’\f-/ completamente desenvolvida (5-7
Estadio I Estadio 11 Estadio 111 mm). Barra: 1mm.
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Estddio I — Na espécie estudada, o ovério € unilocular e uniovulado, a placentacdo € ereta
com 6vulo péndulo (Fig. 17 A). O évulo € anatropo, bitegumentado e crassinucelado (Fig. 17 B).
O tegumento externo € formado por trés a cinco camadas celulares na regido calazal e duas
camadas proximas a micropila (Fig. 17 B-D); a epiderme externa acumula substincias fendlicas,
exceto junto a micrépila (Fig. 17 B-D).

O tegumento interno tem duas camadas celulares, podendo ter de trés a quatro camadas na
regido micropilar, a epiderme interna acumula substincias fendlicas (Fig. 17C), exceto na regido
micropilar (Fig. 17 D). A regido micropilar é formada pelo exdstoma e pelo enddstoma, sendo a
primeira mais longa provocando o desencontro das duas regides, formando o que se denomina de
“micropila em zigue-zague” (Fig. 17 D). O nucelo € bem desenvolvido, com paredes delgadas e
células contendo nucleo evidente (Fig. 17 C). A calaza € extensa e com ampla vascularizacio,
nessa regido ocorre grande actimulo de substincias fendlicas, constituindo uma hipdstase
conspicua (Fig. 17 B). O funiculo é longo, formado por células parenquiméticas contendo
idioblastos fendlicos dispersos (Fig. 17 A).

Estddio Il — Durante o desenvolvimento da semente ocorrem poucas modificagdes. Como
no 6vulo, a semente € andtropa (Fig 18 A). As células que formavam o tegumento externo
passaram por divisdes em varios planos, dando origem a testa que estd claramente subdividida em
trés regides: exotesta (camada mais externa que acumula substincias fendlicas), mesotesta
(camada mediana multiestratificada formada por células parenquimadticas separadas por amplos
espacos intercelulares) e endotesta (uma tnica camada de células epidérmicas situada na porcao
interna subjacente ao tégmen) (Fig 18 C).

As células que formavam o tegumento interno do 6vulo ndo passaram por divisdes
periclinais, ocorrendo somente divisdes anticlinais; estas células dao origem ao tégmen (Fig. 18
C). As camadas celulares que formam o tégmen geralmente estdo colapsadas, ndo sendo possivel
distinguir entre exotégmen, mesotégmen e endotégmen. A calaza se expande juntamente com a
hipéstase iniciando a formag¢do da paquicalaza (Fig. 18 A). Nota-se que hd um crescimento maior
na regido oposta a formacdo da paquicalaza - regido da anti-rafe, originando uma semente
reniforme (Fig. 18 A). Observa-se o inicio do desenvolvimento do embrido (Fig. 18 A), e inicio

da degeneracgdo das células do nucelo (Fig. 18 B).
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Figura 17. Aspectos gerais do 6vulo de Tapirira guianensis Aubl. em secc¢des longitudinais.
A. Ovirio com placentagdo ereta e 6vulo péndulo, anatropo (Fu = funiculo; Ra = rafe). B.
Detalhe do 6vulo bitegumentado e crassinucelado, mostrando as principais regides (Mi =
micrépila; Te = tegumento externo; Ti = tegumento interno; Se = saco embriondrio; Nu =
nucelo; Fv = feixe vascular; Hi = hipéstase; Ca = calaza). C. Detalhe do tegumento externo
(Te) e tegumento interno (T1i), seguido de nucelo (Nu) contendo células de niicleo evidente. D.
Destaque da micrdpila em zigue-zague (linha tracejada). Barras: 100 um (A, B e D), 200 um

©).
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Figura 18. Aspectos gerais da semente em desenvolvimento de Tapirira guianensis
Aubl. em seccdes longitudinais. A. Semente reniforme com funiculo alongado,
destaque para o inicio da formacdo da paquicalaza na regido calazal (Ca). (Em =
embrido; Nu = nucelo; En = endosperma). B. Detalhe do envoltério da semente (Es)
seguido de nucelo (Nu) e endosperma (en). C. Detalhe dos tegumentos da semente.
(Ex = exotesta; Me = mesotesta; En = endotesta; Tg = tégmen). Barras: 20 um (C),
50 um (B), 500 um (A).
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Estddio Il — A semente completamente desenvolvida € mais alongada que na fase
anterior, perdendo o formado reniforme (Fig. 16). O funiculo permanece aderido ao envoltério da
semente, sendo considerado vestigio de um arilo funicular (Fig. 16). Na testa as tinicas mudangas
que ocorrem sdo o aparecimento de cristais e esclereides na mesotesta (Fig. 19A); ha grande
colapso das células da mesotesta tornando os espacgos intercelulares mais conspicuos (Fig. 19B).
O numero de camadas da mesotesta € bastante varidvel (Fig 19 A-B). Nao hda mudancas
significativas no tégmen (Fig. 19 A-B). A porcdo paquicalazal ja estd bem desenvolvida, no
entanto apenas na regido da rafe-calaza, o que permite classificar esta semente como
parcialmente paquicalazal (Fig. 19D). A semente é exalbuminosa e o nucelo € intensamente
consumido, podendo permanecer alguns restos de células nucelares (Fig. 19C). O embrido ocupa
toda a cavidade seminal e nessa fase ja € possivel observar uma grande quantidade de canais
secretores sendo formados no meristema fundamental (Fig. 19D).

Os testes histoquimicos ndo passaram por nenhuma variagdo nos resultados ao longo das
diferentes fases. O funiculo reagiu positivamente para o Cloreto Férrico e Negro de Sudido B,
evidenciando a presenga de substincias fendlicas e lipidios, respectivamente (Fig. 20 A-B). A
exotesta e o tégmen e hipdstase mostraram resultados semelhantes (Fig. 20 C-E). Os cotilédones
possuem reservas de amido, evidenciado através do teste com Lugol, e de proteinas, revelado

através do teste com Azul-Preto de Anilina (Fig 20 F-H).
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Figura 19. Aspectos gerais da semente completamente desenvolvida de Tapirira guianensis Aubl. em
seccoes longitudinais. A. Envoltério da semente contendo drusas (Dr) e esclereides (Eq) na regido da
mesotesta. B. Envoltério da semente com destaque para os espagos intercelulares conspicuos formados a
partir do colapso celular na mesotesta (*). C. Restos nucelares (Nu) localizados entre a regido da
paquicalaza (Pq) e o embrido (Em). D. Paquicalaza completamente desenvolvida (Pq) na porcdo rafe-
calaza e embrido contendo inimeros canais secretores (Cs) com secrecdo evidente. Barras: 40 um (A),
100 um (B-D).
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Discussao

Barroso et al. (2007) e Barroso et al. (1999) enquadram morfologicamente o fruto de
espécies de Anacardiaceae como nucdides ou drupdides, apesar de existirem algumas
divergéncias na estrutura interna dos frutos do género Astronium Jacq., sendo mais
adequadamente classificados como bagas. Além disso, pode-se observar a existéncia de frutos do
tipo sadmara, como na espécie Schinopsis balansae Engl. (Gonzdlez & Vesprini 2010) e
Smodingium argutum E. Mey. ex Sond. (Von-Teichman 1998). A nomenclatura dos diferentes
tipos de frutos gera confusdo na hora da classificagdo morfoldgica dos mesmos, variando
conforme cada autor, assim, neste trabalho adotou-se a terminologia proposta por Spjut (1994),
que reconhece para Anacardiaceae os tipos cipsela, drupa, pseudosamara e samara. Segundo o
mesmo, autor a drupa é um fruto que apresenta pericarpo carnoso com um ou mais pirénios,
sendo o pirénio uma ‘“concha” que abrange uma ou mais sementes, assim como observado nos
frutos de Tapirira guinensis, originando-se de uma tnica flor com gineceu sincarpico (Wannan &
Quinn 1990, Barroso et al. 2007, Souza & Lorenzi 2008, Gonzalez & Vesprini 2010).

Segundo Roth (1977) ainda hd muitos conflitos na classificacio dos frutos, sendo
necessdrio o estudo ontogenético para correta classificacdo dos mesmos. Ainda segundo a mesma
autora o epicarpo ou endocarpo pode ser formado por uma unica camada derivados
respectivamente da epiderme externa e interna ovariana, sendo neste caso, denominados de
epicarpo e endocarpo sensu stricto. Quando o epicarpo ou endocarpo também incluem camadas
derivadas do mesocarpo sao denominados de epicarpo e endocarpo sensu lato.

O presente estudo ontogenético confirma que o epicarpo do fruto completamente
desenvolvido é formado pela camada externa derivada da epiderme externa ovariana, o epicarpo
propriamente dito, e por vdrias camadas de células colenquimatosas formadas a partir do
mesocarpo externo, sendo denominado de epicarpo sensu lato. Nesse caso 0 mesocarpo externo
foi considerado como parte do epicarpo pelo seu aspecto funcional, pois segundo Roth (1977) o
epicarpo € camada protetora do fruto, nas drupas pode ocorrer uma hipoderme colenquimatosa,
com células de paredes espessas e alongadas tangencialmente, assim como acontece em 7.
guianensis. H4 um contraste acentuado quando se compara as caracteristicas do epicarpo dos
representantes da tribo Spondiadeae, a qual pertence 7. guianensis, com espécies da tribo Rhoeae,

como Lithraea brasiliensis Marchand (Piennar & Von-Teichman 1998), Schinus terebinthifolius
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Raddi (Carmello-Guerreiro & Paoli 2002) e L. molleoides Engl. (Carmello-Guerreiro & Paoli
2005) em que o epicarpo € esclerificado.

Segundo a organizacdo do endocarpo, Wannan e Quinn (1990) propuseram uma
classificacdo em dois tipos de pericarpo para a familia Anacardiaceae: o tipo Spondias, com
endocarpo composto por uma massa de esclerénquima de orientacdo irregular e o tipo
Anacardium caracterizado por apresentar o endocarpo composto por camadas com uma epiderme
externa lignificada, com parénquima arranjado em estratos, incluindo esclereides em palicada. As
caracteristicas do fruto de 7. guianensis estdo de acordo com o tipo Spondias; Von-Teichman
(1990) estudou a estrutura do fruto maduro de 7. guianensis e verificou que o endocarpo nio é
massivo, e sim relativamente fino se comparado com outras espécies da mesma tribo, como em
Lannea discolor Engl. (Von-Teichman 1987), aspecto confirmado neste trabalho. Além disso,
outras diferencas em relacdo as espécies da mesma tribo sdo citadas pelo autor, como reserva de
amido, contrastando com as reservas de proteina normalmente encontradas e auséncia de
opérculo. O endocarpo de T. guianensis € considerado sensu lato, uma vez que o fruto
completamente desenvolvido inclui as camadas esclerificadas derivadas do mesocarpo interno.

Nas espécies da tribo Spondiadeae estudadas por Wannan e Quinn (1990), foram
elencadas caracteristicas comuns ao grupo como epicarpo ndo lignificado, mesocarpo contendo
feixes vasculares associados com canais secretores, com mesocarpo consistindo de uma mistura
de esclerénquima e parénquima, com excecdo dos géneros Dracontomelon Blume que nio possui
esclerénquima e Spondias L. em que o esclerénquima estd restrito a regido dos canais secretores.
Segundo os autores o endocarpo € esclerificado, com esclereides de orientacdo irregular, como
também foi observado na espécie estudada neste trabalho, e pode conter alguns cristais.

Em T. guianensis a maioria desses caracteres foram observados, no entanto o mesocarpo
ndo contém esclerénquima, a exemplo do género Dracontomelon, sendo que a unica regido
esclerificada em T. guianensis € o endocarpo com poucos esclereides dispersos na regido interna
do mesocarpo. Wannan e Quinn (1990) avaliaram 10 géneros de um total de 17 da tribo
Spondiadeae e afirmaram que os frutos dessa tribo sdo bastante diversos e poucas caracteristicas
anatOmicas do pericarpo revelam alguma afinidade entre os géneros.

No pericarpo encontram-se canais secretores amplamente distribuidos na regido mediana

do mesocarpo. Na familia Anacardiaceae diversos trabalhos citam a presenca de canais

100



resiniferos em frutos, sempre associados aos feixes vasculares e localizados na regido mediana do
mesocarpo (Joel & Fahn 1980, Von-Teichman 1987, Von-Teichman & Van-Wyk 1993, Von-
Teichman & Van-Wyk 1994, Von-Teichman & Van-Wyk 1996, Piennar & Von-Teichman 1998,
Von-Teichman 1998, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000, Machado & Carmello-Guerreiro 2001,
Carmello-Guerreiro & Paoli 2005, Lacchia & Carmello-Guerreiro 2009, Gonzédlez & Vesprini
2010). Esta € uma caracteristica constante para as espécies da familia, independentemente da
tribo a qual pertencem.

Lacchia & Carmello-Guerreiro (2009) estudaram detalhadamente a formacdo desses
canais no fruto de 7. guianensis, bem como, o modo de secrecdo dos mesmos, através de
microscopia eletrOnica de transmissdo. As autoras concluiram que a formagdo dos canais se d4
pelo processo esquizogeno e o modo de liberacdo da secre¢do € écrino. Esses canais possuem
uma secrecdo de natureza mista, sendo encontrados lipidios, polissacarideos, proteinas e
substancias fendlicas.

Essa heterogeneidade das substancias produzidas nos canais do pericarpo de T. guianensis
também € relatada nos trabalhos de Joel e Fahn (1980), que estudaram a secre¢do produzida nos
canais de Mangifera indica L., bem como no trabalho de Lacchia e Carmello-Guerreiro (2009),
que estudaram os canais secretores de 7. guianensis, Spondias dulcis G. Forst. e Anacardium
humile A. St. Hil. Esses autores denominaram a substancia produzida nos canais de resina, sendo
uma substadncia comum para a familia, tanto em O6rgdos vegetativos quanto reprodutivos
(Metcalfe & Chalk 1950). Langenheim (2003) define resina vegetal como uma mistura
lipossoluvel de terpendides volateis e nao voldteis ou compostos fendlicos que sdao geralmente
secretados em estruturas especializadas localizadas internamente ou na superficie da planta. No
entanto, como também foram detectadas substidncias de natureza hidrofilica, optou-se por
denominar esta secrecdo de goma-resina, que € uma mistura natural entre os componentes
lipofilicos das resinas acompanhados de certas quantidades de polissacarideos e mucilagens
(Langenheim 2003, Lacchia 2006).

A bainha dos canais parece ser a responsavel na manuten¢do do epitélio secretor, uma vez
que elas armazenam as mesmas substancias detectadas no epitélio e no lume dos canais, além
disso, € possivel verificar a ruptura das células epiteliais e consequentemente o extravasamento

da secrecdo para o interior do lume dos canais juntamente com os restos celulares, com reposi¢ao
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continua do epitélio pela atividade meristematica da bainha, o que caracteriza o modo de secrecao
holécrina. A ocorréncia de uma bainha parenquimatica que circunda estas glandulas produzindo
novas células epiteliais € relatada em diversos trabalhos (Monteiro et al. 1995, Monteiro et al.
1999, Machado & Carmello-Guerreiro 2001, Bennici & Tani 2004, Rodrigues et al. 2011a,
Rodrigues et al. 2011b).

A grande quantidade de substincias fendlicas encontrada no fruto de 7. guianensis,
armazenadas nos canais, no epicarpo € nos idioblastos do mesocarpo interno, também ¢&
encontrada em outras espécies da familia sob a denominagdo de substincias taniferas (Von-
Teichman 1987, Von-Teichman & Van-Wik 1993, Von-Teichman & Van-Wyk 1994, Von-
Teichman & Van-Wyk 1996, Piennar & Von-Teichman 1998, Gonzdlez & Vesprini 2010). As
substancias fendlicas em geral constituem-se em um grande grupo de metabdlitos secundarios
que contém o grupo fenol (uma ou mais hidroxilas) ligado a um ou mais anéis aromdticos e
podem ter vérias denominacdes que variam de acordo com o arranjo da cadeia carbdnica: fendis
simples, taninos, taninos condensados, flavondides, biflavondides, entre outros (Castro &
Demarco 2008). Assim, a denominacdo de substdncias taniferas mencionadas pelos autores
supracitados corresponde as substincias fendlicas, no entanto, € necessdrio um teste mais
especifico a fim de detectar qual a substancia fendlica que estd presente nas secrecdes produzidas,
teste este ndo realizado por nenhum dos autores em questao.

Virias sdo as funcgdes atribuidas as substancias fendlicas, dentre elas podemos citar a
defesa quimica contra patdgenos, protecdo contra herbivoria, protecdo contra a radiacdo
ultravioleta devido ao seu poder antioxidante, auxilio na dispersao por pdssaros, induzindo a
regurgitacdo e absorcdo de luz ultravioleta formando os guias florais (Roshchina & Roshchina
1993, Von-Teichman & Van-Wyk 1993, Von-Teichman & Van-Wyk 1994, Aguilar-Ortigoza &
Sosa 2004, Castro & Demarco 2008).

Na microscopia eletronica de transmissdo foi possivel observar grande quantidade de
material elétron-denso preenchendo quase que a totalidade da célula e pequenas goticulas de
material elétron-opaco indicando que o endocarpo produz e armazena substincias lipofilicas,
sendo estas caracteristicas comuns em células que secretam estas substancias (Fahn 1979). As
mucilagens anteriormente citadas no trabalho de Lacchia (2006) ndo tiveram sua presenga

comprovada neste trabalho, no entanto, a autora ja havia relatado a secrecdo das substancias
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lipidicas. O endocarpo secretor € descrito pela primeira vez em frutos no trabalho da autora,
sendo confirmada sua atividade secretora neste trabalho.

Drusas contendo cristais também ocorrem nos frutos de algumas espécies de
Anacardiaceae, principalmente no mesocarpo (Von-Teichman & Van-Wyk 1993, Von-Teichman
& Van-Wyk 1996, Gonzdlez & Vesprini 2010). Os autores ndo atribuiram nenhuma funcdo a
presenca desses cristais, no entanto geralmente eles estdo relacionados com a prote¢do contra
herbivoria, neutralizacdo de 4cido oxalico nocivo a planta e regulacio dos niveis de cdlcio
teciduais (Molano-Flores 2001, Volk et al. 2002, Xiang & Chen 2004, Larcher & Boeger 2006,
Korth et al. 2006).

Os resultados aqui descritos sugerem que o fruto de 7. guianensis possui vdrias
caracteristicas que estdo relacionadas com a prote¢do da semente contra patégenos e predadores
como: presenca de canais que secretam goma-resina, idioblastos contendo substincias fendlicas,
drusas amplamente distribuidas no mesocarpo e endocarpo lignificado. O fruto também exibe
uma caracteristica anatdmica adaptativa ao ambiente em que se encontra, 7. guianensis ocorre
principalmente em regides umidas ou alagadas (Lenza & Oliveira 2005, Santana et al. 2009) e a
formacdo de espacos intercelulares conspicuos no mesocarpo interno permite a flutuacdo do fruto
em ambientes alagados (Roth 1977, Chiarini e Barboza 2009). A formagdo de aerénquima no
mesocarpo interno nio foi descrita do trabalho de Von-Teichan (1990), sendo relatada pela
primeira vez nesta espécie.

T. guianensis ¢ uma drupa de mesocarpo suculento e adocicado dispersada por aves
(Guimaraes 2003). Os frutos facilitam a dispersdao de sementes fornecendo recompensa para os
dispersores (Van der Pijl 1982), drupas representam um tipo de fruto divido em duas partes muito
especializadas: um mesocarpo carnoso, frequentemente comestivel e, portanto, usado para
dispersdo, e um endocarpo rigido que protege a semente (Roth 1977). Nos testes histoquimicos
realizados neste trabalho foram detectados graos de amido em grande quantidade no mesocarpo,
provavelmente utilizado pelo metabolismo da planta para producdo de substancias adocicadas
durante a maturacdo dos frutos, substancias estas bastante procuradas pelos agentes dispersores
(Van der Pijl 1982).

Os componentes detectados nos testes histoquimicos, como amido, sdo direcionados aos

agentes dispersores, enquanto que os toxicos (goma-resina) sdo direcionados principalmente para
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os organismos que destroem as sementes, permanecendo nio téxicos para 0OS Organismos
dispersores (Cipollini & Levey 1997). Em estudos com representantes da familia Solanaceae foi
comprovado que os niveis elevados de nutrientes compensam os efeitos dissuasores dos
metabodlitos secundarios (Cipollini & Levey 1997). Os metabodlitos secundarios em frutos
maduros sdo dirigidos principalmente a pragas de insetos e microrganismos, € qualquer efeito
negativo que estes produtos quimicos tém sobre dispersores de sementes deve ser de alguma
forma compensado pelos beneficios obtidos através da reducdo microbiana e ataque de insetos
(Tewksbury 2002). Além disso, existe uma congruéncia entre o tipo de fruto ingerido e a
fisiologia digestiva de frugivoros particulares (Cipollini & Levey 1997).

Em 7. guinanensis o 6vulo € andtropo, bitegumentado, crassinucelado, de placentacio
apical-lateral e funiculo longo. Corner (1976) descreveu o 6vulo das espécies de Anacardiaceae
como Ovulos solitdrios, andtropos, com placentacdo apical, basal ou lateral, com rafe dorsal ou
ventral, geralmente bitegumentados, mais raramente unitegumentados, crassinucelados e com
funiculo geralmente longo. Essas caracteristicas sdo observadas em muitas espécies de
Anacardiaceae, sendo relatadas por alguns autores (Von-Teichman & Van-Wyk 1988, Von-
Teichman 1991, Von-Teichman & Van-Wyk 1991, Carmello-Guerreiro & Paoli 1999a,
Carmello-Guerreiro & Paoli 1999b, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000, Carmello-Guerreiro &
Paoli 2005). O tegumento externo do 6vulo € maior que o interno, caracteristica comum na
familia (Carmello-Guerreiro & Paoli 1999b), e o crescimento do funiculo em direcdo a micrépila
pode funcionar como obturador, possuindo a funcdo de guiar o crescimento do tubo polinico
(Bouman 1984, Carmello-Guerreiro & Paoli 1999b, Carmello-Guerreiro & Paoli 2005).

A estrutura da semente de 7. guianensis corresponde a descricdo das caracteristicas gerais
das Anacardiaceae feita por Corner (1976), com tegumentos com pouca ou nenhuma
especializacdo, eventualmente comprimidos; e o endocarpo quase sempre desempenha a funcdo
protetora da testa ou do tégmen. A andlise anatdomica revelou que o envoltério da semente é
indiferenciado, ndo possuindo camada mecanica, confirmando as observacdes realizadas no
trabalho de Von-Teichman (1990) para a mesma espécie. O autor ainda afirma que o envoltdrio
da semente de todos os membros de Spondiadeae é considerado indiferenciado, devido a auséncia

de camada mecanica definida.
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O envoltério da semente madura € constituido por duas regides distintas, uma tegumentar
e uma parcialmente paquicalazal. As sementes parcialmente paquicalazais sdo bastante comuns
na familia Anacardiaceae, caracteristica amplamente discutida na literatura (Corner 1976, Von-
Teichman & Van-Wyk 1988, Von-Teichman 1990, Von-Teichman 1991, Von-Teichman & Van-
Wyk 1991, Piennar & Von-Teichman 1988, Von-Teichman & Van-Wyk 1994, Carmello-
Guerreiro & Paoli 1999a, Carmello-Guerreiro & Paoli 1999b, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000,
Carmello-Guerreiro & Paoli 2005). Nas sementes paquicalazais a calaza se amplia formando
grande parte do envoltorio seminal (Werker 1997), essas sementes estdo geralmente associadas a
O6vulos bitegumentados, crassinucelados, embrides grandes, auséncia de endosperma ou
endosperma nuclear, hdbito arbdéreo e habitat tropical (Corner 1976, Von-Teichman & Van-Wyk
1991). A paquicalaza constitui-se numa importante adaptacao funcional atuando na transferéncia
mais eficiente dos nutrientes, gases e hormdnios para o embrido (Von-Teichman & Van-Wyk
1994, Carmello-Guerreiro & Paoli 1999b).

O desenvolvimento da paquicalaza também € uma caracteristica distintiva entre as tribos
de Anacardiaceae; na tribo Spondieae a paquicalaza é relativamente grande e o envoltério da
semente € bastante diversificado, podendo ocorrer camada mecanica na exo-, meso- ou endotesta,
bem como no tégmen; em contrapartida, a tribo Anacardieae mostra uma paquicalaza pouco
desenvolvida quando comparada a tribo Spondieae e envoltério da semente com poucas
variagdes, geralmente com epiderme interna do tégmen lignificada (Von-Teichman & Van-Wyk
1991).

A formacdo de amplos espacgos intercelulares na mesotesta juntamente com o surgimento
de esclereides, da mesma forma que no mesocarpo interno, podem estar diretamente relacionadas
a adaptacdo da espécie ao ambiente Uimido e alagadico em que se encontra, permitindo a
flutuacdo da semente quando eventualmente ela possa se depositar em um solo encharcado ou em
cursos de dgua; além de permitir da flutuacdo da semente, essa caracteristica anatdmica também
permite uma maior efici€éncia na oxigenacdo dos tecidos (Evert 2006). A semente completamente
desenvolvida ainda apresenta restos do funiculo aderidos ao envoltdrio, a presenca de funiculo
bem desenvolvido € uma caracteristica peculiar em muitas sementes e devido a este fator, quando
0s mesmos permanecem, sdo considerados arilos vestigiais (Corner 1976, Carmello-Guerreiro &

Paoli 1999b).
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As substancias fendlicas encontradas na hipdstase, exotesta, endotégmen e funiculo atuam
na protecdo da semente contra herbivoros e patégenos, podendo ainda tornar os tegumentos mais
duros e impermedveis; funcionam também como inibidores da germinacdo e conferem a cor
amarronzada as sementes (Werker 1997). Nos testes histoquimicos foram detectadas as
substancias de reserva do embrido, amido e proteinas, estas ultimas nido foram relatadas no
trabalho de Von-Teichman (1990). A reserva de lipidios e proteinas é considerada uma
caracteristica derivada da familia (Von-Teichman 1990, Von-Teichman 1991, Von-Teichman &
Van-Wyk 1991, Von-Teichman 1994, Von-Teichman & Van-Wyk 1994), e a presenca de amido
pode ser uma caracteristica de transi¢do dentro do grupo.

A semente apresenta caracteristicas tipicas da familia, ratificando o que ja foi descrito por
Corner (1976) e Von-Teichman (1990). A constancia de caracteres estruturais de Ovulos e
sementes € esperada, tendo em vista que dentre os 6rgdos reprodutivos estes sdo 0s que exibem
menor variagdo entre os taxons (Von-Teichman & Van-Wyk 1991, Souto & Oliveira 2008).

As pragas e os patogenos devem ser considerados agentes importantes na interagcdo
planta-dispersor, pois os frutos e sementes da espécie estudada produzem substancias bastante
diversas, fator que pode ser amplamente discutido em trabalhos futuros. As espécies da familia
Anacardiaceae ocorrentes na América do Sul sdao pouco estudadas do ponto de vista anatomico,
particularmente no que diz respeito a anatomia de frutos e sementes, tendo destaque para alguns
trabalhos (Roth 1974, Von-Teichman & Robbertse 1986, Von-Teichman 1987, Von-Teichman &
Van-Wyk 1988, Von-Teichman 1990; Von-Teichman 1991, Von-Teichman & Van-Wyk 1991,
Von-Teichman & Van-Wyk 1993, Von-Teichman & Van-Wyk 1994, Von-Teichman & Van-
Wyk 1996, Piennar & Von-Teichman 1998, Li et al. 1999, Carmello-Guerreiro & Paoli 1999a,
Carmello-Guerreiro & Paoli 1999b, Carmello-Guerreiro & Paoli 2000; Carmello-Guerreiro &
Paoli 2002; Carmello-Guerreiro & Paoli 2005, Gonzédlez & Vesprini 2010), havendo um vasto
campo de pesquisa em busca de caracteristicas anatdmicas que revelem afinidades entre espécies
da mesma tribo, bem como do mesmo género, estabelecendo um paralelo com as caracteristicas

anatOmicas de frutos e sementes ja descritas para espécies ocorrentes em outros continentes.
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Consideragoes finais

Analisando-se todos os resultados obtidos pode-se concluir que o disco glandular
floral presente em Tapirira guianensis Aubl. € uma glandula de secrecdo mista, tendo em sua
composi¢cdo néctar com predominincia de sacarose, lipidios e susbtancias fendlicas, sendo
considerado nectério sensu lato. Esta glandula atua na atracdo de polinizadores a0 mesmo
tempo em que repele herbivoros e agentes patogénicos.

As andlises ultraestruturais e histoquimicas trouxeram grande contibui¢do com relagio
ao conhecimento da organizacdo e funcionamento da glandula, do mecanismo de liberacdo da
secrecdo, principais componentes da secrecdo e puderam elucidar quais as mudangas
ocorridas ao longo das diferentes fases de existéncia da flor. O primeiro capitulo contribuiu
para o conhecimento detalhado do funcionamento da glandula floral presente em T.
guianensis, trazendo resultados inéditos para a familia Anacardiaceae.

No segundo capitulo a andlise ontogenética do fruto e da semente mostrou-se de
grande utilidade para a correta classificacdo dos tecidos presentes nos 6rgaos completamente
desenvolvidos. Foram encontradas varias caracteristicas comuns na familia, e mais
especificamente na tribo Spondieae, como presenca de canais secretores e endocarpo
lignificado de orientacdo irregular no fruto, e auséncia de camada mecanica e formacdo de
paquicalaza na semente. As substancias de reserva encontradas nos cotilédones foram o amido
e proteinas, o que pode indicar que esta espécie possui caracteristicas tansitorias dentro do
grupo, pois € mais comum nesta familia reservas lipidicas e protéicas.

Os frutos e sementes desta espécie possuem grande quantidade de substancias tteis na
protecdo do embrido, uma vez que inibem o ataque de herbivoros e patégenos em geral.
Algumas caracteristicas anatomicas ainda sdo tteis na dispersdo, pois apesar de ser uma
espécie dispersa por pdssaros, estd inserida em ambientes alagados e a formacgdo de
aerénquima € caracteristica util para permitir a flutuacdo do didsporo até que seja encontrado
ambiente propicio para germinagao.

Propde-se em trabalhos futuros realizar-se um estudo mais abrangente, com espécies

tanto da tribo Spondieae quanto da tribo Anacardieae, a fim de se verificar semelhangas e
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diferencas do funcionamento das glandulas florais, bem como ampliar os estudos relativos a
ontogenia de frutos e sementes. Acredita-se que a continuacdo deste trabalho possa trazer
resultados relevantes para o entendimento da familia como um todo, principalmente no que
diz respeito ao estudo das estruturas secretoras. Os dados poderdo ser utilizados em futuros

estudos filogenéticos ou de dispersao.
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