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““Se nao houver frutos, valeu a beleza das flores; se nao houver flores, valeu a
sombra das folhas; se nao houver folhas, valeu a intencao das sementes”
(Henfil)



“Dedico esta tese a minha familia, aos meus amigos, aos meus professores, a
minha orientadora e ao Marcio; pessoas que tanto me ajudaram para que este

sonho se tornasse realidade”



POESIA: Fruto

Fruto é resultado, prole, produto
Assim o é para o vegetal também
Ap06s afecundagdo dos 6vulos

O ovario muito cresce, vai além

Sua parede aumenta de volume
Agora pericarpo, bem diferente
Responsdvel pela propagacido
Torna-se estrutura eficiente

Orgio multiplicador da espécie
Quer alcancgar a maturidade
Oferecer bom ambiente a semente
Funcionar como maternidade

Protege com seu corpo a semente
Mostra-se atraente no momento certo
Pode entdo ser destruido sem d6
Objetivo alcangado, mesmo que incerto

No lim3io taiti, banana e uva

Nao ocorre atdo esperada fecundacao
Sao ditos frutos partenocérpicos
Portanto, sementes ali ndo estao

Gostoso € o fruto carnoso

Seu sacrificio ndo serda em vao
Ao ser destruido como alimento
Liberta a semente, € dispersao

Janos frutos secos, estratégia diferente
Seu pericarpo ressequido, resistente
Como barreira contra predagao
Também demonstra ser eficiente

Fechado, introspectivo e egoista
O cariopse ao aquénio se alia
Intimamente envolve a semente
Nao quer ficar sem companhia

Quando deiscente pode ser explosivo
Parecendo raivoso, barulhento
Expele com inesperado estalido

Para bem longe importante rebento

Outros, silenciosos, la no alto da mata
Oferecem seus ventres, acao corajosa
Liberam as sementes lentamente
Estratégia esta muito formosa

Imitando as sementes aladas
Samara quer o privilégio de voar
Mesmo sendo robusta, pesada
Grande distancia pode alcangar

Ao serrasgado por uma fenda

O foliculorevela a sutura ventral
Janolegume, fruto bem parecido
Surge também a abertura dorsal

Com mericarpos temos lomento
Com deiscéncia transversal, pixidio
Nervuras como moldura, craspédio
Contendo muitos gomos, hesperidio

Se do ovério de uma sé flor ele € simples
Ovdério apocarpico, agregado € o fruto
Resultado de muitas flores, multiplo

Se € de outro lugar, pseudofruto

Como camadas distintas ou ndo
Falamos de exo, meso e endocarpo
Despertam interesse anatdomico
Ajudam a entender o pericarpo

Para ndo confundir baga com drupa
Recorremos ao desenvolvimento
Aquilo que poderia ser endocarpo
Muitas vezes € tegumento

Dificuldades mil na classificacdo
Retratam o quanto devemos estudar
Buscando em cada forma diferente
Maneira sutil para poder agrupar
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Ismar Sebastiao Moscheta

(09/10/2006)



POESIA: Semente

Resultado do crescimento do vulo
Melhor dito, rudimento seminal

Eis que surge a semente, bem diferente
Produto de transformacgdo fenomenal

Ao ser identificada como semente
Mostra sua composi¢ao estrutural
Contém embrido, endosperma ou nao
Tegumento como roupa natural

Como registro de sua origem
Traz cicatrizes em seu tegumento
Hilo, rafe e micrépila sdo vistas
Sao marcas de reconhecimento

Com muito albimem na maturidade
E conhecida como albuminosa

Mas se o embrido ja se fartou

Entao é dita exalbuminosa

Muitas vezes outra reserva aparece
Oriunda do nucelo, ndo € endosperma
O embrido podera escolher entdo

Por uma outra fonte, o perisperma

Quando pertencente as gimnospermas
Mostra-se nua, que falta de pudor
Nas angiospermas ja € bem diferente
O pericarpo envolvente € o protetor

Apresentando dorméncia ou ndo

Além dos tegumentos tégmen e testa
Como indumento especial de destaque
Encontramos arilo, cardncula e sarcotesta

No seu interior, muito bem acomodado
E até com disfarcada tranqiiilidade

O embrido, ja um vencedor qualificado
Quer mostrar ao mundo sua vitalidade

Com a chegada da dgua, ocorre a embebicdo
O embrido acorda de seu sono letargico
Com a energia guardada rompe o tegumento
Cresce rapidamente, quase um ato magico
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Assim, enterrada, soterrada ou abandonada
Como milagre completa-se o ciclo da vida
Germinacao toma lugar, surge a plantula
A espécie tem nova chance de sobrevida

Podendo ser pequena, delicada, muito leve
Ou grande, rdstica e muito pesada

A semente guarda intimeros segredos
Revelados um pouco quando pesquisada

Ismar Sebastiao Moscheta
(25/09/2007)
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo contribuir para o conhecimento de Apocynaceae através do
levantamento de dados morfoanatdomicos de frutos e sementes de representantes da familia. Foram
contempladas neste estudo 13 espécies ocorrentes no Brasil e distribuidas em trés das cinco subfamilias
atualmente descritas. Flores, frutos e sementes em varios estadios de desenvolvimento foram coletados,
fixados e submetidos a técnicas usuais de anatomia.

No primeiro capitulo foram estudados frutos maduros de Aspidosperma australe Miill. Arg., A.
olivaceum Miill. Arg. e A. pyrifolium Mart. Os frutos possuem epicarpo unisseriado, com cuticula
espessa, lenticelas e periderme. Tricomas de cobertura foram encontrados somente em A. australe. O
mesocarpo apresenta parénquima fundamental, laticiferos, feixes vasculares, ilhas de floema,
esclerdcitos e idioblastos com cristais prismaticos. Em A. pyrifolium, os esclerécitos estdo arranjados
em grupos de diversas células e A. olivaceum possui laticiferos com bainha parenquimatica. Em todas as
espécies o endocarpo € multisseriado, mas s6 em A. australe as células sao lignificadas.

No segundo capitulo foi realizado um estudo ontogenético das cdpsulas de Allamanda
blanchetii A. DC. e Allamanda schottii Pohl. Apesar de estas cdpsulas serem tradicionalmente
classificadas como loculicidas neste trabalho ficou comprovado que sao, na realidade, cdpsulas
septicidas bivalvares. O epicarpo das duas espécies € unisseriado e possui células epidérmicas de
paredes espessas, cuticula delgada e estomatos. No mesocarpo pode-se observar hipoderme
colenquimatica, anel esclerenquimatico, parénquima fundamental, aerénquima, feixes vasculares, ilhas
de floema e laticiferos. O endocarpo das duas espécies € constituido por diversas camadas de
esclerdcitos, que possuem disposicdo cruzada somente em A. blanchetii. Apesar de apresentarem
pericarpo com muitas similaridades, foi possivel constatar que somente A. blanchetii possui
aerénquima distribuido por todo o mesocarpo do fruto sendo este, portanto, um bom cardter para
distinguir estas espécies.

No terceiro capitulo foi realizado um estudo ontogenético dos frutos de Prestonia coalita (Vell.)
Woodson (Apocynaceae). O fruto de P. coalita, anteriormente chamado de foliculo, na realidade é uma
capsula septicida bicarpelar, sendo cada valva originada de um tnico carpelo. O epicarpo, originado
exclusivamente da epiderme externa do ovario, é formado por uma camada de células epidérmicas de
paredes pecto-celuldsicas e cuticula espessas, estobmatos, lenticelas e tricomas tectores. O mesocarpo
origina-se do mesofilo ovariano e é constituido por células colenquimatosas, células parenquimaéticas,
fibras ndo lignificadas, feixes vasculares bicolaterais, ilhas de floema e laticiferos. O endocarpo €

formado por uma camada de esclerdcitos e a deiscéncia da capsula ocorre pela ruptura na regido de

unido das folhas carpelares e naregido de unido dos carpelos.
No quarto capitulo, frutos maduros de Blepharodon bicuspidatum E. Fourn., Oxypetalum
appendiculatum Mart., O. balansae Malme e O. glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquete, espécies da

subfamilia Asclepiadoideae, foram estudados. O pericarpo de todas as espécies € constituido por um



epicarpo unisseriado revestido por cuticula espessa, estriada somente em B. bicuspidatum. Todas as
espécies possuem estdmatos, mas tricomas de cobertura estdo presentes somente em O.
appendiculatum. Os mesocarpos das espécies estudadas sdo similares, pois sdo constituidos de
parénquima fundamental, fibras, laticiferos, feixes vasculares, ilhas de floema e aerénquima. As fibras
possuem paredes espessas € sem lignina, achatadas em O. glaziovii ou arredondadas nas demais
espécies. Idioblastos com cristais do tipo drusa estdo presentes somente no mesocarpo de O.
appendiculatum. Todas as espécies apresentam endocarpo lignificado uni ou bisseriado.

No quinto e dltimo capitulo, sementes maduras de Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia
arborea (Vell.) Miers, Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry e Tabernaemontana arborea Rose
foram estudadas. Mesmo possuindo morfologia variada estas sementes apresentam diversas
caracteristicas comuns, como envoltério unico repleto de compostos fendlicos, endosperma e
cotilédones dorsiventrais. Como a camada mecanica localiza-se na exotesta, todas as sementes Sao
exotestais, sendo que somente M. arborea possui a exotesta multisseriada. As principais substancias de
reserva encontradas foram proteinas e carboidratos. As proteinas, a excec¢do de M. arborea, ocorrem na
forma de corpos protéicos; ja os carboidratos, apresentaram-se na forma de polissacarideos de parede
celular, novamente com exceg¢do para M. arborea que os reserva na forma de grdos de amido.
Finalmente, a tinica espécie com reserva lipidica significativa foi 7. arborea, na forma de pequenas

gotas presentes no endosperma.



ABSTRACT

This paper had as objective contribute for the knowledge of Apocynaceae by a morph-anatomic
survey data from fruits and seeds from species of the family. On this study, 13 species present in Brazil
and distributed in three of the five families currently described, were included. Flowers, fruits and seeds
in many development levels were collected, fixed and submitted to anatomy usual techniques.

In the first chapter Aspidosperma australe Miill. Arg., A. olivaceum Miill. Arg. and A. pyrifolium
Mart. ripe fruits were studied. The fruits have uniseriate epicarp with thick cuticle, lenticels and
periderm. Cover trichomes were found only in A. australe. The mesocarp presents fundamental
parenchyma, laticifers, vascular bundles, sclereids and idioblasts with prismatic crystals. In A.
pyrifolium, the sclereids are arranged in groups of a variety of cells and A. olivaceum has laticifers with
parenchymatic sheath. All species have multiseriate endocarp but only in A. australe the cells are
lignified.

In the second chapter an ontogenetic study of the Allamanda blanchetii A. DC. and Allamanda
schottii Pohl capsules was made. Despite the fact these capsules has been traditionally classified as
loculicidal, on this paper it was verified that they are, really, septicidal bicarpelares capsules. The
epicarp of both species is uniseriate and has thick-walled epidermal cells, thin cuticle and stomata. In the
mesocarp we can observe collenchymatic hypodermis, sclereids ring, fundamental parenchyma,
aerenchyma, vascular bundles, islands of phloem and laticifers. The endocarp of both species is formed
by several layers of sclereids, which have crossed arrangement only in A. blanchetii. Dispite they
present pericarp with many similarities, it was possible to see that only A. blanchetii has aerenchyma
distributed throughout the mesocarp of the fruit and, so, this is a good characteristic to distinguish the
species.

In the third chapter an ontogenetic study of the Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Apocynaceae)
fruits was made. The fruit of P. coalita, previously called follicle, is a septicidal bicarpelar capsule, each
valve provided by a single carpel. The epicarp, originated exclusively from the external epidermis of the
ovary, is formed by one layer of epidermal cells with thick cuticle, stomata, lenticels and cover
trichomes. The mesocarp is originated from the ovarian mesophyll and is made by collenchymatic cells,
parenchyma cells, not-lignified fibers, bicolaterals vascular bundles, islands of phloem and laticifers.
The endocarp is formed by a layer of sclereids and the dehiscence of the capsule occurs due to the
rupture in the region of the leaves carpels union.

In the fourth chapter ripe fruits of Blepharodon bicuspidatum E. Fourn., Oxypetalum
appendiculatum Mart., O. balansae Malme and O. glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquete, species of
the subfamily Asclepiadoideae, were studied. The pericarp of all species is formed by a uniseriate
epicarp covered by a thick cuticle, striated only at B. bicuspidatum. All the species have stomata, but
cover trichome are present only at O. appendiculatum. The mesocarps of all species are very similar,
because they are formed by fundamental parenchyma, fibers, laticifers vascular bundles, islands of

phloem and aerenchyma. The fibers have thick walls and without lignin, flattened in O. glaziovii or



rounded in other species. Idioblasts with crystals of the druse type are present only in the mesocarp of O.
appendiculatum. All species have uni or bisseriate lignified endocarp.

In the fifth chapter ripe seeds of Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia arborea (Vell.) Miers,
Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry and Tabernaemontana arborea Rose were studied. All
have single seed-coat, embryo and endosperm. The seeds are exotestals and in the testa cells are
phenolic compounds. Only M. arborea presents multisseriate exotesta. In all species, the cotyledon is
dorsiventral. The main store substances found were proteins, normally forming protein bodies, being
detected in the cotyledon and endosperm of all studied species. Starch was detected only in the
cotyledons and endosperm of M. arborea and the aril of 7. arborea. Lipid bodies were also observed in

T arborea.



INTRODUCAO GERAL
Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae foi estabelecida por Adanson em 1768 sob o nome de Apocyna, a qual
englobava Apocynaceae e Asclepiadaceae como uma tnica familia (Tournefort 1694). Posteriormente
Jussieu (1789) modificou o termo “Apocyna” para “Apocineae”, sem alterar a sua circunscri¢io e, a
partir dai, vem sendo citado como autor da familia na maioria dos trabalhos. Logo apés, Brown (1810)
considerou estas duas familias separadamente baseando-se na presenca de um translador em
Asclepiadeae (Asclepiadaceae) e auséncia deste em Apocineae (Apocynaceae), sendo tal proposta
aceita e implementada. Segundo Cronquist (1981) estas familias sdo as mais relacionadas entre si na
ordem Gentianales, e esta proximidade taxonomica se deve, dentre outros fatores, a presenca de
laticiferos e glicosideos cardiotdnicos.

Nas ultimas décadas, com o advento da biologia molecular, uma nova fonte de dados foi
disponibilizada para os taxonomistas a fim de verificar a estabilidade das classifica¢des tradicionais
propostas para as diversas familias de Angiospermas (Chase et al. 1993; Doyle et al. 1994; APG 2003).

O primeiro estudo filogenético para Apocynaceae sensu lato foi o de Sennblad & Bremer (1996)
que, ao estudarem géneros de Apocynaceae e Asclepiadaceae, verificaram uma proximidade
filogenética entre as familias, demonstrando a artificialidade das classificacdes propostas até o
momento para Apocynaceae sensu stricto. Esta proximidade ja havia sido observada por Chase et al.
(1993) e por Judd et al. (1994) ao estudarem as relagdes filogenéticas existentes entre diferentes
familias de Angiospermas.

Com base nas novas propostas de relacionamento filogenético entre Apocynaceae e
Asclepiadaceae, Endress & Bruyns (2000) corroboraram com a unido das duas familias em
Apocynaceae sensu lato e sugeriram a divisdo da familia em cinco subfamilias: Rauvolfioideae Kostel,
Apocynoideae Burnett., Periplocoideae R. Br. ex Endl., Secamonoideae Endl. e Asclepiadoideae R. Br.
ex Burnett.

Apocynaceae sensu lato tornou-se, entdo, uma das maiores e mais representativas familias de
Angiospermas, contendo em seus limites atuais cerca de 400 — 480 géneros e 4.300 — 4.800 espécies
com distribui¢ao pantropical e em climas temperados (Albers & Meve 2001; Potgieter & Albert 2001;
APG 2003), incluindo espécies de diversos habitos, como arvores, arbustos, subarbustos, lianas e ervas
(Judd et al. 2002; Kinoshita 2005; Simpson 2007).

Dentre as espécies pertencentes a familia, algumas se destacam pelo grande potencial
econdmico na produ¢do de madeiras, como as perobas (Rizzini & Mors 1976), na produg¢do de borracha,
como Funtumia elastica Stapf (Metcalfe & Chalk 1983), como fonte de fibras na fabricacdo de cordas e
papel (Marquete 2003), como fonte de dleo (Aspidosperma polyneuron Miill. Arg.) utilizado para
lustrar e preservar méveis (Ribeiro ez al. 1999) ou como fonte de 14tex utilizado para calafetar canoas e
embarcagdes, bem como na caiagdo de palafitas (Prance & Silva 1975; Falcao & Lleras 1981;
Cavalcante 1991).



Outras espécies apresentam grande importancia medicinal, como Catharanthus roseus L., da
qual sdo extraidas a vincristina e a vimblastina, utilizadas no tratamento do cancer (Souza & Lorenzi
2008), Calotropis procera (Ailton) W. T. Ailton, com propriedades anti-inflamatéria, antimicrobial,
analgésica e espermicida (Kamath & Rana 2002), Vincetoxicum officinale Moench com propriedades
laxativas, diuréticas e antitumorais (Nowak & Kisiel 2000), Holarrhena antidysenterica Wall., usada
no controle da disenteria amebiana, Aspidosperma quebracho blanco Schlecht usada como fonte de
remédios anti-febris e como cardiotdonicos (Metcalfe & Chalk 1965) e espécies do género Strophantus
DC., com propriedades cardiotonicas devido ao glicosideo estrofandrina (Schultz 1990). Além disto,
outras espécies, como Mandevilla pohliana (Staldelm.) A. H. Gentry e Tabernaemontana catharinensis
A.DC., podem ser utilizadas no tratamento de picadas de cobras venenosas (Calixto et al. 1985; Calixto
& Yunes 1986; Batina et al. 1999).

Diversas espécies sao cultivadas como ornamentais devido ao seu valor paisagistico, como
espécies de Mandevilla Lindl. (Almeida et al. 1988), de espirradeira (Nerium oleander L.), do chapéu-
de-napoledo (Thevetia peruviana K. Schum.), do jasmim-manga (Plumeria Tourn. ex L.), de
Allamanda L. (Souza & Lorenzi 2008), da flor-de-cera (Hoya R. Br.) e da flor-estrela (Stapelia hirsuta
L.) (Ollerton & Liede 1997; Endress 1998).

Além disto, existem diversas espécies, como a mangaba (Hancornia speciosa Gomes), pepino-
doce (Ambelania acida Aubl.), o amapazeiro [Parahancornia amapa (Huber) Ducke], o pequid
(Macoubea guianensis Aubl.), o tucuja [Lacmellea arborescens (Miill. Arg. ex Mart.) Markgr.], a sorva
[Couma utilis (Mart.) Miill. Arg.] e a Rhigospira quadrangularis (Miill. Arg.) Miers, cujos frutos sdo
comestiveis e usados na fabricacao de sucos, compotas e licores (Monachino 1945; Hoene 1946; Falcao
& Lleras 1981; Almeida et al. 1988; Cavalcante 1991; Costa et al. 2005; Falcao et al. 2003; Nogueira et
al.2003).

Frutos e Sementes

Um dos maiores problemas no estudo de frutos e sementes € a escassa literatura especifica sobre
o assunto e, no caso de frutos, a grande confusdo nas terminologias utilizadas. Caracteristicas
anatdmicas de frutos e de sementes tém sido sempre negligenciadas em estudos sisteméaticos porque sao
tecnicamente dificeis de serem investigadas (Bobrov et al. 2005), no entanto elas podem ter uma grande
importancia em trabalhos taxonomicos (Hutchinson 1969), devido a pequena plasticidade fenotipica
exibida pelos 6rgdos (Von Teichman & Van Wyk 1991) e ao grande nimero de dados morfoanatdmicos
que podem revelar.

Em algumas familias, como em Himantrandaceae (Doweld & Shevyryova 1998),
Anacardiaceae (Carmello-Guerreiro & Paoli 2005), Clusiaceae (Mourdo & Beltrati 2000),
Melastomataceae (Clausing et al. 2000), Scrophulariaceae (Juan et al. 2000), Alstroemeridaceae (Sanso
& Xifreda 2001), Asteraceae (Pak et al. 2001), Apocynaceae (Potgieter & Albert 2001), Aizoaceae,
Gisekiaceae, Molluginaceae (Hassan et al. 2005), Chenopodiaceae (Shepherd et al. 2005) e



Sapindaceae (Weckerle & Rutishauser 2005), estes caracteres sdo decisivos no reconhecimento de
determinados grupos e até na identificagao de espécies. Além da importancia taxondmica, € inegavel a
validade dos dados morfo-anatdmicos de frutos e sementes para andlises ecoldgicas e filogenéticas
(Simpson 1993).

Caracteristicas morfoldgicas de frutos e sementes possuem grande importancia na taxonomia da
familia Apocynaceae, pois sdo utilizadas na identificacdo dos diversos clados presentes na familia
(Endress & Bryuns 2000). Esta importancia de deve, principalmente, a grande variedade morfoldgica
apresentada por estes 6rgaos na familia.

Os frutos podem ser bacaceos, como os de Hancornia speciosa Gomes (Koch & Kinoshita 1999;
Kinoshita & Simdes 2005), drupaceos, como os de Rauvolfia sellowii Miill. Arg. (Koch 2002, 2005),
capsulares, como os presentes nos género Allamanda L. (Sakane & Shepherd 1986) e Plectaneia Thou.
(Endress & Bryuns 2000), foliculares carnosos, como os de Tabernaemontana catharinensis A. DC.
(Aguiar 2003), ou foliculares secos, como os presentes em espécies das subfamilias Apocynoideae,
Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (Endress & Bruyns 2000).

Ja as sementes podem ser nuas, como as de Hancornia speciosa Gomes (Simodes & Kinoshita
2002), ariladas, como as de Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar 2003), aladas, como as de
Aspidoperma spp. (Marcondes-Ferreira 2005) ou comosas, como as presentes em espécies das
subfamilias Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (Endress & Bruyns
2000).

Esta grande variedade fez com que Potgieter & Albert (2001) realizassem um trabalho onde as
caracteristicas dos propagulos (frutos e sementes) e os dados de biologia molecular foram utilizados
para investigar as relagdes filogenéticas existentes na familia Apocynaceae. Neste trabalho, os autores
ressaltam a importancia de estudos morfoanatomicos de frutos e sementes para a familia, além de

enfatizarem a escassez dos mesmos, frente a diversidade apresentada pela familia.

JUSTIFICATIVA

Um dos fatores mais importantes para escolha do tema desenvolvido neste trabalho foi que este
representa uma continuidade do estudo de morfoanatomia de frutos e sementes de Apocynaceae
realizado em minha tese de mestrado intitulada “Morfologia e ontogenia de frutos e sementes de
espécies de Apocynaceae do cerrado do estado de Sao Paulo”. Através dos dados obtidos ficou clara a
importancia dos estudos morfoanatdmicos em frutos e sementes de espécies da familia, pois os frutos e
sementes de Tabernaemontana catharinensis A. DC. e de Prestonia riedelii (Miill. Arg.) Markgr.,
revelaram diversos dados morfoanatdmicos que puderam ser utilizados na distin¢ao destas espécies.
Estes resultados me estimularam a ampliar o estudo para abranger mais espécies das diferentes
subfamilias encontradas no Brasil. A experiéncia adquirida aliada a necessidade de mais estudos com
representantes da familia me entusiasmaram a propor um projeto de doutorado, com o objetivo central

de estudar diferentes frutos e sementes de espécies de Apocynaceae, cujo desfecho culminou na



presentes tese.

Outro fator importante para o desenvolvimento desta tese € que ela estd inserida em uma ampla
pesquisa, realizada no Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da UNICAMP e liderada pela
Prof*. Dr*. Luiza Sumiko Kinoshita, especialista na familia, a qual tem por objetivo estudar aspectos
taxonOmicos, floristicos, morfoanatdmicos e filogenéticos de espécies Brasileiras da familia
Apocynaceae. Os dados morfoanatdmicos produziram diversas teses (Rio 2001; Aguiar 2003; Simdes
2004; Demarco 2005; Gomes 2006; Rio 2006; Demarco 2008; Marasca 2008; Martins 2008) e varios
trabalhos cientificos (Rio et al. 2002; Rio et al. 2005; Demarco et al. 2006; Simdes et al. 2006; Simoes et
al.2007; Gomes 2008; Aguiar et al. 2009).

Além disto, parte desta tese esteve vinculada ao projeto temdtico intitulado “Estudos
morfolégicos, anatdmicos, histoquimicos e ultra-estruturais em plantas de cerrado (sensu lato) do
Estado de Sao Paulo” (Biota/FAPESP proc. n® 00/1249-3), que reuniu pesquisadores de varios centros
de pesquisa e Universidades Estaduais Paulistas, cujo objetivo foi estudar espécies de diferentes
familias de Angiospermas, incluindo Apocynaceae.

Mesmo existindo alguns trabalhos relacionados a morfoanatomia de frutos (Tabela 1) e
sementes (Pearson 1948; Khan 1970; Corner 1976; Aguiar 2003 e Souza et al. 2004) em espécies de
Apocynaceae, eles sdo poucos frente a riqueza de espécies e diversidade de frutos e sementes
apresentada pela familia. Além disto, a maioria das espécies contempladas nestes trabalhos nao ocorre
na flora brasileira. Estima-se a ocorréncia de 95 géneros e 850 espécies de Apocynaceae no Brasil
(Souza & Lorenzi 2008), sendo, portanto, uma familia muito representativa nos biomas brasileros
(Barroso 1991). Desta forma, estudos que contemplem espécies de nossa flora sio de grande
importancia nos dias de hoje, levando-se em conta a enorme diversidade ainda pouco estudada e

constantemente ameacada pela acdo humana.

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo contribuir para o conhecimento de Apocynaceae, por meio
do levantamento de caracteres morfoanatomicos presentes em frutos e sementes de espécies ocorrentes
no Brasil. As espécies contempladas neste estudo foram: Allamanda blanchetii A. DC., Allamanda
schottii Pohl., Aspidosperma australe Miill. Arg., Aspidosperma olivaceum Miill. Arg., Aspidosperma
pyrifolium Mart., Blepharodon bicuspidatum E. Fourn., Malouetia arborea (Vell.) Miers, Mandevilla
pohliana (Mart. Ex Stadelm.) A. H. Gentry, Oxypetalum appendiculatum Mart., Oxypetalum balansae
Malme, Oxypetalum glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquete, Prestonia coalita (Vell.) Woodson e

Tabernaemontana arborea Rose.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e estudar as caracteristicas anatdmicas presentes no pericarpo de Aspidosperma Mart. & Zucc. para

levantar caracteres que sejam importantes na distingdo das espécies e como subsidios para futuros



trabalhos taxondmicos e filogenéticos em Apocynaceae (Capitulo 1)

@ caracterizar, através de estudos ontogenéticos, os frutos de Allamanda blanchetii A. DC. e Allamanda
schottii Pohl, além de levantar dados anatomicos do pericarpo que possam ser utilizados na distingao
das duas espécies (Capitulo 2)

e descrever, através de estudos ontogenéticos, as camadas do pericarpo e caracterizar
morfologicamente os frutos de Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Capitulo 3)

e realizar um estudo dos caracteres anatomicos presentes em frutos de espécies da subfamilia
Asclepiadoideae que possam auxiliar na distingdo das espécies e no conhecimento da subfamilia
(Capitulo4)

e descrever a anatomia e caracterizar os tipos de substancias de reserva presentes em sementes maduras
de Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia arborea (Vell.) Miers, Mandevilla pohliana (Stadelm.) A.
H. Gentry e Tabernaemontana arborea Rose, como uma contribuicio ao conhecimento de

Apocynaceae (Capitulo 5)

APRESENTACAODATESE

A tese estd dividida em 5 capitulos redigidos na forma de artigos cientificos seguindo a maioria
das normas da revista Acta Botanica Brasilica. Os quatro primeiros capitulos tratam de estudos com
frutos, sendo que no 1° e no 2° foram contempladas espécies da subfamilia Rauvolfioideae, no 3° uma
espécie de Apocynoideae e no 4° espécies de Asclepiadoideae. Ja o 5° e tltimo capitulo, foram estudadas

sementes de representantes de Rauvolfioideae e Apocynoideae.

Capitulo 1: A importancia da anatomia de frutos na distingdo de espécies de Aspidosperma Mart. &
Zucc. (Apocynaceae)

Capitulo 2: Morfoanatomia e ontogénese na caracterizacao dos frutos Allamanda blanchetii A. DC. e
Allamanda schottii Pohl (Apocynaceae)

Capitulo 3: Ontogenia e estrutura do pericarpo na caracterizac¢ao dos frutos de Prestonia coalita (Vell.)
Woodson (Apocynaceae)

Capitulo 4: Anatomia de frutos em Asclepiadoideae (Apocynaceae)

Capitulo 5: Anatomia e histoquimica em sementes de Apocynaceae
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Tabela 1 - Lista das subfamilias e tribos de Apocynaceae baseada em Endress & Bruyns (2000), Endress et al. (2007) e

Simdes et al. (2007) e dos frutos jd estudados em cada uma delas

Subfamilia Tribo Espécies estudadas
= Aspidospermeae Miers Aspidoperma polyneuron Miill. Arg. (Souza & Moscheta 1992) e Aspidosperma parvifolium A.
E DC. (Gomes 2008)
§ Alstonieae G. Don Alstonia scholaris (L.) R. Br. (Thomas & Dave 1994)
'E Vinceae Duby Raulvolfia serpentina Benth. ex Kurz (Gupta & Lampa 1981), Catharanthus pusillus G. Don,
L—é Catharanthus roseus G. Don e Vinca major L. (Thomas & Dave 1994)
5 Willughbeieae A. DC.
Tabernaemontaneae G. Don Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar 2003)
Alyxieae G. Don
Hunterieae Miers
Plumerieae E. Mey.
Carisseae Dumort.
= Wrightieae G. Don Wrightia tinctoria R. Br. e Wrightia tomentosa Roem. & Schult. (Thomas & Dave 1994)
% Nerieae Baill. Nerium oleander L. (Thomas & Dave 1991) e  Strophanthus wallichii A. DC. (Thomas & Dave
‘g 1994)
§ Apocyneae Rchb. Aganosma caryophyllata G. Don, Ichnocarpus frutescens R.Br.e Vallaris solanacea Kuntze
é, (Thomas & Dave 1994)
é- Odontadenieae Miers.
Mesechiteae Miers. Mesechites mansoana (A. DC.) Woodson (Gomes 2008)
Echiteae G. Don Parsonsia spiralis Wall. (Thomas & Dave 19 94), Prestonia riedelii (Miill. Arg.) Markgr. (Aguiar
et al. 2009) e Prestonia coalita(Vell.) Woodson (Gomes 2008)
Baisseeae (Pichon ex De Kruif)
M. E. Endress
Periplocoideae Cryptolepis buchananii Roem. & Schult. e Hemidesmus indicus R. Br. (Dave & Kuriachen 1991) e
R. Br. ex Endl. Cryptostegia grandiflora Roxb. ex R. Br. (Thomas 1989 apud Dave & Kuriachen 1991)
Secamonoideae
Endl.
g o Fockeeae Kunze, Meve & Liede
g E Marsdenieae Benth. Gymnema sylvestre R.Br., Marsdenia tenacissima Wight & Arn. e  Wattakaka volubilis Stapf
.g % (Kuriachen et al. 1992)
g & Ceropegieae Decne. ex Orb. Ceropegia bulbosa Roxb. e Leptadenia reticulata (Retz.) Wight & Arn. (Kuriachen et al. 1992)
<

Asclepiadeae (R. Br.) Duby

Araujia hortorum E. Fourn. (Castro 1986),  Asclepias curassavica L. (Souza et al . 2004),
Calotropis gigantea W. T. Ailton, Calotropis procera (Ailton) W. T. Ailton, Tylophora da lzellii

Hook. f. e Tylophora indica Merr. (Kuriachen et al. 1992)
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Capitulo 1

A importancia da anatomia de frutos na distincao de espécies de
Aspidosperma Mart. & Zucc. (Apocynaceae)'

Shesterson Aguiar’, Sandra Maria Carmello-Guereiro™ , Washington Marcondes-Ferreira’ e Luiza Sumiko Kinoshita®

Resumo: O género Aspidosperma Mart & Zucc. apresenta 44 espécies de distribui¢do neotropical, sendo a maioria ocorrente
no Brasil. Devido a grande semelhanca morfolégica entre os frutos de algumas espécies, o principal objetivo deste trabalho
foi observar caracteres anatomicos que pudessem ser utilizados na distin¢do das mesmas. Frutos maduros de A. australe
Miill. Arg., A. olivaceum Miill. Arg. e A. pyrifolium Mart. foram coletados, fixados e submetidos a técnicas usuais de
anatomia. As trés espécies estudadas possuem frutos do tipo folicdrios, constituidos, na maioria das vezes, de apenas um
foliculo. Em todas as espécies o epicarpo € unisseriado, com cuticula espessa, lenticelas e periderme. Tricomas de cobertura
estdo presentes somente em A. australe, sendo um cardter importante para a distin¢do das espécies. O mesocarpo é
constituido por parénquima fundamental, laticiferos, feixes vasculares, esclerdcitos e idioblastos com cristais prismaticos.
Os principais caracteres distintivos no mesocarpo sdo esclerdcitos, arranjados em grupos de diversas células somente em A.
pyrifolium e os laticiferos, que possuem bainha parenquimatica somente em A. olivaceum. O endocarpo de todas as espécies
¢ multisseriado. Como somente A. australe possui as células do endocarpo lignificadas, este cardter também foi considerado
importante na distingdo das espécies. Desta forma, pode-se observar neste trabalho que, mesmo possuindo frutos de
morfologia semelhante, A. australe, A. olivaceum e A. pyrifolium podem ser distinguidas através de caracteres presentes no
pericarpo.

Palavras — chave: Rauvolfioideae, Aspidosperma australe Mill. Arg., Aspidosperma olivaceum Milll. Arg., Aspidosperma

pyrifolium Mart., pericarpo

Introducao

Caracteristicas anatdmicas de frutos t€ém sido sempre negligenciadas em estudos sisteméticos
porque sdo tecnicamente dificeis de serem investigadas (Bobrov et al. 2005), no entanto elas podem ter
uma grande importincia em trabalhos taxondmicos (Hutchinson 1969). Von Teichman & Van Wyk
(1991) reconheceram a importancia taxondmica da morfologia dos frutos devido a pequena plasticidade
fenotipica exibida pelo 6rgdo. Potgieter & Albert (2001) utilizaram caracteristicas moleculares e dos
propagulos (frutos e sementes) de espécies de Apocynaceae para investigar as relagdes filogenéticas
existentes na familia. No entanto, as caracteristicas sugeridas pelos autores, como esclerificacdo do
pericarpo, espessura do exocarpo e consisténcia do mesocarpo foram baseadas apenas em observagdes
morfoldgicas dos frutos, e ndo em descri¢des anatdomicas.

Apocynaceae € uma das maiores e mais representativas familias de Angiospermas, contendo em
seus limites atuais cerca de 400 — 480 géneros e 4.300 —4.800 espécies com distribui¢cdo pantropical e
em climas temperados (Albers & Meve 2001; Potgieter & Albert 2001; APG 2003), incluindo espécies

"Parte da tese de doutorado do primeiro autor, vinculado ao programa de Pés Graduacio em Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas
fDepartamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Caixa Postal n’ 6109, Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, 13083 —970, Campinas, SP, Brasil
" Autor para correspondéncia: smcg @unicamp.br



12

de diversos habitos, como arvores, arbustos, subarbustos, lianas e ervas (Judd et al. 2002; Kinoshita
2005; Simpson 2007). Atualmente a familia € dividida em 5 subfamilias (Endress & Bruyns 2000),
sendo o género Aspidosperma Mart. & Zucc. pertencente a subfamilia Rauvolfioideae e a tribo
Aspidospermeae (Simdes et al. 2007). O género apresenta 44 espécies com distribui¢do neotropical,
ocorrendo desde o México até a Argentina, sendo a maioria das espécies ocorrentes no Brasil
(Marcondes-Ferreira 2005).

Dentre as espécies pertencentes ao género, algumas se destacam pelo grande potencial
econdmico na produgdo de madeiras, como as perobas (Rizzini & Mors 1976) e outras apresentam
grande importancia medicinal, como Aspidosperma quebracho-blanco Schlecht usada como fonte de
remédios anti-febris e anti-asmaticos (Ezcurra 1981).

Os frutos, no género, sdo foliculos teretos ou compressos, onde, usualmente, somente 1 dos
carpelos se desenvolve (Simdes & Kinoshita 2002), apresentando consisténcia lenhosa a coridcea
(Marcondes-Ferreira 2005). Existem alguns trabalhos relacionados a anatomia de frutos em
Apocynaceae (Mahran et al. 1967; Castro 1986; Dave & Kuriachen 1990; Kuriachen et al. 1990; Dave
& Kuriachen 1991; Kuriachen ef al. 1991; Thomas & Dave 1991; Kuriachen et al. 1992; Souza &
Moscheta 1992; Thomas & Dave 1994; Aguiar 2003; Souza et al. 2004; Gomes 2008; Aguiar et al.
2009), mas somente Souza & Moscheta (1992) e Gomes (2008) estudaram frutos de representantes do
género.

Segundo o especialista no género Washington Marcondes-Ferreira (comunicagdo pessoal)
algumas espécies apresentam frutos muito semelhantes quanto a morfologia, sendo muito dificeis de
serem distinguidos entre si. Desta forma, um estudo das caracteristicas anatomicas dos frutos de
espécies do género é de fundamental importancia para auxiliar na distin¢do das espécies e fornecer
subsidios para futuros estudos taxondmicos e filogenéticos na familia, sendo, portanto, o principal

objetivo do presente trabalho.

Materiais e métodos

Material Botanico

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados frutos totalmente desenvolvidos, mas ndo
abertos, de Aspidosperma australe Mill. Arg., Aspidosperma olivaceum Miill. Arg. e Aspidosperma
pyrifolium Mart., coletados a partir de individuos localizados no Campus da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp). Este estddio de desenvolvimento foi escolhido pois, em estudo prévio, observou-
se que frutos maduros, ou seja, aqueles que ja estavam abertos, apresentavam o pericarpo pouco
diferenciado, com a maioria das células colapsadas, contribuindo pouco com caracteres anatomicos de
valores diagndsticos.

Os exemplares foram identificados pelo Dr. Washington Marcondes Ferreira Neto (especialista

no género) e os materiais testemunha foram herborizados e incorporados ao Herbéario UEC (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados referentes ao material testemunha das espécies estudadas.

Espécie Localidade Nome e n® do coletor  Data da coleta Registro UEC

A. australe Campinas (SP) S. M. Gomes 656 07/X/2003 142189
“UNICAMP”

A. olivaceum Campinas (SP) S. M. Gomes 575 24/V1/2003 142145
“UNICAMP”

A. pyrifolium Campinas (SP) S. M. Gomes 564 26/11/2003 142135
“UNICAMP”

Metodologia
Os frutos coletados foram fixados em FAA (Johansen 1940) por 24 horas e colocados em bomba

a vacuo para facilitar a penetracao do fixador, sendo posteriormente conservados em dlcool etilico 70%.
Para o estudo anatdomico, parte do material conservado foi incluida em resina pléstica (Gerrits & Smid
1983), seccionada em micrétomo rotativo € as secgdes transversais € longitudinais, de 10 pym de
espessura, foram coradas com azul de toluidina (O' Brien et al. 1964) para anélise estrutural. Para a
andlise histoldgica as sec¢Oes foram submetidas aos seguintes corantes e reagentes: Sudan black B
(Pearse 1985) para a detec¢do de lipidios totais na cuticula, reagente de lugol (Johansen 1940) para a
detec¢do de amido e floroglucina acidificada (Johansen 1940) para detec¢do de lignina. Algumas
seccOes foram submetidas a luz polarizada a fim de evidenciar constituintes celulares birrefringentes,
como cristais, amido e celulose (Evert 2006). Para a descricdo dos resultados utilizaram-se as
terminologias de Roth (1977) e de Spjut (1994).

As 1lustragdes consistiram de esquemas, fotografias e fotomicrografias. Os esquemas das
seccOes transversais dos frutos foram obtidos em cdmara clara acoplada a estereomicroscopio. As
fotomicrografias foram realizadas em microscopio Olympus BX 51 utilizando-se filme Kodak
Prolmage ASA 100, cujo negativo foi posteriormente escaneado para a producao de imagens digitais de
alta resolucdo. As escalas das ilustracdes foram calculadas através de lamina micrométrica fotografada
nas mesmas condicdes Opticas das demais ilustragdes. As ilustragdes foram utilizadas na confecgdo das

pranchas, montadas no programa CorelDraw X3.

RESULTADOS

Os frutos de Aspidosperma australe Miill. Arg., A. olivaceum Miill. Arg. e A. pyrifolium Mart.
sdo folicarios lenhosos, com um ou, raramente, dois foliculos dolabriformes, pubérulos somente em A.
australe. Apresentam coloracdo esverdeada, quando jovens, tornando-se marrons a medida que
amadurecem. Todos possuem deiscéncia através de uma tnica sutura marginal, que ao se romper, faz
com que o fruto forme apenas uma valva e libere diversas sementes aladas. Com base nos frutos
observados no campo, pode-se perceber que poucos sdo constituidos de dois foliculos, pois, mas na
maioria dos casos, somente um fruticulo se desenvolve devido ao aborto de um dos carpelos.

O pericarpo dos frutos foi dividido em trés regides estruturalmente distintas: epicarpo,
mesocarpo € endocarpo. Abaixo sdo apresentadas, de forma separada, as principais caracteristicas

anatomicas dos frutos das trés espécies, que estdo sumarizadas na tabela 2.
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Figuras A — C. Frutos maduros. A e B. Aspidosperma australe Miill e . Arg. C. Aspidosperma olivaceum Mart.

Aspidosperma australe Miill. Arg.

Epicarpo - formado por uma camada de células epidérmicas de paredes delgadas (Fig. 2), citoplasma
de aspecto pouco denso, nicleo de posicdo basal e cuticula espessa, revelada no teste com Sudan black
B. Tricomas de cobertura multicelulares e unisseriados, com aproximadamente 5 células (Fig. 6), e
lenticelas (Fig. 5) também estdo presentes no epicarpo do fruto. As lenticelas possuem células suberosas
de paredes delgadas (Fig. 5) e felogénio de origem subepidérmica. Em alguns locais do fruto, observa-se

aformacdo de uma periderme composta por células suberosas repletas de contetdo fenélico (Fig. 5).

Mesocarpo — constituido por parénquima fundamental, laticiferos, esclerdcitos, idioblastos
cristaliferos e feixes vasculares. As células do parénquima fundamental possuem paredes pecto-
celuldsicas levemente espessas, sendo as localizadas proximas ao epicarpo menores que as demais (Fig.
2). Os laticiferos (Fig. 3, 8 e 10) estao distribuidos por todo 0o mesocarpo e formam um sistema alongado
no sentido longitudinal do fruto, algumas vezes ramificado. Possuem parede pecto-celuldsica
ligeiramente espessa, corada em purpura com azul de toluidina, sendo esta célula facilmente confundida
com as células parenquimadticas. O latex de aspecto denso (Fig. 3, 8 e 10) € a tinica caracteristica que
facilita o reconhecimento desta célula. Os esclerdcitos distribuem-se por todo o mesocarpo do fruto
(Fig. 5,8 €9), ocorrendo isolados ou, raramente, em duplas e sendo freqiientes na regido de deiscéncia
(Fig. 8). Idioblastos com cristais prismaticos estdo espalhados por todo o mesocarpo, ocorrendo ao
redor dos esclerdcitos (Fig. 9) ou préoximos ao endocarpo (Fig. 7). O sistema vascular consiste de
inimeros feixes vasculares de diversos tipos, como concéntricos anficrivais (Fig. 3), colaterais (Fig. 10
e 11) e bicolaterais, que se distribuem por todo o mesocarpo (Fig. 1). Os feixes vasculares de maior

calibre sdo os que ocorrem na regido de deiscéncia, ficando um de cada lado da linha de deiscéncia.



Figuras 1 — 4. Fruto maduro de Aspidosperma australe Miill. Arg. 1. Esquema do corte transversal do fruto. 2. Epicarpo e células
parenquimaticas do mesocarpo. 3. Feixe vascular anficrival e laticifero (seta) com contetido denso. 4. Endocarpo em luz polzarizada
(seta = cristal prismdtico). Cs = cavidade seminal; En = endocarpo; Ep = epicarpo; Fl = floema; Fv = feixe vascular; Ld = linha de
deiscéncia; Ms = mesocarpo; Xi=xilema

Endocarpo - formado por varias camadas de esclerdcitos de paredes espessas e lignificadas (Fig. 4 e 7)
e de disposi¢do cruzada. A lignificacdo do endocarpo € centrifuga, pois ocorre da cavidade seminal em

dire¢do ao mesocarpo. Cristais prismaticos podem ocorrer no interior dos esclerdcitos (Fig. 4).

Regido de deiscéncia — constituida por laticiferos, feixes vasculares, esclerdcitos, parénquima
fundamental e idioblastos cristaliferos (Fig. 8). A linha de deiscéncia € formada por duas a trés camadas

de células pequenas e de paredes delgadas (Fig. 8), que se estendem da cavidade seminal até o epicarpo
(Fig. 1).

Aspidosperma olivaceum Miill. Arg.

Epicarpo — formado por uma camada de células epidérmicas de paredes pecto-celulésicas delgadas de
arranjo frouxo (Fig. 14). A cuticula é extremamente espessa, sendo na maioria das vezes maior do que a
propria célula epidérmica (Fig. 14). Lenticelas também estdo distribuidas por toda a superficie do fruto
(Fig. 17), e sdo formadas a partir do felogénio de origem subepidérmica (Fig. 16). As células suberosas

da lenticela apresentam protoplasto vazio ou com conteddo fendlico e parede celular variando de
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Figuras 5 — 11. Secgoes transversais do fruto maduro de Aspidosperma australe Miill. Arg. 5. Lenticela. 6. Tricomas de cobertura no
epicarpo. 7. Esclerécitos do endocarpo e cristais prismdticos em luz polarizada (setas). 8. Regido de deiscéncia, com esclerdcitos,
laticiferos (setas brancas), células parenquimadticas, idioblastos cristaliferos e linha de deiscéncia (seta preta). 9. Esclerdcito de parede
secunddria extremamente espessa e idioblasto cristalifero com cristal prismdtico (seta). 10. Feixe vascular colateral e laticifero com latex
denso. 11. Feixe vascular colateral. Es =esclerdcito; Fl1 = floema; Le = lenticela; Lt =laticifero; Xi =xilema
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Figuras 12 — 15. Fruto maduro de Aspidosperma olivaceum Miill. Arg. 12. Esquema do corte transversal do fruto. 13. Regido de
deiscéncia, com esclerdcitos, laticiferos (setas brancas), células parenquimadticas, idioblastos cristaliferos (seta preta) e linha de deiscéncia
(seta branca). 14. Epicarpo com cuticula espessa e células parenquimaticas do mesocarpo. 15. Feixe vascular bicolateral e esclerdcitos.
Cs = cavidade seminal; Cu = cuticula; En = endocarpo; Ep = epicarpo; Es = esclerdcito; Fl = floema; Fv = feixe vascular; Ld = linha de
deiscéncia; Lt=Ilaticifero; Ms=mesocarpo; Xi=xilema

delgada a espessa (Fig. 17). Observa-se também a presenca de uma periderme repleta de células

suberosas com conteddo fendlico (Fig. 19).

Mesocarpo — constituido por parénquima fundamental e clorofiliano, laticiferos, esclerdcitos,
idioblastos cristaliferos e feixes vasculares. As células parenquimaticas que ocorrem logo abaixo ao
epicarpo sdo menores, com poucos espagos intercelulares e apresentam intimeros cloroplastos (Fig. 14,
16 € 19). Ja as demais células parenquimaéticas do restante do mesocarpo s@o maiores, sem cloroplastos,
e possuem abundantes espacgos intercelulares (Fig. 18). Os laticiferos sao distribuidos por todo o
mesocarpo e sdo facilmente distinguidos das demais células devido ao calibre e espessura da parede
pecto-celuldsica (Fig. 13, 18, 21 e 22). O latex possui aspecto pouco denso (Fig. 22), sendo composto
pelo préprio protoplasto do laticifero, pois podem ser observados diversos nicleos dispersos no latex.

Os laticiferos apresentam ao seu redor uma bainha parenquimatica (Fig. 13 e 21), o que os torna mais
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evidentes no mesocarpo. Os esclerdcitos estao distribuidos por todo o mesocarpo (Fig. 13, 15, 16, 18, 20
e 23), sendo mais abundantes na regido de deiscéncia (Fig. 13 e 20). Podem ocorrer isolados (Fig. 16 e
23), forma predominante, ou em grupos de até 5 células. Idioblastos com cristais prismaticos sao
raramente observados, estando sempre associados aos esclerdcitos (Fig. 16 e 23). O sistema vascular
consiste de inimeros feixes vasculares dispersos por todo o mesocarpo (Fig. 12). Podem ser observados
diversos tipos de feixes, como concéntricos anficrivais, colaterais e bicolaterais (Fig. 15). Proximo a
linha de deiscéncia, observam-se dois feixes vasculares bicolaterais de maior calibre, um de cada lado
dalinha.

Endocarpo - formado por vérias camadas de células de paredes ligeiramente espessas e nao
lignificadas (Fig. 18). A orientag¢do das células é muito variada, pois existem células alongadas no
sentido longitudinal e transversal do fruto (Fig. 18). As células do endocarpo podem ser distinguidas das
do mesocarpo por ndo apresentarem espacos intercelulares. Uma cuticula delgada, revelada em teste
com Sudan black B, recobre as células do endocarpo que se encontram em contato com a cavidade

seminal.

Regiao de deiscéncia - Na regido de deiscéncia sdo observados laticiferos, feixes vasculares,
esclerdcitos, células parenquimaticas e idioblastos cristaliferos (Fig. 13 e 20). A linha de deiscéncia é
formada por duas a trés camadas de células parenquiméticas pequenas e de paredes delgadas (Fig. 13),

que se estendem da cavidade seminal até o epicarpo (Fig. 12).

Aspidosperma pyrifolium Mart.

Epicarpo - formado por uma camada de células epidérmicas de arranjo frouxo, paredes delgadas,
citoplasma pouco denso e nicleo de posi¢do basal revestidas por uma cuticula espessa (Fig. 26 e 28).
Diversas lenticelas recobrem a superficie do fruto, cujas células suberosas possuem paredes delgadas e,
algumas vezes, contetido fendlico (Fig. 31). Em alguns locais do fruto nota-se a formacao de uma
periderme formada por células suberosas de contetido fendlico e felogénio de origem subepidérmica
(Fig. 30).

Mesocarpo — constituido por parénquima fundamental e clorofiliano, laticiferos, esclerdcitos,
idioblastos cristaliferos e feixes vasculares. Logo abaixo ao epicarpo sdo encontradas 5 a 10 camadas de
células parenquimaticas pequenas, de paredes pecto-celuldsicas delgadas e ricas em cloroplastos (Fig.
26 ¢ 28). Entremeados a estas células parenquimdticas observam-se esclerdcitos isolados (Fig. 28), em
duplas ou grupos, além de idioblastos com cristais prismaticos (Fig. 30). As demais células
parenquimaticas que formam o mesocarpo do fruto sdo maiores, possuem parede pecto-celuldsica
delgada e contetido pouco denso (Fig. 28), sendo que as que ficam localizadas proximo ao endocarpo

apresentam abundantes espacos intercelulares (Fig. 33). Os esclerdcitos também ocorrem em grupos de
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Figuras 16 — 23. Secgdes transversais do fruto maduro de Aspidosperma olivaceum Miill. Arg. 16. Lenticela em inicio de formacao,
epicarpo com cuticula espessa, esclerdcito e idioblasto cristalifero (seta). 17. Lenticela com células de preenchimento de paredes
espessadas (seta). 18. Mesocarpo com células parenquimadticas, laticiferos e esclerdcitos e endocarpo com células justapostas de
disposi¢do cruzada. 19. Periderme repleta de compostos fendlicos e mesocarpo. 20. Regido de deiscéncia em luz polarizada (seta = linha de
deiscéncia). Notar brilho proeminente nas paredes dos laticiferos e esclerdcitos. 21. Laticifero com células parenquiméticas adjacentes de
disposicdo radial. 22. Laticifero de contetido pouco denso onde nota-se niicleo (seta) com trés nucléolos. 23. Esclerdcitos, idioblastos
cristaliferos (setas) e feixe vascular colateral. Cu = cuticula; En = endocarpo; Es = esclereide; Fl = floema; Le = lenticela; Lt = laticifero;
Xi=xilema
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Figuras 24 — 27. Fruto maduro de Aspidosperma pyrifolium Mart. 24. Esquema do corte transversal do fruto. 25. Esclerdcitos do
mesocarpo em luz polarizada (seta = cristal prismatico). 26. Epicarpo com cuticula espessa e células parenquimaticas do mesocarpo. 27.
Regido de deiscéncia com esclerdcitos, células parenquimadticas e linha de deiscéncia (seta). Cu = cuticula; En = endocarpo;
Ep=epicarpo; Es = esclerdcito; Fv =feixe vascular; Ld = linha de deiscéncia; Se = semente

inimeras células (Fig. 25, 27 e 28) e apresentam numerosas pontuacdes nas paredes secunddrias que sao
extremamente espessas, deixando o lume celular extremamente reduzido ou ausente. Em alguns
esclerdcitos observam-se cristais prismaticos (Fig. 25). Os laticiferos estdo distribuidos por todo o
mesocarpo e sdo diferenciados das demais células parenquimaéticas por serem calibrosos e apresentarem
parede pecto-celulésica homogeneamente espessada (Fig. 32). Possuem formato cilindrico e alongado
no sentido longitudinal do fruto sendo, algumas vezes, ramificados. O sistema vascular consiste de
inimeros feixes vasculares dispersos por todo o mesocarpo do fruto (Fig. 24). Podem ser visualizados
diversos tipos de feixes, como concéntricos anficrivais (Fig. 29), colaterais e bicolaterais. Proximo a
linha de deiscéncia observam-se dois feixes vasculares bicolaterais de maior calibre, um de cada lado da
linha (Fig. 24).

Endocarpo - formado por vérias camadas de células de paredes delgadas e ndo lignificadas (Fig. 33). A
orientacdo das células € muito variada, pois existem células alongadas no sentido longitudinal e
transversal do fruto (Fig. 33). Estas células sdo revestidas por cuticula delgada, revelada em teste com
Sudan black B. As células do endocarpo podem ser distinguidas das células parenquiméticas do

mesocarpo por ndo apresentarem espagos intercelulares.



Figuras 28 — 33. Secgdes transversais do fruto maduro de Aspidosperma pyrifolium Mart. 28. Vista geral do pericarpo evidenciando
cuticula espessa (seta) no epicarpo, esclerdcitos e células parenquimaticas no mesocarpo. 29. Feixe vascular concéntrico anficrival. 30.
Periderme com células repletas de conteido fendlico e idioblastos cristaliferos (setas) no mesocarpo. 31. Lenticela. 32. Laticifero de
parede pecto-celulésica homogeneamente espessada. 33. Mesocarpo, com células parenquimaticas e esclerdcitos, e endocarpo. En =
endocarpo; Es =esclerdcito; Fl =floema; Le =lenticela; Lt = laticifero; Xi = xilema
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Regido de deiscéncia — constituida por células parenquimadticas, laticiferos, feixes vasculares e
idioblastos cristaliferos. Os esclerdcitos delimitam a linha de deiscéncia que € formada por células
parenquimaticas pequenas e de citoplasma denso (Fig. 27), que se estende da cavidade seminal até a

metade do mesocarpo, ndo atingindo o epicarpo (Fig. 24).

Tabela 2 — Resumo das principais caracteristicas anatdomicas dos frutos de A. australe, A. olivaceum e A. pyrifolium,
estudados no presente trabalho, e de A. polyneuron (Souza & Moscheta 1992)

+=presenca, - =auséncia, NO =ndo observado; e ... =dado nao informado

Caracteristicas anatomicas A. australe Miill. Arg. A. olivaceum Mill. Arg. A. pyrifolium Mart. A. polyneuron ~ Miill. Arg

(Souza & Moscheta 1992)

Epicarpo n® de camadas 1 1 1 1

estomatos NO NO NO +

lenticelas + + + +
cuticula + + + +
tricomas +

Mesocarpo Tipo de feixe concéntrico, colateral e concéntrico, colateral e concéntrico e colateral concéntrico e colateral

vascular bicolateral bicolateral

laticiferos + + + +
linha de + (se estende da cavidade + (se estende da cavidade + (se estende da cavidade + (se estende da cavidade
deiscéncia seminal até o epicarpo) seminal até o epicarpo) seminal até metade do seminal até o epicarpo)

mesocarpo)
esclerdcitos + (predominantemente isolados) + (predominantemente isolados) + (predominantemente em + (predominantemente isolados)
grupos de indmeras células)
idioblastos + (com cristais prismaticos) + (com cristais prismaticos) + (com cristais prismaticos)
cristaliferos
End()carp() n® de camadas 15a20 10a 15 5al0 multisseriado

cuticula - + +
Células + - - +

lignificadas

Discussao

O presente trabalho mostra a importancia da anatomia de frutos na distin¢cdo de espécies de

N

Aspidosperma Mart. & Zucc. (Apocynaceae). O género pertence a subfamilia Rauvolfioideae,
considerada a mais basal na familia (Endress et al. 2007). Nesta subfamilia existem varios tipos
morfolégicos de frutos, dentre eles bacdceos, como os de Hancornia speciosa Gomes (Koch &
Kinoshita 1999; Kinoshita & Simdes 2005), drupaceos, como os de Rauvolfia sellowii Miill. Arg. (Koch
2002, 2005), capsulares, como os presentes nos género Allamanda L. (Sakane & Shepherd 1986),
Plectaneia Thou. (Endress & Bruyns 2000) e em Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Gomes 2008),
foliculares carnosos, como os de Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar 2003), ou secos,
como os do género Aspidosperma Mart. & Zucc. Apesar do ovario de espécies do género Aspidosperma
ser apocdrpico e bicarpelar (Marcondes-Ferreira & Kinoshita 1996) geralmente um tnico foliculo se
desenvolve, devido ao aborto de um dos carpelos (Simdes & Kinoshita 2002), fato também observado
por Souza & Moscheta (1992) em A. polyneuron Miill. Arg. e nas trés espécies estudadas neste trabalho.
A parede do fruto é dividida anatomicamente em trés regides: epicarpo, mesocarpo e endocarpo

(Roth 1977). De acordo com Fahn (1990), a separagdo serve para facilitar a descri¢do anatdmica, sendo
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que a defini¢@o destes termos varia conforme cada autor. A maioria dos autores modernos prefere usar os
termos epicarpo e endocarpo em seu sentido mais amplo (sensu lato), que inclui na sua formacdo além
das epidermes externa e interna, respectivamente, também células do mesofilo ovariano (Roth 1977).

De acordo com Roth (1977) o epicarpo € usualmente unisseriado e representa a camada mais
externa do pericarpo. As trés espécies estudadas neste trabalho apresentam epicarpo unisseriado, da
mesma forma que a maioria das espécies ja estudadas na familia (Mahran et al. 1967; Zala et al. 1976;
Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989; Dave & Kuriachen 1990; Kuriachen et al. 1991; Kuriachen et al.
1992; Souza & Moscheta 1992; Thomas & Dave 1994; Souza et al. 2004; Aguiar et al. 2009). No
entanto, a presenca de epicarpo unisseriado nos frutos ndo € védlida para todas as espécies da familia, pois
foi observado epicarpo multisseriado em Tylophora dalzellii Hook.f. (Kuriachen et al. 1990), Nerium
oleander L. (Thomas & Dave 1991), além de outras (Thomas & Dave 1994), sendo que em todas estas
espécies o epicarpo € considerado sensu lato, pois € formado por uma camada de células epidérmicas e
camadas subseqiientes de células colenquimataticas e/ou esclerenquiméticas subepidérmicas. Somente
em Aganosma caryophyllata G. Don (Thomas & Dave 1994) observa-se epicarpo multisseriado sensu
stricto. Souza & Moscheta (1992) encontraram epicarpo unisseriado e glabro em A. polyneuron e citam
a presenca de estomatos e inimeras lenticelas no fruto. Neste trabalho ndo foram observados estomatos
em nenhuma das espécies estudadas, mas todas apresentam grande quantidade de lenticelas.

Tricomas de cobertura estdao presentes somente em A. australe sendo este um carater de extrema
importancia para auxiliar na distin¢@o das espécies aqui estudadas. A presenca de tricomas de cobertura
¢ freqiiente em espécies da familia, como os de Calotropis procera (Ailton) W. T. Ailton (Mahran et al.
1967; Dave & Kuriachen 1987), Catharanthus roseus G. Don (Zala et al. 1976), Araujia hortorum E.
Fourn. (Castro 1986), Pergularia daemia (Forssk.) Chiov. (Kuriachen & Dave 1989), Aganosma
caryophyllata G. Don, Ichnocarpus frutescens R.Br., Wrightia tinctoria R. Br. (Thomas & Dave 1994) e
Prestonia riedelii (Miill. Arg.) Markgr. (Aguiar et al. 2009), tendo provavel funcao de contribuir para a
reducdo da transpiracdo. Ja em C. roseus, Parsonsia spiralis Wall. e Vallaris solanacea Kuntze os
tricomas sdo unicelulares (Thomas & Dave 1994).

A superficie dos frutos sempre se encontra recoberta por cuticula, sendo a sua formacgado
influenciada por vérios fatores, como luz, temperatura, dentre outros (Roth 1977). Cuticula espessa é
um carater muito comum em frutos de Apocynaceae (Mahran et al. 1967; Zala et al. 1976; Castro 1986;
Kuriachen & Dave 1989; Kuriachen et al. 1990; Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991;
Thomas & Dave 1991; Souza & Moscheta 1992; Kuriachen ef al. 1993; Thomas & Dave 1994; Aguiar
2003; Souza et al. 2004; Aguiar et al. 2009) e também esta presente nos frutos aqui estudados. A cuticula
possui papel fundamental na diminui¢do da perda de 4gua para o ambiente (Thomas & Dave 1994),
sendo esta funcdo de grande importancia em A. pyrifolium, pois esta planta estd submetida a altas
intensidades luminosas e a baixos indices pluviométricos, visto que € encontrada na caatinga.

As funcgdes desempenhadas pelos estdmatos nos frutos sdo a de controle da temperatura e

controle do balanco hidrico através da evaporacdo (Roth 1977). Estobmatos foram observados em vérios
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exemplares da familia (Mahran et al. 1967; Zala et al. 1976; Dave & Kuriachen 1987; Kuriachen &
Dave 1989; Kuriachen et al. 1990; Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991; Thomas & Dave
1991; Kuriachen et al. 1992; Thomas & Dave 1994), sendo classificados como paraciticos,
anomociticos ou ciclociticos. Dave & Kuriachen (1987) realizaram um estudo sobre o desenvolvimento
de estdmatos nos frutos de C. procera classificando os estdbmatos nesta espécie como perigenos. Em A.
polyneuron (Souza & Moscheta 1992), e espécies de Parsonsia R. Br. e Strophanthus A. DC. (Thomas
& Dave 1994) os estdmatos sao substituidos por lenticelas. Apesar de todas as espécies apresentarem
lenticelas, em nenhuma delas foi possivel observar, em microscopia Optica, a existénica de estdmatos.
Segundo Roth (1977) estdmatos sdo freqiientemente presentes na superficie dos frutos, mas sd@o em
menor nimero quando comparados com as folhas. A auséncia de estobmatos nao € exclusiva da espécie
estudada neste trabalho, pois ja foi mencionada para outras espécies da familia por Kuriachen et al.
(1992) e por Thomas & Dave (1994). No entanto acredita-se que estudos com MEV sejam necessarios
para verificar a ocorréncia dos estdmatos nas superficies dos frutos.

Esclerdcitos foram observados no mesocarpo de A. polyneuron por Souza & Moscheta (1992) e
nas trés espécies deste trabalho. Em A. pyrifolium eles ocorrem, predominantemente, em grupos de
inimeras células, tornando o pericarpo do fruto extremamente duro. Nas demais espécies, A. australe e
A. olivaceum, os esclerdcitos também siao abundantes no mesocarpo do fruto, mas ndo formam grupos
de numerosas células, tornando o mesocarpo menos rigido. A presenca de grupos formados por diversos
esclerdcitos em A. pyrifolium foi um caréter de grande importancia na distin¢cdo das espécies estudadas
neste trabalho.

Laticiferos sao células (ou fileiras de células) espalhadas por todo o corpo da planta, contendo
um fluido chamado latex (Esau 1965; Evert 2006), de composi¢do quimica muito variada (Fahn 1979).
Sua funcdo € de proteger a planta contra herbivoria, microorganismos e também selar ferimentos (Fahn
1979, 1990; Farrell et al. 1991; Hunter 1994). Os laticiferos também se desenvolvem em frutos e ja
foram reportados em varias espécies como Ficus carica L. (Moraceae), Carica papaya L. (Caricaceae)
e Papaver somniferum L. (Papaveraceae) (Roth 1977). Na familia Apocynaceae diversos trabalhos
citam a presenca de laticiferos em frutos (Mahran et al. 1967; Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989;
Kuriachen er al. 1990; Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991; Thomas & Dave 1991;
Kuriachen et al. 1992; Souza & Moscheta 1992; Thomas & Dave 1994; Aguiar 2003; Souza et al. 2004;
Aguiar et al. 2009). Nas trés espécies estudadas os laticiferos s@o localizados por todo o mesocarpo do
fruto e apresentam parede espessa. Somente em A. olivaceum foi verificada bainha parenquimatica ao
redor dos laticiferos, carater considerado distintivo para as espécies deste trabalho.

O endocarpo, segundo Roth (1977) pode se originar da epiderme interna do ovario (endocarpo
sensu stricto), somente das camadas subepidérmicas do mesofilo ovariano, ou ainda da combinagio de
ambas (endocarpo sensu lato). Nas trés espécies, o endocarpo € formado por varias camadas de células,
mas acredita-se que somente a camada mais interna (em contato com a cavidade seminal) origina-se da

epiderme interna do ovdrio. Aguiar et al. (2009) realizaram um estudo ontogenético nos frutos de P.
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riedelii e concluiram que o endocarpo, bisseriado e lignificado, é formado pelo desenvolvimento da
epiderme interna do ovario e por uma camada subepidérmica do mesofilo ovariano, sendo desta forma,
considerado endocarpo sensu lato. Souza & Moscheta (1992) ao estudarem a ontogenia dos frutos de A.
polyneuron sugerem origem epidérmica para as fibras do endocarpo. Neste trabalho, assim como
observado por Aguiar et al. (2009), sugere-se que as células do endocarpo das trés espécies tenham
origem mista, ou seja, da epiderme ovariana e de camadas sub-epidérmicas, sendo desta forma, um
endocarpo sensu lato segundo Roth (1977). Das trés espécies estudadas somente A. australe apresentou
células lignificadas no estddio estudado, sendo este um bom cardter distintivo entre as espécies. Apesar
de A. olivaceum e A. pyrifolium nao apresentarem endocarpo lignificado neste estadio sugere-se que em
estddios posteriores ocorrerd lignificacdo das células, pois estas células possuem as mesmas
caracteristicas das células do endocarpo de P. riedelii, estudadas por Aguiar et al. (2009), em estddios
anteriores a lignificacdo.

Neste trabalho foi adotado o termo esclerdcito para caracterizar as células que formam o
endocarpo de A. australe, devido a quantidade de pontuacdes, formato irregular e curto tamanho
apresentado pelas células. No entanto, em grande parte das espécies ja estudadas na familia o tipo
celular mais citado para o endocarpo dos frutos sdo as fibras. Souza & Moscheta (1992) citam a presenca
de fibras e esclerdcitos no endocarpo de A. polyneuron. Nos trabalhos de Zala et al. (1976), Kuriachen et
al. (1991), Thomas & Dave (1991, 1994) ¢ citada a presenca de células lignificadas ou
esclerenquimdticas no endocarpo dos frutos, sem mencionar o tipo celular apresentado por elas. Gupta
& Lamba (1981) citam vdrios tipos de esclerdcitos presentes no endocarpo de Rauvolfia serpentina
Benth. ex Kurz (macroesclerécitos, braquiesclerdcitos, esclerdcitos filiformes e esclerdcitos
fusiformes), mas como neste trabalho nao foi realizado macerado no endocarpo de A. australe nao se
pode chegar a nenhuma conclusao quanto ao tipo de esclerdcito que forma o mesmo.

A deiscéncia dos foliculos das trés espécies estudadas ocorre ao longo das margens do carpelo.
Antigamente este tipo de deiscéncia era chamado de ventral, mas Roth (1977) considera que este termo
€ inadequado, pois o lado ventral do carpelo corresponde a face interna deste. Assim sendo, utilizou-se o
termo deiscéncia marginal, sugerido por Roth (1977), para os foliculos estudados, visto que a sutura se
forma ao longo das margens do carpelo. Semelhante deiscéncia foi também retratada para A. polyneuron
(Souza & Moscheta 1992) e para P. riedelii (Aguiar et al. 2009). Segundo Roth (1977) os mecanismos
de deiscéncia sdo baseados, em geral, em movimentos de tecidos vivos e mortos. Dois tipos
fundamentais de mecanismos de deiscéncia podem ocorrer: o higroscopico e o de turgor. Os
higroscépicos dependem, geralmente, do encolhimento ou distencdo das paredes de células mortas,
enquanto que o de turgor funciona com células vivas, de paredes eldsticas. No caso dos frutos de A.
australe, A. olivaceum e A. pyrifolium pode-se concluir que a deiscéncia é do tipo higroscépica
xerocdstica, visto que o pericarpo do fruto seca a medida que o fruto amadurece. Vdrios fatores auxiliam
na abertura dos frutos, como a presenca de uma linha de deiscéncia, formada por células de paredes

delgadas, a ocorréncia de células parenquimaticas no mesocarpo e a lignificagdo, mesmo que tardia em
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A. olivaceum e A. pyrifolium, do endocarpo. As células lignificadas e de paredes altamente espessadas,
presentes no endocarpo, e a perda de dgua pelas células parenquiméticas do mesocarpo, criam uma
tensdo higroscopica no fruto, contribuindo para o mecanismo de abertura.

A partir dos resultados obtidos no presente estudo e de dados do trabalho de Souza & Moscheta
(1992) foi possivel elaborar uma chave de identificacdo de espécies de Aspidosperma baseada somente

em caracteres anatomicos dos frutos.

Chave para a identificacio das trés espécies de Aspidosperma baseada em caracteres anatomicos dos frutos
1. Epicarpo com tricomas de CODEITUTA. .......c.eutveveueveuiiriririrteieteteteeesestetetetetebebesesees st st ststesetebebebesenene rens A. australe Miill. Arg.

1. Epicarpo sem tricomas de cobertura.

2. Laticiferos com bainha parenqUuimatiCa. ...........cocvverereriririeuereueveieeeiinineressieieneesene seesenenes A. olivaceum Milll. Arg.
3. Laticiferos sem bainha parenqUimatiCa. ..........cceveueuiriruererinieininie ettt A. pyrifolium Mart.
Conclusoes

Com base nos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que os frutos das espécies de
Aspidosperma estudadas podem ser distinguidos a partir de caracteres anatdmicos presentes no
pericarpo. Além disto, notou-se uma semelhanga entre as espécies, no que diz respeito a estrutura do
pericarpo, como presenca de lenticelas, epicarpo unisseriado, cuticula espessa, feixes vasculares
distribuidos por todo o mesocarpo, laticiferos, esclerdcitos no mesocarpo, linha de deiscéncia formada
por células parenquimaticas de parede delgada e endocarpo multisseriado. Caracteristicas anatdmicas
exclusivas em cada um dos frutos, como tricomas de cobertura e endocarpo lignificado em A. australe,
esclerdcitos formando grupos de diversas células e linha de deiscéncia se estendendo somente até a
metade do mesocarpo em A. pyrifolium e laticiferos com bainha parenquimética em A. olivaceum

também foram levantadas.
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Capitulo 2

Morfoanatomia e ontogénese na caracterizacao dos frutos de
Allamanda blanchetii A. DC. e Allamanda schottii Pohl (Apocynaceae)'

Shesterson Aguiar’, Sandra Maria Carmello-Guereiro™ e Luiza Sumiko Kinoshita’

Resumo: As espécies do género Allamanda L. possuem frutos do tipo cdpsula, muito semelhantes quanto a morfologia.
Desta forma os principais objetivos do presente trabalho foram caracterizar, através de estudos ontogenéticos, os frutos de
Allamanda blanchetii A. DC. e Allamanda schottii Pohl, além de levantar dados anatdmicos do pericarpo que possam ser
utilizados na identificacdo das duas espécies. Flores, frutos jovens e maduros foram coletados, fixados e submetidos a
técnicas usuais de anatomia. Apesar das cdpsulas do género Allamanda serem tradicionalmente classificadas como
loculicidas, neste trabalho ficou comprovado que as cdpsulas de A. blanchetii e A. schottii sdo, na realidade, capsulas
septicidas bivalvares. O epicarpo das duas espécies € unisseriado e possui células epidérmicas de paredes espessas, cuticula
delgada e estdomatos. No mesocarpo pode-se observar hipoderme de células colenquimatosas, anel esclerenquimatico,
parénquima fundamental, aerénquima, feixes vasculares, ilhas de floema e laticiferos. O endocarpo das duas espécies é
constituido por diversas camadas de esclerdcitos, que possuem disposi¢do cruzada somente em A. blanchetii. Apesar de
apresentarem pericarpo com muitas similaridades, foi possivel constatar que somente A. blanchetii possui aerénquima
distribuido por todo o mesocarpo do fruto sendo este, portanto, o principal cardter para distinguir as espécies.

Palavras —chave: Rauvolfioideae, Allamanda, pericarpo, cidpsula septicida

Introducao

Apocynaceae € uma das maiores e mais representativas familias de Angiospermas, contendo em
seus limites atuais cerca de 400 — 480 géneros e 4.300 — 4.800 espécies com distribui¢do pantropical e
em climas temperados (Albers & Meve 2001; Potgieter & Albert 2001; APG 2003), incluindo espécies
de diversos habitos, como arvores, arbustos, subarbustos, lianas e ervas (Judd et al. 2002; Kinoshita
2005; Simpson 2007). A familia exibe varios tipos morfolégicos de frutos, como bacaceos, drupaceos e
foliculares (Simdes & Kinoshita 2002), além de cdpsulas, presentes no género Allamanda L. (Sakane &
Shepherd 1986) e Plectaneia Thou. (Endress & Bruyns 2000).

Allamanda L. € um pequeno género da familia, pertencente a subfamilia Rauvolfioideae Kostel
(Endress & Bruyns 2000) e a tribo Plumerieae E. Mey. (Simdes et al. 2007). O género apresenta 14
espécies nativas do continente americano, sendo que 12 ocorrem no Brasil (Sakane & Shepherd 1986).
Algumas espécies sdo utilizadas como plantas ornamentais, devido a suas flores vistosas, e na medicina
popular (Simdes & Kinoshita 2005), principalmente A. cathartica L., cuja infusdo das folhas € utilizada
como catartico (Sakane & Shepherd 1986).

Seus frutos sdo classificados como cédpsulas bicarpelares eliptico-compressas ou globosas

(Simdes & Kinoshita 2005) geralmente espinescentes (Sakane & Shepherd 1986) e muito semelhantes

"Parte da tese de doutorado do primeiro autor, vinculado ao programa de P6s Graduagio em Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas
2Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Caixa Postal n’ 6109, Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, 13083 — 970, Campinas, SP, Brasil
* Autor para correspondéncia: smcg @unicamp.br
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quanto a morfologia externa. Apesar de Barroso et al. (1999) terem classificado seus frutos como
céapsulas loculicidas, andlises morfoanatdmicas prévias sugerem que estes frutos sdo na verdade
céapsulas septicidas.

A caréncia de estudos ontogenéticos em frutos tem gerado dificuldades na descricdo e correta
classificacao dos frutos (Spujt 1994). Apesar de existirem trabalhos relacionados a anatomia de frutos
em Apocynaceae (Mahran et al. 1967; Khan 1970; Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989; Dave &
Kuriachen 1990; Kuriachen et al. 1990; Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991; Thomas &
Dave 1991; Kuriachen et al. 1992; Kuriachen et al. 1993; Souza & Moscheta 1992; Thomas & Dave
1994; Souza et al. 2004; Gomes 2008; Aguiar et al. 2009), eles sao poucos frente a variedade
morfolégica de frutos apresentada pela familia (Potgieter & Albert 2001) e, além disto, em nenhum
destes trabalhos foram contempladas espécies de Allamanda.

Desta forma, um estudo ontogenético em frutos de A. blanchetii e A. schottii além de ser de
extrema importancia para uma correta caracteriza¢ao morfoldgica dos frutos, também podera contribuir
com dados anatomicos que possam ser utilizados na distin¢gao das duas espécies, sendo, portanto, 0s

principais objetivos do presente trabalho.

Materiais e métodos

Material Botinico

Para arealizacdo deste trabalho foram utilizados botdes florais, flores e frutos em varios estadios
de desenvolvimento de Allamanda blanchetii A.DC. e de Allamanda schottii Pohl coletados a partir de
individuos cultivados como ornamentais no Campus da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

Allamanda blanchetii A. DC. (Fig. D) € uma espécie de fécil identificacao devido a suas flores
violdceas. E um arbusto ou planta escandente ocorrente em caatingas, em lugares secos e pedregosos,
cuja distribui¢do se estende por todo o Nordeste Brasileiro, desde o Maranhdo até a Bahia (Sakane &
Shepherd 1986). Allamanda schottii Pohl (Fig. A) é uma arbusto sublenhoso de flores amarelas ou
amarelo-alaranjadas. A planta cresce a beira da mata, em lugares imidos como as margens de rios,
ocorrendo na Argentina, Paraguai e no Brasil, nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Parand e Santa Catarina (Sakane & Shepherd 1986).

Os exemplares foram identificados pela Prof’. Dr*. Luiza Sumiko Kinoshita (especialista na

familia) e os materiais testemunha herborizados e incorporados ao Herbario UEC (Tabela 1).

Tabela 1. Dados referentes ao material testemunha das espécies estudadas.

Espécie Localidade Nome e n® do coletor Data da coleta Registro UEC

A. blanchetii Campinas (SP) S. M. Gomes 487 28/X1/2002 142021
“Unicamp”

A. schottii Campinas (SP) S. M. Gomes 488 28/X1/2002 142022

“Unicamp”
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Metodologia
Os materiais coletados foram fixados em FAA (Johansen 1940) por 24 horas e colocados em

bomba a vacuo para facilitar a penetracdo do fixador, sendo posteriormente conservados em dlcool
etilico 70%. Apos este periodo os materiais foram incluidos em resina pléstica (Gerrits & Smid 1983),
seccionados em micrétomo rotativo e as secgdes longitudinais e transversais, de 10um
aproximadamente, foram coradas com azul de toluidina (O' Brien et al. 1964), para andlise estrutural.
Algumas sec¢Oes foram submetidas ao teste com Sudan black B (Pearse 1985), para andlise de lipidios
totais, ao reagente de Lugol (Johansen 1940), para deteccao de amido e a luz polarizada, a fim de
evidenciar constituintes celulares birrefringentes, como cristais, amido e celulose (Evert 2006). Para a
descricao dos resultados utilizaram-se as terminologias de Roth (1977) e de Spjut (1994).

As ilustracdes consistiram de fotografias e fotomicrografias. As fotomicrografias foram
realizadas por meio de uma camera digital acoplada ao microscépio Olympus BX 51, utilizando-se o
programa Olympus DP Controller. As ilustracdes foram utilizadas na confeccao das pranchas, montadas

no programa CorelDraw X3.

Resultados

1. Morfologia dos frutos

Os frutos de A. blanchetii e A. schottii se desenvolvem a partir de flores com gineceu sincarpico,
bicarpelar, unilocular, de ovario sipero e placentagdo parietal (Fig. 1 e 26), sendo classificados como
capsulas septicidas bivalvares. As cdpsulas sdo eliptico-compressas e espinhosas, apresentam coloragao
esverdeada, quando jovens e totalmente desenvolvidas (Fig. B e E), e marrom, quando maduras (Fig. C
e F). Possuem deiscéncia através de duas suturas longitudinais marginais, que ao se romperem, formam
duas valvas (Fig. C e F) que expdem diversas sementes. Cada valva é originada a partir do

desenvolvimento de um tnico carpelo.

2.Anatomia

O estadio inicial do desenvolvimento dos frutos de A. blanchetii e A. schottii é representado pelo
ovario das flores em antese. Com base nas alteracoes anatOmicas que ocorrem durante o
desenvolvimento dos frutos, como o espessamento de parede das células do epicarpo, a diferenciacdo
dos esclerdcitos e o surgimento do aerénquima no mesocarpo e a lignificagao das células do endocarpo,
foram utilizados dois estddios de desenvolvimento para descrever o pericarpo: estadio I — fruto jovem e
estadio I — fruto desenvolvido. Para melhor entendimento, o pericarpo dos frutos foi dividido em trés
regides anatomicas claramente diferenciadas em todos os estddios de desenvolvimento: epicarpo,
mesocarpo e endocarpo. Tanto a anatomia da parede do ovario quanto dos frutos sao tratadas de forma

separada para as duas espécies.



Figuras A - C. Allamanda schottii Pohl. D = F. Allamanda blanchetii A. DC.
A eD. Habito. B e E. Frutos maduros. C e F. Frutos abertos.
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Figuras 1 — 8. Secgoes transversais do ovério de Allamanda blanchetii A. DC. 1. Vista geral do ovdrio. 2. Pormenor da figura 1,
evidenciando a parede do ovdrio (seta = laticifero). 3. Epiderme externa e células parenquimaticas do tecido fundamental. 4. Cuticula da
epiderme externa do ovario, evidenciada pelo teste com Sudan black B. 5. Laticiferos (seta) e feixe vascular. 6. Epiderme interna,
laticiferos (seta) e células parenquimadticas do tecido fundamental. 7. Cuticula da epiderme interna do ovario, evidenciada pelo teste com
Sudan black B. 8. Pormenor da figura 1, indicando a regido de unido dos carpelos (seta). Ee = epiderme externa; Ei = epiderme interna; Fv=
feixe vascular; Mf =mesofilo ovariano

Allamanda blanchetii A.DC.
Parede do ovario

A epiderme externa do ovdrio € constituida por uma camada de células quadrangulares, com
nucleos basais, vactolo de posi¢do apical (Fig. 2 e 3) e cuticula delgada (Fig. 4). Estomatos em inicio de
diferenciacgdo, apesar de raros, estdo presentes na epiderme externa.

O mesofilo ovariano é formado por parénquima, feixes vasculares e laticiferos, dispostos em 30
a 35 camadas (Fig. 2). As células parenquiméticas, de paredes pecto-celulésicas delgadas e nicleos

evidentes, sdo as mais abundantes do tecido fundamental (Fig. 2) e armazenam pequenos graos de
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amido. J4 os laticiferos sdo as estruturas mais destacadas no tecido fundamental por apresentarem
parede pecto-celuldsica levemente espessada e formato cilindrico (Fig. 2, 5 e 6). No protoplasto de
alguns deles € possivel observar diversos nucleos (Fig. 5). O sistema vascular é formado por feixes
vasculares pouco diferenciados, sendo que os mais desenvolvidos sdo os marginais (Fig. 8), proximos a
regido de deiscéncia, e os dorsais (Fig. 2). Inlimeros corddes procambiais estdo distribuidos no mesofilo
ovariano.

A epiderme interna do ovdrio € unisseriada e revestida por cuticula delgada (fig. 7), possuindo

células levemente colunares de citoplasma e nuicleo evidentes (Fig. 2 e 6).

Pericarpo
Estiddiol

A epiderme externa, agora denominada epicarpo, permanece composta por uma Unica camada
de células que, neste estddio, tornam-se levemente colunares e com paredes periclinais externas
espessadas (Fig. 11). Os estomatos, agora diferenciados, sdo pouco freqiientes no epicarpo.

Durante o desenvolvimento do fruto ocorre espessamento do pericarpo, devido a um aumento no
nimero de células que compdem o mesocarpo, além do alongamento das células e aumento na
quantidade de espacos intercelulares (Fig. 9). O mesocarpo, desenvolvido a partir do mesofilo ovariano,
€ constituido por parénquima, idioblastos cristaliferos, feixes vasculares, ilhas de floema e laticiferos
(Fig.9).

As células parenquimdticas do mesocarpo sdo diferentes conforme a regido onde sdo
encontradas. As que se localizam préximas ao epicarpo sao menores € nao possuem espagos
intercelulares (Fig. 9 e 11); ja a grande maioria das células parenquimdticas do mesocarpo possui
grandes espagos intercelulares, formando um aerénquima (Fig. 9). Idioblastos cristaliferos estdo
espalhados entre as células parenquimaéticas e possuem cristais prismaticos e/ou drusas (Fig. 12 e 13).
Os laticiferos sdo as células mais destacadas no mesocarpo, pois possuem espessamento pecto-
celuldsico de parede (Fig. 9, 14 e 15) e contetudo de aspecto denso (Fig. 9 e 10). Os feixes vasculares,
apesar de estarem mais diferenciados (Fig. 15), ainda ndo estdo totalmente desenvolvidos.

Os espinhos sdo formados a partir de divisdes celulares de camadas epidérmicas e
subepidérmicas que iniciam a formacdo de um domo que se desenvolverd em espinho. Neste estadio, o
espinho € constituido de células epidérmicas, parenquimaéticas, feixes vasculares e laticiferos e, devido
abaixa quantidade de células lignificadas, ainda ndo sao rigidos.

A epiderme interna e camadas subepidérmicas formam o endocarpo (Fig. 9 e 10), que possui

células de paredes delgadas e justapostas, todas com mesmo formato.

Estadio Il
No epicarpo, a principal mudanga € o aumento da espessura das paredes das células epidérmicas,

principalmente a periclinal externa (Fig. 17 e 18). A cuticula torna-se mais evidente, apesar de
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Figuras 9 — 15. Seccdes transversais do fruto jovem (estadio 1) de Allamanda blanchetii A. DC. 9. Vista geral do pericarpo (seta =
laticifero). 10. Mesocarpo e endocarpo (seta = laticifero). 11. Epicarpo e células parenquimdticas do mesocarpo. 12. Cristal prismético
(seta). 13. Cristal prismdtico em luz polarizada. 14. Laticifero ramificado (seta). 15. Feixe vascular e laticiferos (setas) do mesocarpo. En =
endocarpo; Ep =epicarpo; Fl =floema; Fv = feixe vascular; Ms = mesocarpo; Pp = parede periclinal externa; Xi=xilema
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permanecer delgada (Fig. 22). Apesar dos estomatos continuarem presentes (Fig. 17) sua freqiiéncia é
muito menor.

Junto ao epicarpo, nota-se uma hipoderme, constituida por 2 a 4 camadas de células
colenquimatosas, de paredes pecto-celuldsicas espessas (Fig. 18) e repletas de cloroplastos. Entre estas
células podem ser observados idioblastos cristaliferos. Em contato direto com a hipoderme
colenquimatica nota-se o anel esclerenquimaético, constituido por 5 a 8 camadas de esclerdcitos de
paredes extremamente espessas e lignificadas (Fig. 16 e 18), originados a partir da transdiferenciagdo de
células parenquimaticas presentes no estidio I. Idioblastos cristaliferos também podem ser encontrados
nas proximidades do endocarpo (Fig. 21 e 25).

As células parenquimaticas localizadas entre o anel esclerenquimético e o endocarpo possuem
grandes espacos intercelulares e formam o aerénquima, que € o tecido mais desenvolvido do mesocarpo
(Fig. 16).

Distribuidos por todo aerénquima, estdo os laticiferos que, devido a parede espessa e conteudo
de aspecto denso, sdo as células mais destacadas no mesocarpo (Fig. 16, 19, 20, 23 e 24). O
espessamento pecto-celuldsico da parede ndo € uniforme em toda a extensdo do laticifero, visto que
podem ser visualizadas regidoes com espessamento pronunciado e regidoes sem espessamento (Fig. 19).

Os feixes vasculares s@o colaterais, concéntricos ou bicolaterais e possuem, neste estddio, as
células totalmente diferenciadas (Fig. 16 e 24). Estdo distribuidos por todo o mesocarpo, mas 0os que se
encontram na regiao mediana do mesocarpo sao os mais desenvolvidos. Também podem ser observadas
ilhas de floema proximas ao endocarpo (Fig. 23), ndo distinguidas no estadio anterior.

Neste estadio, os espinhos completam o seu crescimento e tornam-se rigidos, devido ao
espessamento das células do epicarpo, da diferenciacdo da hipoderme colenquimética e da lignificacdo
das células do anel esclerenquimatico e dos feixes vaculares.

O endocarpo torna-se totalmente diferenciado, e € constituido por 4 a 8 camadas de esclerdcitos
de parede extremamente espessa e lignificada (Fig. 16, 21 e 25). Os esclerdcitos sdo alongados
preferencialmente no sentido longitudinal do fruto, mas células alongadas no sentido transversal
também podem estar presentes (Fig. 25). Mesmo possuindo lume extremamente reduzido, devido ao
espessamento da parede, em algumas células do endocarpo pode-se observar cristais prismaticos (Fig.
21e25).

Nas regides de unido dos carpelos, notam-se as linhas de deiscéncia, constituidas, cada uma, por
1 a 2 camadas de células parenquimdticas de paredes delgadas e sinuosas, menores do que as

parenquimaticas adjacentes.
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Figuras 16 — 21. Secgdes transversais do fruto maduro (estddio II) de Allamanda blanchetii A. DC. 16. Vista geral do pericarpo do fruto
(setas = laticiferos). 17. Estdomato. 18. Epicarpo, hipoderme colenquimética e anel esclerenquimatico (seta branca = cuticula; seta preta =
cristal). 19 e 20. Laticiferos (setas). 21. Endocarpo (seta = cristal prismatico). Ae = anel esclerenquimético; En = endocarpo; Ep =
epicarpo; Fl =floema; Fv =feixe vascular; Hp = hipoderme; Ms = mesocarpo; Pp = parede periclinal externa



Figuras 22 — 25. Secc¢des transversais do fruto maduro (estddio II) de Allamanda blanchetii A. DC. 22. Cuticula do epicarpo (seta),
evidenciada pelo teste com Sudan black B. 23. Laticifero (seta) e ilha de floema. 24. Feixe vascular (seta = laticifero). 25. Endocarpo em luz
polarizada (seta = cristal). En = endocarpo; Ep = epicarpo; If =ilha de floema; Pp = parede periclinal externa

Allamanda schottii Pohl
2.Anatomia
Parede do ovario

As epidermes externa e interna do ovdrio sdo unisseriadas e constituidas por células de
citoplasma com aspecto denso com numerosos graos de amido (Fig. 29), nicleos evidentes e cuticula
delgada (Fig. 30 e 31). Estomatos, em inicio de diferenciagao, estdo presentes somente na epiderme
externa.

O mesofilo ovariano é formado 20 a 25 camadas de células parenquimaticas (Fig. 27) entre as
quais estao dispersos feixes vasculares, corddes procambiais e laticiferos. As células parenquimaticas
possuem paredes delgadas, nicleos evidentes e citoplasma de aspecto denso (Fig. 27, 28, 30, 31 e 32)
repleto de graos de amido (Fig. 29). Os laticiferos sao células bem destacadas no tecido fundamental por
apresentarem parede pecto-celulésica levemente espessa, formato cilindrico (Fig. 27), muitas vezes
ramificado, e diversos nucleos (Fig. 32). O sistema vascular do ovdrio consiste de feixes vasculares
pouco diferenciados, sendo mais desenvolvidos os marginais (Fig. 28), préximos aregido de deiscéncia,
e os dorsais (Fig. 27).

Na regido de unido dos carpelos nota-se uma linha, pouco proeminente, constituida de células
parenquimaticas de paredes bem justapostas (Fig. 28), que se estende da epiderme externa até a

placenta. Préximos as linhas de deiscéncia estao localizados feixes vasculares marginais (Fig. 28).
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Figuras 26 — 32. Sec¢des transversais do ovario de Allamanda schottii Pohl. 26. Vista geral do ovdrio. 27. Pormenor da figura 26,
indicando a parede do ovdrio (seta = laticifero). 28. Pormenor da figura 26, indicando a regido de unido dos carpelos (seta). 29. Teste com
reagente de Lugol, indicando gridos de amido, corados em preto, nas células parenquimadticas e epidérmicas. 30. Epiderme externa e
células parenquimadticas do tecido fundamental. 31. Epiderme interna. 32. Laticiferos (seta) e feixe vascular. Ee = epiderme externa; Ei =
epiderme interna; Fv = feixe vascular

Pericarpo
Estadiol

A camada mais externa do pericarpo, o epicarpo, origina-se exclusivamente da epiderme externa
do ovirio, sendo, portanto, um epicarpo sensu stricto. E constituido por uma camada de células
epidérmicas, de citoplasma com aspecto pouco denso e nicleo de posi¢do basal (Fig. 35). As paredes
delgadas das células s@o pecto-celuldsicas e revestidas externamente por cuticula delgada. Estdmatos
sdo pouco freqiientes no epicarpo do fruto.

Células parenquimaticas, idioblastos cristaliferos, esclerdcitos, feixes vasculares, ilhas de



41

floema e laticiferos constituem o mesocarpo (Fig. 33), que se forma a partir do desenvolvimento do
mesofilo ovariano. Durante o desenvolvimento dos frutos ocorre um aumento no nimero de células que
compdem o mesocarpo, devido a divisdes, em varios planos, das células que o constituem. Nas regides
préximas ao epicarpo, observam-se células parenquimaticas alongadas (Fig. 35) que se
transdiferenciarao em esclerdcitos no fruto maduro. Neste estddio ainda observam-se poucos espagos
intercelulares entre as células parenquimaticas do mesocarpo.

Os laticiferos distribuem-se por todo o mesocarpo e possuem parede pecto-celuldsica mais
espessa do que as das células parenquimaticas adjacentes, facilitando o seu reconhecimento (Fig. 36 e
37). Possuem formato cilindrico e alongado, algumas vezes ramificado, e latex pouco denso, sendo
possivel distinguir niicleos com seus respectivos nucléolos (Fig. 36) no protoplasto destas células.

O sistema vascular do fruto consiste de inimeros feixes pouco diferenciados e ilhas de floema
(Fig. 34 e 37). Os feixes vasculares se distribuem uniformemente pelo mesocarpo, sendo que os de
maior calibre sdo os que se localizam nas regides de deiscéncia (Fig. 34). As ilhas de floema sdo pouco
proeminentes e restritas as proximidades do endocarpo.

Neste estddio de desenvolvimento, o endocarpo é constituido somente por uma camada de
células de paredes pecto-celuldsicas delgadas, alongadas, principalmente, no sentido longitudinal do
fruto (Fig. 38), e estdo pouco diferenciadas quando comparadas ao estadio anterior.

Emergéncias na forma de espinhos (Fig. 33 e 34) sdo formadas neste estddio de
desenvolvimento, sendo constituidas por células epidérmicas, parenquimaéticas, feixes vasculares e
laticiferos. A formagao dos espinhos inicia-se a partir de divisdes mitéticas de camadas subepidérmicas
que inicialmente formam um domo (Fig. 34), que continua a crescer até se transformar em espinho (Fig.
33) que, neste estadio, ainda ndo estao rigidos devido a baixa lignifica¢io de suas células.

Nas regides de unido dos carpelos, notam-se as linhas de deiscéncia, constituidas de células
parenquimaticas de paredes justapostas e sem espagos intercelulares (Fig. 34), pouco diferentes do

estadio anterior, além de feixes vasculares marginais.

Estddio Il

A principal mudanca no epicarpo € o espessamento das paredes das células, que é mais
pronunciado na parede periclinal externa (Fig. 40 e 48). As células continuam dispostas em uma tinica
camada e sdo revestidas por cuticula um pouco mais espessa que no estadio anterior (Fig. 40,48 e 51).
Os estdomatos (Fig. 40) tornam-se ainda mais escassos no epicarpo.

Diversas mudangas ocorrem no mesocarpo. Junto ao epicarpo nota-se a presenga de 2 a 3
camadas de células colenquimatosas, com paredes pecto-celulésicas espessas formando a hipoderme
(Fig. 40 e 48). Em contato direto com estas células observa-se um anel esclerenquimaético, constituido
por aproximadamente 5 a 8§ camadas de esclerdcitos de paredes extremamente espessas e lignificadas
(Fig. 39,40, 45 e 48) que percorrem todo o mesocarpo do fruto, sendo interrompida somente nas regioes

de deiscéncia do fruto. Os esclerécitos do anel esclerenquimatico originam-se a partir da



42

Figuras 33 — 38. Secg¢des transversais do fruto jovem (estddio I) de Allamanda schottii Pohl. 33. Vista geral do pericarpo (setas =
laticiferos). 34. Regido de unifio dos carpelos indicando a linha de deiscéncia (seta). 35. Detalhe do epicarpo e dos esclerdcitos em
diferenciagcdo do mesocarpo. 36. Detalhe dos laticiferos com niicleos (setas). 37. Feixe vascular e laticiferos (seta). 38. Mesocarpo e
endocarpo. Em =emergéncia; En =endocarpo; Ep =epicarpo; Es = esclerdcitos em diferenciacio; Fv =feixe vascular; Ms = mesocarpo
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transdiferenciacdo de células parenquimdticas presentes no fruto no estidio anterior. Alguns
esclerdcitos do anel esclerenquimaético possuem cristais prismaticos (Fig. 40).

Logo abaixo ao anel esclerenquimético, observam-se diversas camadas de células
parenquimaticas cujos espagos intercelulares tornam-se maiores do que no estadio anterior (Fig. 39).
Nas proximidades do endocarpo estes espacos sao mais pronunciados, formando um aerénquima (Fig.
39 e 44). Idioblastos cristaliferos com cristais prismaticos e/ou drusas (Fig. 46) estdo dispersos entre as
células parenquimaticas do mesocarpo.

Esclerécitos com paredes repletas de pontuacdes (Fig. 43) também ocorrem isolados no
mesocarpo, principalmente nas proximidades do endocarpo, sendo possivel verificar em alguns deles
cristais prismaticos (Fig. 47).

Os laticiferos possuem parede mais espessa que no estddio anterior, sendo mais facilmente
reconhecidos no mesocarpo (Fig. 39, 41, 42, 47 e 49). Quando se observa o laticifero em corte
longitudinal, nota-se que sua parede nao possui espessamento homogéneo, havendo regides onde a
parede ainda permanece delgada (Fig. 41). Eles estao distribuidos por todo o mesocarpo entre as células
parenquimaticas, mas também estdo presentes ao redor dos feixes vasculares (Fig. 49), entre as células
da hipoderme ou até préximos ao endocarpo (Fig. 47). O formato cilindrico, a presenca de conteido
com aspecto denso (Fig. 42) e de ramificacdes facilitam o reconhecimento desta célula.

Os feixes vasculares tornam-se mais evidentes devido a diferenciagdo dos elementos condutores
(Fig. 49), sendo classificados como colaterais, concéntricos ou bicolaterais. Os mais desenvolvidos se
concentram na regido mediana e os menores se distribuem homogeneamente pelo mesocarpo. As
diversasilhas de floema (Fig. 44) continuam restritas as proximidades do endocarpo.

O endocarpo torna-se lignificado e multisseriado (Fig. 39, 44 e 47). E constituido por
esclerdcitos de parede extremamente espessa, alongados no sentido longitudinal do fruto, e distribuidos
em 3 ou 4 camadas: a camada mais interna, em contato direto com a cavidade seminal, deriva-se da
Unica camada existente no endocarpo no estadio anterior (Fig. 44 e 47); ja as demais camadas originam-
se a partir da transdiferenciacdo de camadas subepidérmicas do mesocarpo (Fig. 44 e 47). Possuem
lume extremamente reduzido, mas algumas células, principalmente as que se localizam em contato
direto com o mesocarpo, podem acumular cristais prismaticos (Fig. 44 e 47).

Os espinhos possuem, neste estadio, hipoderme colenquimatica e anel esclerenquimatico,
tornando-os rigidos e resistentes (Fig. 45). Além destes tecidos citados, no espinho também podem ser
encontrados feixes vasculares, laticiferos, parénquima fundamental, laticiferos e células epidérmicas de
paredes espessas (Fig. 45 e 48).

Nas regides de unido dos carpelos ocorre espessamento das células das linhas de deiscéncia e
afrouxamento das células parenquimadticas adjacentes (Fig. 50).

Com base nos dados obtidos, foi elaborada uma tabela comparativa (tabela 2) na qual estao

descritas as principais caracteristicas morfoanatomicos presentes nos frutos de A. blanchetiie A. schotti.
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Figuras 39 —44. Seccdes transversais do fruto maduro (estadio II) de Allamanda schottii Pohl. 39. Vista geral do pericarpo do fruto (setas =
laticiferos). 40. Epicarpo, hipoderme colenquimadtica e anel esclerenquimdtico (seta = cuticula). 41 e 42. Laticiferos (setas). 43.
Esclerécitos do mesocarpo (seta = pontuacdes simples). 44. Endocarpo e ilha de floema (seta = cristal prismatico). Ae = anel
esclerenquimdtico; En = endocarpo; Ep = epicarpo; Fv = feixe vascular; Hp = hipoderme colenquimatica; If = ilha de floema; Ms =
mesocarpo; Pp = parede periclinal externa espessada
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Figuras 45 — 51. Fruto maduro (estadio II) de Allamanda schottii Pohl. 45, 48 e 51. Sec¢des longitudinais. 46, 47, 49 e 50. Seccdes
transversais. 45. Espinho. 46. Cristais prismdticos e drusas (seta) do mesocarpo em luz polarizada. 47. Endocarpo, feixe vascular,
laticifero, esclerdcito e cristais prismaticos (setas). 48. Pormenor da figura 45, evidenciando epicarpo com cuticula (seta), hipoderme
colenquimatica e anel esclerenquimadtico. 49. Feixe vascular e laticiferos (seta) do mesocarpo. 50. Linha de deiscéncia (seta). 51. Cuticula
do epicarpo (seta), evidenciada pelo teste com Sudan black B. Ae = anel esclerenquimdtico; En = endocarpo; Ep = epicarpo; Es =
esclerdcito; Fv =feixe vascular; Hp = hipoderme colenquimaética; Lt=]laticifero
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Tabela 2. Resumo das principais caracteristicas morfoanatdmicas observadas nos frutos de Allamanda blanchetii A. DC. e

A. schottii Pohl (Apocynaceae). + = presente; - = ausente

Caracteristicas morfoanatomicas

Allamanda blanchettii

Allamanda schottii

tipo de fruto

consisténcia do fruto

espinhos

nimero de camadas do epicarpo
estomatos

espessura da cuticula

lenticelas

tricomas

espessamento d e parede d as células
epidérmicas

aerénquima

nimero de camadas de células na
hipoderme

nimero de camadas de esclerdcitos n o
anel esclerenquimatico

laticiferos

ilhas de floema

tipo de feixe vascular

idioblastos cristaliferos
esclerécitos no mesocarpo
nimero de camadas do endocarpo
tipo de célula do endocarpo

orientagdo das células do endocarpo

linha de deiscéncia

cépsula bicarpelar septicida
lenhosa
+
1
+

delgada

+

(estende-se por todo mesocarpo)

2a4

5a8

+
+
Colateral, bicolateral e concéntrico
+
+
4a8
esclerécito

cruzada
(predominio de células alongadas no sentido longitudinal)

células de paredes delgadas

capsula bicarpelar septicida
lenhosa
+
1
+

delgada

+

(restrito a regido do mesocarpo préxima ao endocarpo)

2a3

5al10

+
+
Colateral, bicolateral e concéntrico
+
+
3a4
esclerécito

alongadas no sentido longitudinal

células de paredes espessas

Discussao

Morfologia dos frutos

Frutos do tipo cédpsula sdo raros na familia Apocynaceae, sendo encontrados na subfamilia

Raulvolfioideae, como no género Allamanda L. (Sakane & Shepherd 1986) e Plectaneia Thou.

(Endress & Bruyns 2000), e, recentemente, descritos também para a subfamilia Apocynoideae, como

em Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Gomes 2008). As cédpsulas de espécies de Allamanda foram

descritas como loculicidas por Barroso ez al. (1999) mas neste trabalho foi demonstrado que os frutos de

A. blanchetiie A. schottii sao capsulas septicidas e ndo loculicidas.

Cépsulas sdo frutos simples, secos ou carnosos, provenientes de ovario sipero ou infero,

bicarpelares a pluricarpelares, plurispérmicos e deiscentes mediante fendas longitudinais (Souza 2006).

Quando a deiscéncia ocorre ao longo da nervura mediana, produzindo valvas constituidas, cada uma, de
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metades de dois carpelos adjacentes, as cdpsulas sdo denominadas loculicidas (Richard 1808; Barroso
et al. 1999); ja quando a deiscéncia ocorre ao longo de uma sutura ventral, produzindo valvas que
correspondem a carpelos completos, as capsulas sdo septicidas (Richard 1808; Hertel 1959; Spjut
1994).

Tendo em vista que as valvas presentes nas cdpsulas das duas espécies estudadas sdo originadas,
cada uma, a partir do desenvolvimento de carpelos inteiros e que as suturas longitudinais ocorrem nas
regides marginais, pode-se concluir que as cépsulas estudadas sdo septicidas. Segundo Spjut (1994),
algumas vezes torna-se dificil distinguir cdpsulas loculicidas de septicidas, o que ndo ocorreu neste
trabalho.

Estrutura do pericarpo

O pericarpo das duas espécies constitui-se de trés zonas bem demarcadas: o epicarpo, o
mesocarpo e o endocarpo. Através de estudos ontogenéticos, pode-se observar, nas duas espécies, que o
epicarpo origina-se exclusivamente da epiderme externa do ovario, sendo, portanto, um epicarpo sensu
stricto. Em A. blanchetii as células epidérmicas do epicarpo possuem espessamento pecto-celuldsico
mais pronunciado do que em A. schottii, indicando uma maior prote¢do contra radiagdo solar, visto que
esta espécie € comumente encontrada em lugares secos, como a caatinga (Sakane & Shepherd 1986).

A hipoderme, presente nas duas espécies, estd localizada em contato direto com o epicarpo,
aumentando a resisténcia dos frutos. Este tecido j4 foi descrito para diversos foliculos da familia (Dave
& Kuriachen 1991; Thomas & Dave 1991; Souza & Moscheta 1992; Thomas & Dave 1994; Gomes
2008).

Esclerdcitos sdo freqiientemente encontrados em frutos (Roth 1977) e, no caso das espécies aqui
estudadas, formam um anel esclerenquimdtico. Esta camada mecénica torna o pericarpo extremamente
resistente e protege os feixes vasculares do acesso de fitéfagos. Estas células também estdo presentes
nos foliculos de Aspidosperma polyneuron Miill. Arg. (Souza & Moscheta 1992), Tabernaemontana
catharinensis A. DC. (Aguiar 2003) e Aspidosperma parvifolium A. DC. (Gomes 2008), mas, nestas
espécies, eles estao distribuidos por todo o mesocarpo, € ndo formam bainha.

A funcdo dos cristais de oxalato presentes no pericarpo das duas espécies estudadas nao € clara,
mas as fungdes comumente relatadas destas estruturas sdo as de protecao contra a herbivoria e regulacio
da concentragdo de calcio na planta (Webb 1999; Molano-Flores 2001; Franceschi & Nakata 2005). A
composi¢do quimica, morfologia e localizacao destas estruturas na planta podem ser importantes para a
taxonomia (Baas 1981). No entanto, outros autores consideram os cristais como caracteres de baixo
valor diagnéstico, devido a variacdo que pode ocorrer entre organismos da mesma espécie. Nas duas
espécies estudadas, os cristais sdo muito freqiientes, podendo ser vistos na hipoderme, entre as células
parenquimaticas do mesocarpo ou no endocarpo.

Segundo Sharma (1964), espinhos sdo providos de feixes vasculares e podem se originar a partir

de ramos, peciolos, estipulas ou outras partes de uma planta. Espinhos nao sdo muito comuns em frutos
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de espécies da familia Apocynaceae, mas em Pergularia daemia (Forsk.) Chiov (Asclepiadoideae)
(Kuriachen & Dave 1989), a ontogenia destas estruturas foi bem retratada. Nesse trabalho, os autores
observam que os espinhos s@o originados a partir de proliferacdo de células subepidérmicas em estddios
iniciais de desenvolvimento dos frutos e possuem praticamente todos os tecidos do mesocarpo, fato
também observado nas espécies estudadas neste trabalho. A rigidez apresentada pelos espinhos de A.
blanchetii e A. schottii se deve ao fato de serem constituidos por células epidérmicas de paredes
espessas, hipoderme colenquimatica e anel esclerenquimatico, além da presenca de tecido vascular.

Laticiferos sdo células (ou fileiras de células) espalhadas por todo o corpo da planta, contendo
um fluido chamado latex (Esau 1965; Evert 2006), que possui uma composi¢do quimica muito variada
(Fahn 1979). Sua funcdo € de proteger a planta contra herbivoria, microorganismos € também selar
ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrell et al. 1991; Hunter 1994). Como a presenca de laticiferos €
universal na familia (Cronquist 1981), praticamente todos os trabalhos com frutos citam a presenca
destas estruturas (Mahran et al. 1967; Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989; Kuriachen et al. 1990;
Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991; Thomas & Dave 1991; Kuriachen et al. 1992; Souza &
Moscheta 1992; Thomas & Dave 1994; Souza et al. 2004; Gomes 2008; Aguiar et al. 2009). No entanto,
os laticiferos de A. blanchetii e A. schottii sdo ligeiramente diferentes dos ja descritos, pois possuem
parede com espessamento irregular. Em P. riedelii (Aguiar et al. 2009) os laticiferos também possuem
parede pecto-celuldsica espessada, principalmente nos &angulos de contato com as células
parenquimaticas que o margeiam, mas quando observado em corte longitudinal, apresenta padrao de
deposicdo de parede homogénea. Desta forma um estudo ultraestrutural, histoquimico e de
imunolocalizacdo nos laticiferos de A. blanchetii e A. schottii seria interessante para esclarecer a
composi¢do quimica e funcdo dos laticiferos nestas espécies, ja que possuem um padrdo diferente das
demais espécies da familia.

Aerénquima esta presente no mesocarpo das duas espécies, mas € mais desenvolvido em A.
blanchetii, sendo considerada a principal caracteristica distintiva entre os frutos das espécies. Este
tecido € comumente encontrado em plantas aquaticas para aumentar a flutuabilidade (Evans 2003), mas
quando presente em frutos possui também a funcdo de diminuir a densidade do 6rgdo para facilitar a
dispersdo pelo vento ou dgua (Roth 1977). Espécies da subfamilia Aclepiadoideae comumente possuem
este tecido no mesocarpo (Castro 1986; Kuriachen ef al. 1992; Souza 2004), tendo provavel relagdo com
o mecanismo de deiscéncia dos foliculos. Assim sendo, acredita-se que, da mesma forma que nos
foliculos em Asclepiadoideae, este tecido colabore com os mecanismos de deiscéncia das cdpsulas.

O endocarpo, segundo Roth (1977) pode se originar da epiderme interna do ovario (endocarpo
sensu stricto), somente das camadas subepidérmicas do tecido fundamental ovariano, ou ainda da
combinagdo de ambas (endocarpo sensu lato). Nas duas espécies aqui estudadas, pdde-se verificar que o
endocarpo lignificado dos frutos maduros é derivado da epiderme interna do ovario e de camadas
subepidérmicas, sendo considerado endocarpo sensu lato. A lignificacdo completa s6 ocorre no fruto

em estddio maduro, garantindo, desta forma, o crescimento das sementes no interior da cimara seminal.
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Em A. schottii as células do endocarpo, além de serem ligeiramente menos numerosas do quem
A. blanchetii, ndo possuem disposi¢do cruzada, sendo este um critério distintivo entre as duas espécies.
Segundo Potgieter & Albert (2001) a presenca de endocarpo lignificado seria uma caracteristica
primitiva em Apocynaceae e foi descrita nos frutos drupaceos de Rauvolfia serpentina Benth. ex Kurz
(Gupta & Lamba 1981) e foliculos de diversas outras espécies (Kuriachen et al. 1990; Kuriachen et al.
1991; Thomas & Dave 1991; Souza & Moscheta 1992; Kuriachen et al. 1992; Thomas & Dave 1994,
Gomes 2008; Aguiar et al. 2009). Somente poucas espécies como Tabernaemontana catharinensis A.

DC. (Aguiar 2003) e Asclepias curassavica L. (Souza et al. 2004) possuem endocarpo ndo lignificado..

Conclusoes

Através de estudos ontogenéticos e estruturais pode-se comprovar que os frutos de A. blanchetii
e A. schottii, anteriormente descritos como céapsulas loculicidas, sdo na realidade capsulas septicidas
bivalvares. Apesar dos dois frutos terem pericarpo muito semelhante, alguns caracteres anatomicos,
como nimero e disposicdo das células do endocarpo e grau de desenvolvimento do aerénquima, podem
ser utilizados para o reconhecimento das espécies. Desta forma, este trabalho demonstrou a importancia
da utilizacdo de caracteres anatdomicos de frutos na caracterizacao morfoldgica dos frutos, na distin¢do
das espécies e também na aquisi¢ao de dados que possam ser utilizados em futuras andlises filogenéticas

e taxondmicas para o grupo.
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Capitulo 3

Ontogenia e estrutura do pericarpo na caracterizacao dos frutos de
Prestonia coalita (Vell.) Woodson (Apocynaceae)'

Shesterson Aguiar’, Sandra Maria Carmello-Guereiro™ e Luiza Sumiko Kinoshita’®

Resumo: O presente trabalho foi realizado com o objetivo de descrever o pericarpo e caracterizar os frutos de Prestonia
coalita (Vell.) Woodson (Apocynaceae). Para a realizac@o deste trabalho foram coletadas flores e frutos em vérios estadios
de desenvolvimento. Os materiais foram processados no laboratério de anatomia vegetal seguindo técnicas usuais. O fruto
de P. coalita, anteriormente chamado de foliculo, € uma capsula septicida bicarpelar, sendo cada valva originada de um tinico
carpelo. O epicarpo, originado exclusivamente da epiderme externa do ovdrio, € formado por uma camada de células
epidérmicas de paredes pecto-celuldsicas e cuticula espessas, estdmatos, lenticelas e tricomas tectores. O mesocarpo
origina-se do mesofilo ovariano e € constituido por células colenquimatosas, células parenquimaticas, anel de fibras ndo
lignificadas, feixes vasculares bicolaterais, ilhas de floema e laticiferos. O endocarpo é formado por 1 a 2 camadas de
esclerdcitos e a deiscéncia da cdpsula ocorre pela ruptura na regido de unido das folhas carpelares e na regiao de unido dos
carpelos.

Palavras —chave: Apocynoideae, cdpsula septicida, anatomia, foliculo

Introducao

Apocynaceae € uma das maiores e mais representativas familias de Angiospermas, contendo em
seus limites atuais cerca de 400 — 480 géneros e 4.300 —4.800 espécies com distribui¢cdo pantropical e
em climas temperados (Albers & Meve 2001; Potgieter & Albert 2001; APG 2003), incluindo espécies
de diversos habitos, como arvores, arbustos, subarbustos, lianas e ervas (Judd et al. 2002; Kinoshita
2005; Simpson 2007). Dentre as espécies pertencentes a familia, algumas se destacam pelo grande
potencial econdmico na produgdo de madeiras, como as perobas (Rizzini & Mors 1976); na producao de
borracha, como Funtumia elastica Stapf (Metcalfe Chalk 1983); mas muitas espécies apresentam
grande importancia medicinal, como Catharanthus roseus G. Don, da qual s@o extraidas a vincristinae a
vimblastina, utilizadas no tratamento do cancer (Souza & Lorenzi 2008). Além disto, as flores brancas,
roseas e purpuras em espécies de Mandevilla Lindl. (Almeida et al. 1988) t€m valor paisagistico, assim
como as da espirradeira (Nerium oleander L.), chapéu-de-napoledo (Thevetia peruviana K. Schum.),
jasmim-manga (Plumeria Tourn. ex L.) e Allamanda L. (Souza & Lorenzi 2008).

A familia Apocynaceae exibe uma variedade de tipos morfoldgicos de frutos, dentre eles
bacéceos, como os de Hancornia speciosa Gomes (Koch & Kinoshita 1999; Kinoshita & Simdes 2005),
drupéceos, como os de Rauvolfia sellowii Miill. Arg. (Koch 2002, 2005), mericarpos articulados, como
os de Condylocarpon isthmicum (Vell.) A. DC. (Kinoshita 2005), cdpsulas bivalvares, como as

presentes nos género Allamanda L. (Sakane & Shepherd 1986), foliculos carnosos, como os de

'Parte da tese de doutorado do primeiro autor, vinculado ao programa de Pés Graduagio em Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas
ZDepurtamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Caixa Postal n’ 6109, Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, 13083 —970, Campinas, SP, Brasil
* Autor para correspondéncia: smeg @unicamp.br
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Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar 2003), ou secos, como o0s presentes em espécies das
subfamilias Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (Endress & Bruyns
2000; Endress et al. 2007).

Segundo a ultima classificag@o proposta para a familia Apocynaceae, o género Prestonia R. Br.
estd incluido na subfamilia Apocynoideae Burnett e, dentro desta, na tribo Echiteae G. Don (Endress &
Bruyns 2000; Endress et al. 2007). Prestonia coalita (Vell.) Woodson, conhecida popularmente como
aurea, erva-de-lagarto ou cipd-de-leite, € a espécie mais comum do género, podendo ocorrer tanto em
beira de floresta estacional semidecidua quanto em formagdes de cerrado, caatinga e, mais raramente,
restinga (Rio & Kinoshita 2005).

O género tem sido descrito como apocarpico na literatura (Woodson 1936; Markgraf 1968;
Simoes & Kinoshita 2002; Rio & Kinoshita 2005), mas recentemente, no trabalho de Gomes (2006), foi
verificado que P. coalita possui gineceu sincdrpico de origem mista (congénita e pds-génita). Desta
forma, Gomes (2008) sugere que os frutos desta espécie, anteriormente descritos como foliculos
moniliformes unidos pelo dpice (Rio & Kinoshita 2005), sdo na verdade capsulas bivalvares septicidas.

Trabalhos recentes demonstram que estudos ontogenéticos sdo de grande importancia para a
correta classificagdo dos frutos e das camadas que compdem o pericarpo (Julio & Oliveira 2007;
Martins & Oliveira 2007; Cortez & Carmello-Guerreiro 2008; Aguiar et al. 2009). Desta forma, um
estudo ontogenético dos frutos de P. coalita € de fundamental importancia para classificar corretamente
os frutos da espécie, além de poder levantar, junto com o trabalho de Aguiar et al. (2009), novos dados
morfoanatdmicos que possam ser utilizados por taxonomistas na distin¢ao das espécies do género e nos
trabalhos filogenéticos realizados para familia, sendo, portanto, os principais objetivos do presente
trabalho.

Materiais e Métodos

Material Botanico

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados botdes florais, flores e frutos, em varios
estadios de desenvolvimento, de Prestonia coalita (Vell.) Woodson coletados a partir de individuos ?
Os exemplares foram identificados pela Prof*. Dr'. Sueli Maria Gomes (especialista na familia) e

os materiais testemunha herborizados e incorporados ao Herbario UEC.

Metodologia
Os materiais coletados foram fixados em FAA (Johansen 1940) por 24 horas e colocados em

bomba a vicuo para facilitar a penetracdo do fixador, sendo posteriormente conservados em dlcool
etilico 70%. Apos este periodo os materiais foram incluidos em resina pléstica (Gerrits & Smid 1983),
seccionados em micrétomo rotativo e as secc¢Oes longitudinais e transversais, de 10um

aproximadamente, foram coradas com azul de toluidina (O' Brien et al. 1964) para andlise estrutural.
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Algumas sec¢Oes foram submetidas ao teste com floroglucina acidificada (Johansen 1940) para
detectar lignina, ao teste com Sudan black B (Pearse 1985) para analise de lipidios totais e ao reagente de
Lugol (Johansen 1940) para detectar amido. Outras sec¢des foram submetidas a luz polarizada a fim de
evidenciar constituintes celulares birrefringentes, como cristais, amido e celulose (Evert 2006).

A nomenclatura utilizada para descrever as camadas do pericarpo foi baseada em Roth (1977) e
paradescrever amorfologia dos frutos em Spjut (1994).

As ilustracdes consistiram de esquemas, fotografias e fotomicrografias. O esquema da flor em
corte longitudinal foi obtido em camara clara acoplada a microscépio. As fotomicrografias de alta
resolugdo foram obtidas em camera digital acoplada ao microscopio Olympus BX 51, utilizando-se o
programa Olympus DP Controller, e utilizadas na confec¢do das pranchas, montadas no programa
CorelDraw X3.

Resultados
Morfologia

O fruto de P. coalita é uma cdpsula septicida bivalvar (Fig. 1), sendo cada valva muito
semelhante a um fruto do tipo foliculo (Fig. 6). As valvas sdo moniliformes (Fig. 1) e unidas entre si
(Fig. 6, 11 e 23) por toda a extensao do fruto. O fruto jovem possui tricomas tectores (Fig. 6, 7e 12) e
coloracdo verde; a medida que o fruto amadurece parte dos tricomas tectores cai, permanecendo
somente poucos no pericarpo do fruto maduro, € a colorag@o torna-se marrom. Cada valva do fruto
assemelha-se a um foliculo por ser fechada e apresentar regiao de deiscéncia, que representa a regido de
ligacdo dafolha carpelar (Fig. 11 € 23). Além desta, existe também aregido de deiscéncia das valvas, que
corresponde aregido de unido entre os carpelos (Fig. 6, 11 e 23). Na maturidade, ocorre primeiro ruptura
na regido de deiscéncia da folha carpelar (Fig. 23); posteriormente, ocorre ruptura na regido de unido
dos carpelos, com conseqiiente separacdo das valvas e liberacdo de diversas sementes comosas. Os
frutos se originam de flores com gineceu sincarpico, bicarpelar, bilocular, de ovério semi-infero e

placentacdo sutural (Fig.2e4).

Anatomia
Parede do ovario

A parede do ovério, em cada um dos carpelos, € constituida de uma epiderme externa, de
mesofilo ovariano e de uma epiderme interna (Fig. 3).

A epiderme externa € unisseriada, com células de citoplasma abundante, nicleo esférico de
posicdo central e cuticula delgada (Fig. 3). Ja a epiderme interna, também unisseriada, € constituida por
células maiores e de citoplasma de aspecto menos denso (Fig. 3), levemente alongadas no sentido
transversal.

O mesofilo ovariano é formado por cerca de 10 camadas de células parenquimdticas em meio as

quais sdo encontrados laticiferos e feixes vasculares (Fig. 2 e 3). Os laticiferos sdo cilindricos,
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Figuras 1-5. Prestonia coalita (Vell.) Woodson. 2, 3 e 5. Sec¢des transversais. 1. Fruto maduro. 2. Sec¢do na regido do ovério. 3. Detalhe
da parede do ovdrio (seta = laticifero). 4. Esquema da flor, em corte longitudinal, na regido do ovdrio. 5. Pormenor da figura 2,
evidenciando a regido de unido dos carpelos (seta branca) e liga¢do da folha carpelar (seta preta). EE = epiderme externa; Ei = epiderme
interna; Fv =feixe vascular; Mf = mesofilo ovariano

alongados, de paredes pecto-celuldsicas pouco espessas e latex de aspecto pouco denso (Fig. 3), sendo
facilmente confundidos com as demais células parenquimaticas do mesofilo. O sistema vascular de
cada carpelo consiste de 8 a 10 feixes vasculares pouco diferenciados que se concentram na regido
mediana de todo tecido fundamental (Fig. 2 e 3).

Os carpelos sdo unidos entre si através de uma regido formada por células parenquiméticas (Fig.

5); proximo a estaregido também se observa aregido de ligacao de cada folha carpelar (Fig. 5).
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Pericarpo

Com base nas alteracdes anatdmicas que ocorrem durante o desenvolvimento do fruto, como
aparecimento de tricomas no epicarpo, formagao das lenticelas, diferenciag¢ao das fibras no mesocarpo e
lignificacdo das células do endocarpo, foram utilizados dois estddios de desenvolvimento para
descrever o pericarpo: estadio I — fruto jovem e estadio II — fruto maduro. Para melhor entendimento, o
pericarpo dos frutos foi dividido em trés regides anatdmicas estruturalmente distintas nos dois estadios

de desenvolvimento: epicarpo, mesocarpo e endocarpo.

Estadio I — O epicarpo, derivado exclusivamente da epiderme externa do ovario, é constituido por uma
camada de células de paredes pecto-celuldsicas periclinais externas ligeiramente convexas, com
nicleos proeminentes e centrais, recobertas por cuticula delgada (Fig. 8 €9). Tricomas tectores (Fig. 6,7
e 12), estdbmatos (Fig. 9) e lenticelas em inicio de desenvolvimento (Fig. 10) também estdo presentes no
epicarpo. Os tricomas sdo multicelulares e unisseriados (Fig. 7 e 12), e originam-se a partir do
alongamento e divisdes periclinais das células epidérmicas durante o desenvolvimento dos frutos, visto
que nao estao presentes no ovario.

Parénquima, feixes vasculares, ilhas de floema, laticiferos e fibras em diferenciacdo sao
encontradas no mesocarpo (Fig. 7) que se desenvolve a partir do mesofilo ovariano. Durante o
desenvolvimento, as células do mesocarpo nao realizam muitas divisdes celulares no sentido de
aumentar a espessura do pericarpo, pois o nimero de camadas de células é muito semelhante ao que se
observano ovério: cercade 10a 15 camadas (Fig. 7).

Na regido mediana do mesocarpo de cada valva, encontra-se o sistema vascular do fruto, que é
constituido por 8 a 10 feixes vasculares e por diversas ilhas de floema. Apesar de possuirem elementos
de condugdo em diferentes estddios de desenvolvimento, os feixes vasculares bicolaterais sdo
facilmente distinguidos no mesocarpo (Fig. 7 e 11). As ilhas de floema encontram-se sempre entre 0s
feixes vasculares do mesocarpo.

Fibras em diferenciacdo situam-se nas proximidades do floema externo dos feixes, sendo
derivadas de células parenquimadticas que se alongam e iniciam a deposicao de parede secundéria.

Os laticiferos possuem formato cilindrico e alongado (Fig. 12) e estao distribuidos por todo o
mesocarpo do fruto, espalhados entre as células parenquimaticas (Fig. 7, 10 e 12). Diferente do que foi
verificado no ovdrio, os laticiferos podem ser facilmente reconhecidos pela parede pecto-celuldsica
levemente espessada nos angulos de contato com as células adjacentes ou pelo contetido de aspecto
denso (Fig. 7 e 10) que apresentam.

O endocarpo € constituido por uma camada de células epidérmicas de paredes pecto-celuldsicas
delgadas (Fig. 7 e 12), derivada, exclusivamente, da epiderme interna do ovdrio. As células do
endocarpo, da mesma forma que as da epiderme interna do ovdrio, sdo alongadas no sentido transversal
do fruto (Fig. 7).

As valvas da capsula bicarpelar sdo unidas entre si (Fig. 6) por uma regiao de conagdo, formada
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Figuras 6 — 12. Secgdes do fruto jovem (estadio I) de Prestonia coalita (Vell.) Woodson. 6 - 11. Secgdes transversais. 12. Secgdo
longitudinal. 6. Aspecto geral das valvas do fruto. 7. Detalhe do pericarpo (seta = laticifero). 8. Detalhe do epicarpo. 9. Detalhe de um
estdmato (seta). 10. Inicio de formagao de lenticela (seta branca); seta preta = laticifero. 11. Pormenor da figura 6, evidenciando a regido de
unido dos carpelos (seta branca) e a regido de ligagdo da folha carpelar (seta preta). 12. Detalhe do pericarpo (seta branca = laticifero; seta
preta=tricoma tector). Cs = cavidade seminal; En = endocarpo; Ep = epicarpo; Fv = feixe vascular; Ms = mesocarpo
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por células parenquiméticas (Fig. 11). As valvas s@o fechadas e possuem, cada uma, uma regiao de
deiscéncia que consiste no local de uniao da folha carpelar, constituida por células parenquimaticas

pequenas, de paredes delgadas e citoplasma de aspecto denso (Fig. 11).

Estadio Il — As principais mudangas que ocorrem no epicarpo dos frutos sao o espessamento da parede
das células epidérmicas (Fig. 13, 16, 17 e 22) e a diminui¢c@o na quantidade de tricomas tectores. O
epicarpo € constituido ainda por uma camada de células epidérmicas, porém nesta fase as células
possuem espessamento pecto-celulésico de parede (Fig. 13, 16, 17 e 22). O formato das células
permanece oval e o contorno da parede periclinal continua sinuoso, sendo recobertas por cuticula que se
torna mais espessa (Fig. 24). A medida que o fruto vai crescendo, ocorre diminui¢do dos tricomas
tectores, sendo raramente encontrados nos frutos maduros. Ocorre também desenvolvimento e aumento
na quantidade de lenticelas nos frutos (Fig. 20 e 21) que sdo constituidas por células suberosas (Fig. 21).
Estdmatos ainda podem ser encontrados no epicarpo (Fig. 22), porém sao menos freqiientes. Em
algumas regides do fruto observa-se a formagao de uma periderme com células suberosas de paredes
delgadas.

O mesocarpo possui 0 mesmo nimero de camadas do estadio anterior, indicando que nao houve
muitas divisdes celulares entre os estddios I e II (Fig. 13, 16 e 20). A mudanca mais expressiva neste
estadio € a diferenciagdo das fibras (Fig. 13, 14, 15, 16, 19 e 20), da hipoderme colenquimatica (Fig. 13,
16 e 17) e dos feixes vasculares (Fig. 13, 15 e 23).

Em contato direto com o epicarpo existe uma camada de células colenquimatosas de paredes
pecto-celuldsicas ligeiramente espessadas (Fig. 13, 16 e 17), formando uma hipoderme. Estas células
sao levemente alongadas no sentido longitudinal do fruto (Fig. 16) e podem apresentar cloroplastos.

Neste estddio, as células parenquimadticas do mesocarpo possuem paredes pecto-celuldsicas
mais espessas (Fig. 13, 16 e 20) quando comparadas com o estaddio anterior. Atultimacamada de células
parenquimaticas do mesocarpo, em contato direto com o endocarpo, € formada por células pequenas, de
paredes delgadas e sinuosas sendo facilmente distinguidas das demais.

As fibras, originadas a partir de células parenquiméticas do fruto jovem, encontram-se
totalmente diferenciadas (Fig. 13, 14, 15, 16, 19 e 20). Sao alongadas no sentido longitudinal do fruto
(Fig. 16 € 19) e formam um anel periférico, quase continuo, por todo o mesocarpo (Fig. 13 € 20), estando
quase sempre em associagao com os feixes vasculares (Fig. 13 e 15) e com as ilhas de floema (Fig. 13, 14
e 20). Estas células possuem parede secundéria extremamente espessa (Fig. 14 e 19), com um padrao
diferente do esperado para este tipo celular, pois apresentam coloragao purpura e ndo verde ao ser corada
com azul de toluidina (Fig. 13, 14, 15, 16, 19 e 20). Com a realizacdo do teste de floroglucina
acidificada, foi constatada a auséncia de lignina na parede das fibras e confirmada a natureza pecto-
celuldsica da mesma. Em algumas fibras, constatou-se a presenca de citoplasma e nucleo (Fig. 14),
mostrando que ainda estdo vivas neste estddio de desenvolvimento.

Os feixes vasculares, agora totalmente diferenciados (Fig. 13 e 15), distribuem-se ainda na
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Figuras 13 -19. Seccdes do fruto maduro (estadio II) de Prestonia coalita (Vell.) Woodson. 13, 14, 15 e 17. Seccdes transversais. 16, 18 e
19. Seccdes longitudinais. 13. Aspecto geral do pericarpo (setas brancas = laticiferos; seta preta = ilha de floema). 14. Detalhe das fibras,
laticiferos (setas pretas) e ilha de floema (seta branca = niicleo da fibra). 15. Detalhe do feixe vascular bicolateral e do endocarpo (seta =
laticifero). 16. Aspecto geral do pericarpo. 17. Detalhe do epicarpo e da hipoderme colenquimatica (seta = laticifero). 18. Laticifero com
latex denso (seta). 19. Fibras (seta = extremidade afilada de uma fibra). Cu = cuticula; En =endocarpo; Ep = epicarpo; Hp = hipoderme; If =
ilha de floema; Fb =fibra; Fl = floema; Xi = xilema
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Figuras 20 — 24. Seccdes transversais do fruto maduro (estadio II) de Prestonia coalita (Vell.) Woodson. 20, 22 e 23. Azul de toluidina. 21
e 24. Teste com Sudan black B. 20. Aspecto geral do pericarpo do fruto (setas brancas = laticiferos). 21. Lenticela; notar suberina nas
paredes das células. 22. Detalhe da epiderme com estdmato e hipoderme colenquimética. 23. Detalhe da regido de unido das valvas (seta
preta) e dalinha de deiscéncia de cada valva (seta branca). 24. Detalhe do epicarpo com cuticula (seta branca) e do laticifero (seta preta).
En=endocarpo; Ep =epicarpo; Hp =hipoderme; If =ilha de floema; Fb =fibra; Fl = floema; Fv =feixe vascular; Xi = xilema

regido mediana do mesocarpo (Fig. 13), internamente ao anel de fibras. Todos os feixes encontrados sdo
bicolaterais (Fig. 15), e possuem o floema interno (voltado para o endocarpo) mais desenvolvido que o
externo, que € protegido pelas fibras. As ilhas de floema (Fig. 13, 14 e 20) sdo mais distinguiveis que no
estadio anterior e ocorrem somente na regido interfascicular.

Os laticiferos (Fig. 13, 14, 15, 18 e 20) tornam-se mais evidentes no mesocarpo, devido a
espessura da parede (Fig. 14), que € mais pronunciada nos angulos de contato entre as células
parenquimaticas que o circundam (Fig. 12), além do fato de possuirem formato alongado (Fig. 18) e
conteddo de aspecto denso (Fig. 14, 15, 18 e 20). Nota-se que os laticiferos mais préximos ao epicarpo
(Fig. 13 e 17) sao menos calibrosos que os localizados na regiao mediana do mesocarpo ou proximos ao

endocarpo.



62

Durante o amadurecimento do fruto, as células do endocarpo produzem parede secundaria
espessa e se transdiferenciam em esclerdcitos (Fig. 13, 15, 16 e 20). Estes esclerdcitos sao lignificados,
pois coram em verde com azul de toluidina (Fig. 13, 15, 16 e 20) e em vermelho com floroglucina
acidificada, sendo revestidos por cuticula delgada. Sao células alongadas preferencialmente no sentido
transversal (Fig. 13 e 20) do fruto, mas préximo a regido de deiscéncia, encontram-se células alongadas
no sentido longitudinal (Fig. 23). Na maior parte do pericarpo o endocarpo € constituido por apenas uma
camada de células, mas em alguns trechos podemos encontrar duas camadas de células, sendo a segunda
derivada do mesofilo ovariano (Fig. 16). Em algumas regides o endocarpo parece ser bisseriado, pelo
fato das extremidades das células alongadas se sobreporem (Fig. 13).

Neste estadio de desenvolvimento, o fruto ainda encontra-se fechado, portanto ainda observa-se
as duas regides de deiscéncia: aregido de unido de cada valva e aregido de unido entre as valvas do fruto

(Fig. 23), ambas constituidas por células parenquimaticas de paredes delgadas.

Discussao

Classificacdao morfoldgica

Frutos de muitas espécies de Prestonia R. Br. tém sido descritos como foliculares (Woodson
1936; Markgraf 1968; Rio & Kinoshita 2005) ou do tipo folicdrio (Aguiar et al. 2009), possuindo, em
muitos casos, os fruticulos unidos pelo dpice, separando-se na maturidade. O fruto de P. coalita tem sido
referido na literatura como par de foliculos (Simdes & Kinoshita 2002; Rio & Kinoshita 2005) ou como
capsula septicida (Gomes 2008). Frutos do tipo cdpsula estdo descritos somente nas subfamilias
Rauvolfioideae, como os de Allamanda L. (Sakane & Shepherd 1986), originados a partir de gineceu de
sincarpia mista (Gomes 2006), e Plectaneia Thou. (Endress & Bruyns 2000).

O termo foliculo, empregado para a maioria dos representantes do género, refere-se a frutos
unicarpelares e univalvares que apresentam deiscéncia por uma tnica sutura longitudinal (Judd 1985),
que pode ocorrer na regiao ventral (Linnaeus 1759) ou, raramente, na regiao dorsal (Souza 2006). J4 o
termo cédpsula é empregado para frutos simples, secos ou carnosos, provenientes de ovario sipero ou
infero, bicarpelares a pluricarpelares, plurispérmicos e deiscentes mediante fendas longitudinais (Souza
2006). Quando a deiscéncia ocorre ao longo da nervura mediana, produzindo valvas constituidas, cada
uma, de metades de dois carpelos adjacentes, as capsulas sao denominadas loculicidas (Barroso ef al.
1999); quando a deiscéncia ocorre ao longo de uma sutura ventral, produzindo valvas que
correspondem a carpelos completos, as capsulas sdo septicidas (Hertel 1959; Spjut 1994).

Por meio de estudos ontogenéticos, pode-se concluir que os frutos de P. coalita sdo na verdade
capsulas septicidas bivalvares, pois sdo unidas através de conexao de tecidos por todo o comprimento do
fruto e ndo somente pelo dpice como sugerido por Rio & Kinoshita (2005). Apesar de cada valva do
fruto de P. coalita ser muito semelhante morfoldgica e anatomicamente a um foliculo, foi observado por
Gomes (2006) e no presente trabalho que as flores possuem gineceu sincarpico, sendo desta forma

incoerente a classificacdo dos frutos como foliculos. Assim sendo, os resultados deste trabalho
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corroboram com o trabalho de Gomes (2008) que registra pela primeira vez a existéncia de cdpsula
septicida no género e para a subfamilia Apocynoideae, além de enfatizar a necessidade de estudos
ontogenéticos para corretas descri¢des morfoldgicas.

Outros frutos de morfologia semelhante a de P. coalita ja foram estudados, como os de Nerium
oleander L. (Thomas & Dave 1991), Parsonsia spiralis Wall., Vallaris solanaceae O. Ktze. e Wrightia
tomentosa Roem. & Schult. (Thomas & Dave 1994) e foram tratados como “foliculos fusionados”. Com
base nos resultados do presente trabalho sugere-se que sejam realizados estudos da mesma natureza nos
frutos acima mencionados, com o objetivo de verificar se ndo se tratam de cdpsulas septicidas, da

mesma forma que os frutos de P. coalita.

Estrutura do pericarpo

O epicarpo de P. coalita é classificado como sensu stricto, pois se origina exclusivamente da
epiderme do ovério, e assemelha-se muito com o de Prestonia riedelii (Miill. Arg) Markgr. (Aguiar et al.
2009), por apresentar uma camada de células, estdbmatos, cuticula e tricomas tectores multicelulares.
Nossas observacdes contradizem o trabalho de Gomes (2008), que ao estudar frutos maduros de P.
coalita considerou o epicarpo da espécie como multisseriado sensu lato, sendo constituido pela
epiderme unisseriada e por uma camada de colénquima.

Epicarpo unisseriado € muito comum na familia Apocynaceae e ja foi descrito para varias
espécies (Mahran et al. 1967; Zala et al. 1976; Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989; Dave &
Kuriachen 1990; Kuriachen et al. 1991; Kuriachen et al. 1992; Souza & Moscheta 1992; Thomas &
Dave 1994; Aguiar 2003; Souza et al. 2004; Gomes 2008; Aguiar et al. 2009). No entanto epicarpo
multisseriado j foi descrito para Tylophora dalzellii Hook. f. (Kuriachen et al. 1990), Hemidesmus
indicus R. Br. (Dave & Kuriachen 1991), N. oleander (Thomas & Dave 1991), Aganosma caryophyllata
G. Don, Holarrhena antidysenteria (L.) Wall., Strophanthus wallichii A. DC., V. solanacea, Wrightia
tinctoria (Roxb.) R. Br., W. tomentosa (Thomas & Dave 1994) e Aspidosperma parvifolium A. DC.
(Gomes 2008), sendo que em todas estas espécies o epicarpo € considerado sensu lato, pois € formado
por uma camada de células epidérmicas e camadas subseqiientes de células colenquimaticas e/ou
esclerenquimdticas subepidérmicas. Somente em algumas regides do pericarpo de A. caryophyllata
(Thomas & Dave 1994), observa-se epicarpo multisseriado sensu stricto.

Cuticula espessa, observada nos foliculos de P. coalita, € um carater muito comum em frutos de
Apocynaceae (Mahran et al. 1967; Zala et al. 1976; Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989; Kuriachen et
al. 1990; Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991; Thomas & Dave 1991; Souza & Moscheta
1992; Kuriachen et al. 1993; Thomas & Dave 1994; Aguiar 2003; Aguiar et al. 2009). A cuticula possui
papel fundamental na diminui¢do da perda de d4gua para o ambiente (Thomas & Dave 1994), sendo esta
funcdo de grande importancia em P. riedelii visto que esta planta estd submetida a altas intensidades
luminosas, pois geralmente € encontrada em encostas e bordas de matas (Aguiar ef al. 2009). Estriacdes

cuticulares estao presentes em foliculos de Calotropis procera (Ailton) W. T. Ailton (Mahran et al.
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1967; Dave & Kuriachen 1987; Kuriachen et al. 1991), Asclepias curassavica L. (Dave & Kuriachen
1990), T. dalzellii (Kuriachen et al. 1990), Calotropis gigantea W. T. Ailton e Tylophora indica Merr.
(Kuriachen et al. 1992), mas ndo foram observadas em P. coalita.

Tricomas de cobertura multicelulares e unisseriados foram observados no epicarpo de P. coalita,
da mesma forma que em C. procera (Mahran et al. 1967; Dave & Kuriachen 1987), Catharanthus
roseus G. Don (Zala et al. 1976), Araujia hortorum E. Fourn. (Castro 1986), Pergularia daemia
(Forssk.) Chiov. (Kuriachen & Dave 1989), A. caryophyllata, Ichnocarpus frutescens R. Br. e W.
tinctoria (Thomas & Dave 1994) e P. riedelii (Aguiar et al. 2009), tendo provavel funcao de contribuir
para a redugdo da transpiracdo. Ja em H. indicus (Dave & Kuriachen 1991), C. roseus, P. spiralis e V.
solanacea (Thomas & Dave 1994) os tricomas sdo unicelulares. Somente no epicarpo de N. oleander
(Thomas & Dave 1991) e de T. indica (Kuriachen et al. 1992) existem tricomas uni e multicelulares.

Da mesma forma que P. coalita, praticamente todos os frutos estudados de espécies de
Apocynaceae possuem estomatos (Mahran et al. 1967; Zala et al. 1976; Dave & Kuriachen 1987;
Kuriachen & Dave 1989; Kuriachen et al. 1990; Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991;
Thomas & Dave 1991; Kuriachen et al. 1992; Thomas & Dave 1994; Gomes 2008), sendo classificados
como paraciticos, anomociticos ou ciclociticos. Em Aspidosperma polyneuron Miill. Arg. (Souza &
Moscheta 1992), P. spiralis e S. wallichii (Thomas & Dave 1994), A. parvifolium e Mesechites
mansoana (A. DC.) Woodson (Gomes 2008) os estdmatos sdao substituidos por lenticelas, fato
observado também neste trabalho.

Fibras nao lignificadas estdo presentes no mesocarpo de P. coalita e sdo semelhantes as
encontradas em P. riedelii (Aguiar et al. 2009) e em diversas outras espécies da familia (Thomas & Dave
1994). Kuriachen et al. (1990) denominaram estas células de fibras celuldsicas, termo utilizado por
pesquisadores em outros trabalhos (Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1992) para nomear as
células formadoras das bainhas vasculares. Neste trabalho, assim como no de Gomes (2008) e no de
Aguiar et al. (2009), foi realizado o teste com floroglucina acidificada para confirmar a auséncia de
lignina nas fibras e a natureza pecto-celulésica das mesmas. Segundo Esau (1965), a presencga de lignina
nao € uma condig¢do indispensavel as fibras, pois fibras extra-xileméaticas podem ou ndo se apresentar
lignificadas. Nas espécies descritas em outros trabalhos (Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al.
1992; Thomas & Dave 1994) as fibras protegem os feixes vasculares, fato também observado no
pericarpo de P. coalita. Percebe-se que estas células ndo estao presentes somente em frutos, pois Larrosa
& Duarte (2005) também encontraram fibras sem lignificacdo no peciolo de Himatanthus sucuuba
(Spruce ex Miill. Arg.) Woodson. Segundo Roth (1977), as fibras do mesocarpo dos frutos atuam como
um tecido de resisténcia, mas no caso de P. coalita, além desta fungdo, acredita-se que estas células
contribuam também para a prote¢do contra fitéfagos, por protegerem o floema externo dos feixes
vasculares, e na deiscéncia do fruto, por exibir grande capacidade de absor¢ao e perda de dgua, criando
uma tensao higroscépica no pericarpo. A hidrofilia apresentada pela parede faz com que esta célula

tenha capacidade e facilidade de perder dgua rapidamente, auxiliando o mecanismo higroscépico-
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xerocastico de deiscéncia do fruto. Em dias quentes, estas células perdem dgua e a parede sofre retracio
que, junto da retragdo das células parenquimaticas do mesocarpo, contribui para a contragdo do
pericarpo e conseqiiente ruptura naregiao de deiscéncia.

Segundo Gorshkova & Morvan (2006), fibras nao lignificadas sdo semelhantes a fibras
gelatinosas, pois os autores a tratam como sindonimos. Neste trabalho, pode-se observar que as fibras ndo
lignificadas do mesocarpo de P. coalita sao diferentes das fibras gelatinosas, pois as ultimas apresentam
a camada mais externa lignificada e a camada mais interna (camada G) ndo lignificada, rica em celulose
e hidrofilica (Ranjani & Krishnamurthy 1988; Evert 2006). Com a realiza¢do do teste de floroglucina
acidificada, pode-se constatar que as fibras dos frutos de P. coalita, da mesma forma que as presentes
nos frutos de P. riedelii (Aguiar et al. 2009), ndo possuem lignina em nenhuma de suas camadas,
fazendo com que ndo possam ser classificadas como gelatinosas.

Laticiferos sao células (ou fileiras de células) espalhadas por todo o corpo da planta, contendo
um fluido chamado latex (Esau 1965; Evert 2006), que possui uma composi¢ido quimica muito variada
(Fahn 1979). Sua funcdo € de proteger a planta contra herbivoria, microorganismos e também selar
ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrell et al. 1991; Hunter 1994). Os laticiferos também se desenvolvem
em frutos e ja foram reportados em vérias espécies como Ficus carica L. (Moraceae), Carica papaya L.
(Caricaceae) e Papaver somniferum L. (Papaveraceae) (Roth 1977). Como a presenga de laticiferos é
universal na familia (Cronquist 1981), diversos trabalhos citam a presenca de destas estruturas em
frutos (Mahran et al. 1967; Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989; Kuriachen et al. 1990; Dave &
Kuriachen 1991; Kuriachen et al. 1991; Thomas & Dave 1991; Kuriachen et al. 1992; Souza &
Moscheta 1992; Thomas & Dave 1994; Souza et al. 2004; Gomes 2008; Aguiar et al. 2009). Em P.
coalita, os laticiferos estdo localizados por todo o mesocarpo do fruto, apresentando parede pecto-
celuldsica espessada, principalmente nos angulos de contato com as células parenquimadticas que o
margeiam, e conteido de aspecto denso. Na maioria dos trabalhos de anatomia de frutos em
Apocynaceae (Castro 1986; Kuriachen & Dave 1989; Kuriachen et al. 1990; Dave & Kuriachen 1991;
Kuriachen et al. 1991; Thomas & Dave 1991; Kuriachen et al. 1992; Thomas & Dave 1994; Souza et al.
2004), os laticiferos sdo descritos como nao-articulados, mas em nenhum destes trabalhos estudou-se
com detalhe o desenvolvimento destas estruturas nos frutos. Por meio de estudos de ontogenia,
Demarco et al. (2006) demonstraram a ocorréncia de laticiferos articulados em Aspidosperma australe
Miill. Arg. e Blepharodon bicuspidatum E. Fourn., sugerindo o mesmo para outras espécies da familia
Apocynaceae.

O sistema vascular de P. coalita consiste de feixes vasculares bicolaterais e ilhas de floema.
Feixes vasculares bicolaterais sao freqiientes em frutos de espécies de Apocynaceae (Dave & Kuriachen
1991; Kuriachen et al. 1990; Kuriachen et al. 1991; Kuriachen et al. 1992; Thomas & Dave 1991;
Thomas & Dave 1994; Aguiar et al. 2009) e € o tnico tipo de feixe encontrado no mesocarpo de P.
coalita. Outros tipos de feixes vasculares, como colaterais (Dave & Kuriachen 1991; Kuriachen et al.
1990; Kuriachen et al. 1991; Kuriachen et al. 1992; Thomas & Dave 1991; Thomas & Dave 1994;
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Aguiar et al. 2009) e concéntricos (Souza & Moscheta 1992; Gomes 2008), também foram encontrados
em frutos de espécies da familia. O floema externo dos feixes e as ilhas de floema sd@o margeados por
fibras, que certamente garantem uma protecao contra o acesso de fitéfagos a seiva.

O endocarpo, segundo Roth (1977), pode se originar da epiderme interna do ovario (endocarpo
sensu stricto), somente das camadas subepidérmicas do tecido fundamental ovariano, ou ainda da
combinacdo de ambas (endocarpo sensu lato). Em P. coalita, o endocarpo desenvolve-se a partir da
epiderme interna do ovério e, somente em algumas regides, de uma camada subepidérmica interna do
mesofilo ovariano, diferente do que foi observado por Aguiar et al. (2009) para P. riedelii, que possui
endocarpo bisseriado e de disposi¢ao cruzada. A lignificacao do endocarpo de P. coalita ocorre somente
no fruto maduro, facilitando, desta forma, o crescimento das sementes na cavidade seminal.

A tabela (2) mostra os principais caracteres anatomicos presentes em frutos de P. coalita
(presente trabalho e Gomes 2008) e P. riedelii (Aguiar et al. 2009).

Tabela 2. Tabela comparativa entre as principais caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas presentes nas flores e frutos de
Prestonia coalita (Vell.) Woodson (presente trabalho e Gomes 2008) e Prestonia. riedelii (Miill. Arg) Markgr. (Aguiar et al.

2009). + = presente; - = ausente; ... = dado ndo informado

Caracteristicas morfolégicas e

anatomicas

P. coalita

(presente trabalho)

P. coalita

(Gomes 2008)

P. riedelii
(Aguiar et al. 2009)

posigao do ovario

semi-infero

supero

unido dos carpelos sincarpico sincarpico hemi-sincarpico
tipo de fruto capsula septicida bivalvar capsula bicarpelar septicida folicario
nimero de camadas do epicarpo 1 2 1
estdmatos + + -
cuticula +

tricomas tectores + +

espessamento de parede das +

células epidérmicas

lenticelas + + -
periderme + -

n® de camadas no mesocarpo 10a15 8all 30a35
hipoderme + -

fibras nao lignificadas + +
laticiferos + +

ilhas de floema + +

tipo de feixe vascular bicolateral bicolateral colateral e bicolateral
ndmero de camadas do endocarpo la2 la2 2

tipo de célula do endocarpo esclerdcito fibra esclerdcito
lignificacdo das células do + + +
endocarpo

orientagdo das células do cruzada (transversal e transversal cruzada (transversal e
endocarpo longitudinal) longitudinal)
tipo de deiscéncia septicida e sutural septicida marginal
regido de deiscéncia + + +
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Conclusoes

O estudo ontogenético foi fundamental na caracterizagdo morfolégica dos frutos de P. coalita
que, anteriormente descritos como foliculares, sdo na verdade cdpsulas septicidas bivalvares. A anélise
da estrutura do pericarpo, além de ser importante na classifica¢cdo morfoldgica dos frutos, demonstrou
ser importante nos estudos filogenéticos, pois a espécie possui caracteristicas anatdomicas
compartilhadas por vérias espécies da familia, além de possuir caracteristicas anatdmicas proprias, que

podem ser utilizadas para a identificagdo da mesma.
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Capitulo 4

Anatomia de frutos em Asclepiadoideae (Apocynaceae)’

Shesterson Aguiar’, Sandra Maria Carmello-Guereiro™ e Luiza Sumiko Kinoshita’®

Resumo: As espécies da subfamilia Asclepiadoideae (Apocynaceae) possuem frutos do tipo foliculo, muito semelhantes
quanto a morfologia. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo dos caracteres anatdmicos presentes
em frutos de espécies desta subfamilia que pudessem auxiliar na identifica¢do das espécies e no seu maior conhecimento.
Frutos de Blepharodon bicuspidatum E. Fourn., Oxypetalum appendiculatum Mart., O. balansae Malme e O. glaziovii (E.
Fourn.) Fontella & Marquete foram coletados, fixados e submetidos a técnicas usuais de anatomia. O pericarpo de todos os
frutos estudados € constituido por um epicarpo unisseriado revestido por cuticula espessa, sendo estriada somente em B.
bicuspidatum. Todas as espécies possuem estOmatos, mas tricomas de cobertura estdo presentes somente em O.
appendiculatum. O mesocarpo de todas as espécies € muito similar, pois € constituido de parénquima fundamental, fibras,
laticiferos, feixes vasculares, ilhas de floema e aerénquima. As fibras possuem paredes espessas e sem lignina, sendo
achatadas em O. glaziovii e arredondadas nas demais espécies. Os laticiferos estdo distribuidos por todo o mesocarpo e
possuem parede pecto-celuldsica levemente espessa. Idioblastos com cristais do tipo drusa estdo presentes somente no
mesocarpo de O. appendiculatum. Todas as espécies apresentam endocarpo lignificado uni ou bisseriado.

Palavras - chave: Blepharodon bicuspidatum, Oxypetalum appendiculatum, Oxypetalum balansae e Oxypetalum glaziovii

Introducao

Tradicionalmente, Asclepiadaceae era reconhecida como uma familia distinta de Apocynaceae,
principalmente com base na presenga de um ginostégio e de polinias (Souza & Lorenzi 2008). Os
estudos recentes em filogenia revelaram que, embora os géneros reconhecidos em Asclepiadaceae
formem um grupo bem definido, o seu reconhecimento como uma familia a parte torna as Apocynaceae
um grupo parafilético (Sennblad & Bremer 1996; Endress & Stevens 2001). Estudos cladisticos e
moleculares ap6iam o conceito da juncdo de Apocynaceae sensu stricto com Asclepiadaceae (Endress
& Bruyns 2000; Rapini ez al. 2001). Desta forma, Apocynaceae sensu lato tornou-se uma das maiores e
mais representativas familias de Angiospermas, contendo, em seus limites atuais, cerca de 400 — 480
géneros e 4.300 —4.800 espécies com distribui¢ao pantropical e em climas temperados (Albers & Meve
2001; Potgieter & Albert 2001; APG 2003), incluindo espécies de diversos habitos, como arvores,
arbustos, subarbustos, lianas e ervas (Judd ez al. 2002; Kinoshita 2005; Simpson 2007), distribuidas em
5 subfamilias (Endress & Bruyns 2000), sendo uma delas Asclepiadoideae R. Br. ex Burnett.

O estudo das espécies desta subfamilia desperta interesse principalmente pelas flores, que sao
consideradas uma das mais complexas entre as Angiospermas (Marquete 2003). Além disto, algumas
espécies pertencentes a subfamilia destacam-se por apresentarem importancia medicinal, como

Calotropis procera (Ailton) W. T. Ailton, que possui propriedades anti-inflamatéria, antimicrobial,

'Parte da tese de doutorado do primeiro autor, vinculado ao programa de Pés Graduagio em Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas
ZDepurtamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Caixa Postal n’ 6109, Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, 13083 —970, Campinas, SP, Brasil
* Autor para correspondéncia: smeg @unicamp.br
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analgésica e espermicida (Kamath & Rana 2002) e Vicentoxicum officinale Moench, com propriedades
laxativas, diuréticas e antitumorais (Nowak & Kisiel 2000). Outras espécies sao utilizadas como fonte
de borracha e fibras na fabricacdo de cordas e papel (Marquete 2003) ou utilizadas como plantas
ornamentais, como a flor-de-cera (Hoya R. Br.) e a flor-estrela (Stapelia hirsuta L.) (Ollerton & Liede
1997; Endress 1998). Além disto, varias espécies do género Asclepias L. sdo combatidas como pragas,
pois sdo toxicas e prejudicam a criagdo de animais (Rapini et al. 2001).

Trabalhos que descrevem as caracteristicas anatOmicas de frutos em Asclepiadoideae sdo
escassos e nao contemplam espécies da nossa flora (Castro 1986; Kuriachen et al. 1990; Kuriachen et al.
1991; Kuriachen et al. 1992). Segundo Hutchinson (1969) caracteristicas anatdmicas de frutos podem
ter grande importancia em trabalhos taxondmicos, mas tém sido sempre negligenciadas em estudos
sistematicos porque sdo tecnicamente dificeis de serem investigadas (Bobrov et al. 2005).

Segundo Fontella-Pereira (2005), as espécies da subfamilia possuem frutos do tipo foliculo
muito semelhantes quanto a morfologia. Por apresentarem frutos tdo semelhantes, a identificacao das
espécies sem a presenca das flores torna-se dificil. Desta forma, um levantamento das caracteristicas
anatomicas presentes nos frutos de espécies de Asclepiadoideae € de grande importancia para auxiliar
na distingdo das mesmas, além de contribuir para o conhecimento da subfamilia, sendo, portanto, o

principal objetivo do presente trabalho.

Materiais e Métodos

Material Botanico

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados frutos maduros de Blepharodon bicuspidatum
E. Fourn., Oxypetalum appendiculatum Mart., O. balansae Malme e O. glaziovii (E. Fourn.) Fontella &
Marquete coletados, respectivamente, a partir de individuos de Campinas (SP), Aquidauana (MS) e
Passa Quatro (MG).

Os exemplares foram identificados pela Prof®. Dr". Luiza Sumiko Kinoshita, pela Prof*. Dr".
Sueli Maria Gomes e pelo MSc. Shesterson Aguiar e os materiais testemunha (Tabela 2) foram

herborizados e incorporados ao Herbario UEC.

Tabela 2. Dados referentes ao material testemunha das espécies estudadas.

Espécie Localidade Nome e n® do coletor Data da coleta
B. bicuspidatum Campinas (SP) D. Demarco 9 29/VI11/2003
O. appendiculatum Campinas (SP) S. M. Gomes 572 25/VIIL/2005
O. balansae Aquidauna (MS) S. M. Gomes 531 02/1X/2006

O. glaziovii Passa Quatro (MG) L. D. Meireles et al. 2551 19/1X/2006
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Metodologia
Os frutos coletados foram fixados em FAA (Johansen 1940) por 24 horas e colocados em bomba

a vacuo para facilitar a penetragcdo do fixador, sendo posteriormente conservados em dlcool etilico 70%.
Ap6s este periodo, alguns frutos foram cortados na regido mediana, incluidos em resina plastica (Gerrits
& Smid 1983), seccionados em micrétomo rotativo e as seccdes longitudinais e transversais, de 10um
aproximadamente, foram coradas com azul de toluidina (O' Brien et al. 1964), para andlise estrutural.
Algumas sec¢des foram submetidas ao teste com floroglucina acidificada (Johansen 1940), para anélise
de lignina, e ao teste com Sudan black B (Pearse 1985), para andlise de lipidios totais na cuticula. Outras
sec¢oes foram submetidas a luz polarizada a fim de evidenciar constituintes celulares birrefringentes,
como cristais, amido e celulose (Evert 2006). Para a descricdo dos resultados utilizaram-se as
terminologias de Roth (1977) e de Spjut (1994).

As ilustracdes foram efetuadas através de imagens de alta resoluc¢do obtidas em camera digital
acoplada ao microscopio Olympus BX 51, utilizando-se o programa Olympus DP Controller. As

imagens foram utilizadas na confeccao das pranchas, realizadas no programa CorelDraw X3.

Resultados

Todas as espécies estudadas neste trabalho possuem frutos do tipo folicario, constituido de dois
fruticulos do tipo foliculo. Os frutos possuem o pericarpo dividido em trés regides anatOmicas,
estruturalmente distintas: epicarpo, mesocarpo e endocarpo. Abaixo sdo apresentadas as principais

caracteristicas anatdmicas do pericarpo das quatro espécies estudadas neste trabalho.

Blepharodon bicuspidatum E. Fourn.

Epicarpo - formado por uma camada de células epidérmicas de citoplasma de aspecto pouco denso,
nucleo de posicao basal e paredes pecto-celuldsicas espessas (Fig. 4 e 5), mais pronunciadas na regido
periclinal externa (Fig. 5). As células sdo revestidas por cuticula espessa e estriada (Fig. 5). Estdmatos
também estao presentes e possuem células-guarda bem conspicuas (Fig. 4). Tricomas e lenticelas ndo

foram observados no epicarpo desta espécie.

Mesocarpo - constituido por parénquima fundamental, aerénquima, laticiferos, fibras, feixes
vasculares e ilhas de floema. As células parenquimadticas sd@o as mais abundantes do mesocarpo e
apresentam paredes pecto-celulésicas delgadas (Fig. 1). As localizadas proximas ao epicarpo sao
menores € ndo possuem espacgos intercelulares (Fig. 1); as que se localizam na regido mediana do
mesocarpo sao maiores e possuem espagos intercelulares de diferentes tamanhos e dimensoes (Fig. 1);
jé as que se localizam préximas ao endocarpo possuem grandes espacos intercelulares, formando um
aerénquima (Fig. 3), que ocupa praticamente metade do mesocarpo. Os laticiferos estdo distribuidos por

todo o mesocarpo e formam um sistema alongado no sentido longitudinal do fruto, algumas vezes
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Figuras 1 — 8. Secc¢oes transversais do fruto maduro de Blepharodon bicuspidatum E. Fourn. 1. Regido de deiscéncia onde nota-se e
reentrancia no epicarpo (seta preta) e a linha de deiscéncia no mesocarpo (seta branca). 2. Feixe vascular. 3. Aerénquima e endocarpo. 4.
Estdmato (seta) no epicarpo. S. Estria¢des cuticulares (seta) e espessamento da parede periclinal externa das células do epicarpo. 6.
Laticiferos; notar o espessamento de parede. 7. Ilha de floema (seta = placa crivada). 8. Fibras do mesocarpo com duas camadas de
deposic¢ao da parede secunddria (seta =nticleo). Ae = aerénquima; En = endocarpo; Ep = epicarpo; Fl = floema; Lt = laticifero; Pp = parede
periclinal externa; Xi=xilema
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ramificado, sendo mais calibrosos os que de encontram préximos ao endocarpo (Fig. 6), quando
comparados com os localizados préximos ao epicarpo. Possuem parede pecto-celuldsica circular
ligeiramente espessa e latex de aspecto denso (Fig. 6), sendo facilmente identificados. As fibras (Fig. 8)
sao fusiformes e alongadas no sentido longitudinal do fruto, distribuindo-se entre as células
parenquimadticas ou associando-se aos feixes vasculares. Estas células possuem parede secunddria
espessa, com raras pontuacoes, e depositada em duas camadas (Fig. 8), sendo a camada externa mais
birrefringente em luz polarizada do que a interna. As fibras sdo coradas em purpura com azul de
toluidina. Por meio do teste com floroglucina acidificada, constatou-se a auséncia de lignina na parede
destas células, confirmando natureza pecto-celulésica das mesmas. Em algumas fibras constatou-se a
presenca de nucleo e nucléolo (Fig. 8), mostrando que ainda estdo vivas neste estddio de
desenvolvimento. O sistema vascular consiste de vdrios feixes vasculares (Fig. 2), colaterais ou

bicolaterais, dispersos por todo o mesocarpo e inimeras ilhas de floema (Fig. 7).

Endocarpo - formado por uma, ou raramente duas, camadas de esclerdcitos alongados no sentido

transversal do fruto (Fig. 3), de paredes lignificadas e com inimeras pontuacoes.

Regiao de deiscéncia — identificada por uma reentrancia na margem de unifio do carpelo e por possuir
duas a trés camadas de células achatadas e de paredes delgadas (Fig. 1), que formam a linha de
deiscéncia. Esta linha se estende a partir da reentrancia até a cavidade seminal, sendo margeada por

células parenquimaticas e laticiferos (Fig. 1).

Oxypetalum appendiculatum Mart.

Epicarpo — formado por uma camada de células epidérmicas de citoplasma com aspecto pouco denso e
paredes com espessamento pecto-celuldsico revestidas por cuticula espessa e sem estriacdes (Fig. 9 e
12). O epicarpo também possui estdmatos com pequenas camaras subestomaticas (Fig. 9 e 12) e
tricomas de cobertura, multicelulares e unisseriados, constituidos de células basais muito conspicuas

(Fig.9e 13). Lenticelas nao foram encontradas no epicarpo dos frutos.

Mesocarpo — constituido por parénquima fundamental, aerénquima, idioblastos cristaliferos,
laticiferos, fibras, feixes vasculares e ilhas de floema. As células parenquimdticas sdo as mais
abundantes do mesocarpo e apresentam paredes pecto-celuldsicas delgadas (Fig. 9, 11 e 17). Préximo
ao endocarpo as células parenquimdticas sdo levemente colapsadas e com grandes espacgos
intercelulares, formando um aerénquima (Fig. 11 e 17), no qual estdo dispersos alguns idioblastos com
drusas (Fig. 17). Os laticiferos estao distribuidos por todo o mesocarpo e formam um sistema alongado
no sentido longitudinal, sendo algumas vezes ramificado. Apresentam parede pecto-celuldsica

ligeiramente espessada (Fig. 14) e latex de aspecto denso (Fig. 9), sendo mais calibrosos aqueles que se
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Figuras 9 — 17. Secgdes transversais do fruto maduro de Oxypetalum appendiculatum Mart. 9. Epicarpo com tricoma e estdmato e
mesocarpo com fibras e laticiferos (setas). 10. Feixe vascular da regido mediana do mesocarpo. 11. Aerénquima e endocarpo. 12.
Pormenor da figura 9, evidenciando epicarpo com estomato e cuticula espessa. 13. Tricoma de cobertura do epicarpo. 14. Laticiferos da
regifo préxima ao endocarpo. 15. Fibras em luz polarizada; notar diferenca na birrefringéncia das camadas. 16. Ilha de floema (seta = placa
crivada). 17. Idioblasto cristalifero (seta) disperso no aerénquima. Ae = aerénquima; Cb = célula basal; Cs = cdmara subestomadtica; Cu =
cuticula; En =endocarpo; Ep = epicarpo; Fb = fibra; Fl = floema; Lt =laticifero; Ms = mesocarpo; Xi = xilema
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localizam préximos ao endocarpo (Fig. 14), quando comparados com 0s préximos ao epicarpo. As
fibras estao distribuidas por todo o mesocarpo formando grupos de diversas células (Fig. 15), mas
também podem ocorrer em duplas ou até mesmo isoladas (Fig. 9). Estas células estdao localizadas
préximas ao epicarpo ou entdo em associa¢do com os feixes vasculares (Fig. 10). Sdo alongadas no
sentido longitudinal e possuem parede secunddria espessa e com duas camadas de deposi¢do, sendo a
camada externa mais birrefringente do que a interna (Fig. 15). Por meio do teste com floroglucina
acidificada foi observada auséncia de lignina na parede das fibras e confirmada a natureza pecto-
celuldsica das mesmas. O sistema vascular consiste de diversos feixes vasculares (Fig. 10) e inimeras
ilhas de floema (Fig. 16). Os feixes estdo distribuidos em trés regides no mesocarpo: nas proximidades
do epicarpo, na regido mediana do mesocarpo e nas proximidades do endocarpo, sendo os localizados
naregido mediana (Fig. 10) maiores que os das demais regides. Podem ser encontrados feixes colaterais
e bicolaterais. As ilhas de floema estdo restritas as proximidades do endocarpo, sendo facilmente

identificadas entre as células parenquimaticas (Fig. 16).

Endocarpo - formado por uma, ou raramente duas, camadas de esclerdcitos, alongados
preferencialmente no sentido transversal do fruto (Fig. 11), de paredes lignificadas e com numerosas

pontuacgdes.

Regido de deiscéncia — identificada por uma pronunciada reentrancia na margem de unido do carpelo e
pela presenca de duas camadas de células parenquimadticas de paredes delgadas e sinuosas, que formam
alinha de deiscéncia. Estalinha, ndo muito proeminente, se estende a partir da reentrancia até a cavidade

seminal, sendo circundada por células parenquimaéticas e laticiferos.

Oxypetalum balansae Malme

Epicarpo — formado por uma camada de células epidérmicas achatadas (Fig. 18 e 21), com citoplasma
de aspecto pouco denso, nicleo de posi¢do basal e paredes com espessamento pecto-celuldsico (Fig.
21), revestidas por cuticula espessa e sem estriacoes (Fig. 21). Estdbmatos com pequenas camaras
subestomadticas (Fig. 21) também estdo presentes no epicarpo. Tricomas e lenticelas estdo ausentes no

epicarpo do fruto.

Mesocarpo - constituido por parénquima fundamental, aerénquima, laticiferos, fibras, feixes
vasculares e ilhas de floema. No mesocarpo podem ser distinguidas 4 regides: a primeira regido, em
contato direto com o epicarpo, € formada por células parenquimaticas, sem espacgos intercelulares,
fibras e laticiferos pouco calibrosos (Fig. 18); a segunda regido possui um aerénquima com grandes
lacunas, feixes vasculares com fibras associadas (Fig. 25) e laticiferos bem calibrosos; a terceira regido

€ constituida por células parenquimaticas com pequenos espacos intercelulares, feixes vasculares, ilhas
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Figuras 18 — 25. Seccdes transversais do fruto maduro de Oxypetalum balansae Malme. 18. Vista geral do epicarpo e da regido I do
mesocarpo. 19. Regido III do mesocarpo com feixes vasculares, laticiferos (setas), parénquima fundamental e aerénquima. 20.
Aerénquima e endocarpo. 21. Epicarpo com estdmato. 22. Laticiferos da regido III do mesocarpo. 23. Fibras do mesocarpo; notar as duas
camadas de deposicdo de parede secunddria. 24. Fibras do mesocarpo em luz polarizada; notar brilho pronunciado na camada mais externa
da parede. 25. Feixe vascular. Ae = aerénquima; Cs = cAmara subestomadtica; Cu = cuticula; En = endocarpo; Fb = fibra; Fl = floema; Fv =
feixe vascular; Lt =laticifero; Ms = mesocarpo; Xi =xilema
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de floema e laticiferos calibrosos (Fig. 19); ja a quarta e dltima regido possui células parenquimaticas
ligeiramente colapsadas com grandes espacos intercelulares que formam outro aerénquima (Fig. 20)
préoximo ao endocarpo. Os laticiferos possuem parede pecto-celuldsica ligeiramente espessada (Fig. 22)
e latex de aspecto pouco denso. As fibras, raramente isoladas, sdo arranjadas em grupos de indmeras
células fusiformes e alongadas no sentido longitudinal do fruto (Fig. 23). Sdo encontradas nas regioes I
e II do mesocarpo, podendo estar associadas aos feixes vasculares (Fig. 25). Possuem parede pecto-
celuldsica secunddria espessa (Fig. 23 e 24), com birrefringéncia mais intensa na camada externa,
sugerindo a presenca de grande quantidade de celulose. A natureza pecto-celuldsica da parede das fibras
foi confirmada com o teste de floroglucina acidificada, que revelou auséncia de lignina. O sistema
vascular consiste de diversos feixes vasculares (Fig. 19 e 25), colaterais ou bicolaterais, e inimeras ilhas

de floema, que estdo distribuidas por todo mesocarpo do fruto.

Endocarpo - formado predominantemente por uma camada de esclerdcitos lignificados e alongados no
sentido transversal do fruto. Ja na regido proxima a linha de deiscéncia, frequentemente se observa uma

camada adicional de esclerdcitos alongados no sentido longitudinal do fruto (Fig. 20).

Regido de deiscéncia — identificada por uma grande reentrincia na margem de unido do carpelo e pela
presenca de 4 a 5 camadas de células parenquiméticas de paredes levemente espessadas, mas com
pequenos espagos intercelulares, formando a linha de deiscéncia. Esta linha ndo é muito proeminente,

pois é circundada por células parenquiméticas com pequenos espagos intercelulares.

Oxypetalum glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquete

Epicarpo - formado por uma camada de células epidérmicas (Fig. 26, 29 e 30), de citoplasma de
aspecto pouco denso, nicleo e posi¢cdo basal e paredes com espessamento pecto-celuldsico (Fig. 30),
revestidas cuticula espessa e sem estriacdes (Fig. 29 e 30). Estdmatos também estdo presentes e podem
ser facilmente identificados por apresentarem células-guarda conspicuas (Fig. 29). Tricomas e

lenticelas ndo estdo presentes no epicarpo dos frutos.

Mesocarpo — constituido por parénquima fundamental, hipoderme colenquimatica, laticiferos, fibras,
feixes vasculares e ilhas de floema. Logo abaixo ao epicarpo observa-se a hipoderme colenquimatica,
constituida por células de parede pecto-celuldsica levemente espessada (Fig. 26 e 30) e cloroplastos. As
células parenquimadticas do mesocarpo possuem paredes delgadas e sdo maiores do que as células da
hipoderme colenquimadtica (Fig. 26). Proximo ao endocarpo, as células parenquiméticas possuem
grandes espacos intercelulares e formam um aerénquima (Fig. 26). Os laticiferos estdo distribuidos por
todo o mesocarpo e possuem parede pecto-celuldsica ligeiramente espessada e latex de aspecto pouco

denso (Fig. 33). Apresentam tamanhos variados, pois os que se localizam nas proximidades do
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Figuras 26 — 33. Secgdes transversais do fruto maduro de Oxypetalum glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquete. 26. Vista geral do
pericarpo (setas brancas = laticiferos). 27. Feixe vascular. 28. Esclerdcito do endocarpo (seta = pontuagdo simples). 29. Epicarpo com
estomato. 30. Epicarpo, laticifero e células parenquimadticas. 31. Fibras do mesocarpo. 32. Fibras em luz polarizada; notar brilho intenso na
camada mais externa da parede. 33. Laticiferos e da ilha de floema. Ae = aerénquima; Cs = cAmara subestomatica; Cu = cuticula; En =
endocarpo; Ep = epicarpo; Fb = fibra; Fl = floema; Fv = feixe vascular; Hp = hipoderme colenquimatica; If =ilha de floema; Lt =laticifero;
Ms =mesocarpo; Xi=xilema
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endocarpo (Fig. 26 e 33) sdo mais calibrosos que os localizados proximos ao epicarpo (Fig. 26 € 30). As
fibras (Fig. 26), fusiformes e alongadas no sentido longitudinal do fruto, estdo distribuidas nas
proximidades do epicarpo formando um anel quase continuo no mesocarpo, mas também podem ser
observadas em associacdo com feixes vasculares. Formam grupos de inimeras células achatadas em
seccao transversal (Fig. 31) de parede secundéria espessa (Fig. 32) e sem lignina, com baixa quantidade
de pontuacdes. O sistema vascular consiste de diversos feixes vasculares (Fig. 26 e 27), colaterais e
bicolaterais e concentrados na regiao mediana do mesocarpo, além de ilhas de floema (Fig. 33), restritas

as proximidades do endocarpo.

Endocarpo — formado por uma, ou raramente duas, camadas de esclerdcitos de paredes lignificadas e

com numerosas pontuagdes, alongados no sentido transversal do fruto (Fig. 26 e 28).

Regido de deiscéncia —identificada por uma pequena reentrancia na margem de unifo do carpelo e pela
presenca de 2 a 3 camadas de células parenquimadticas de paredes delgadas, que formam a linha de
deiscéncia. Esta linha ndo é muito proeminente, pois € circundada por células parenquiméticas

colapsadas.

Discussao

Os frutos estudados neste trabalho exibem uma organizacgdo dos tecidos internos muito similar e
caracteristica, semelhante a outras espécies ja estudadas na subfamilia. Este fato j4 havia sido notado
por Kuriachen et al. (1992) ao estudarem frutos de diferentes espécies de Asclepiadoideae. No entanto,
pode-se notar que os frutos estudados exibem algumas caracteristicas anatdmicas particulares que
puderam ser utilizadas para a distin¢do das espécies.

O pericarpode B. bicuspidatum, O. appendiculatum, O. balansae e O. glaziovii é constituido por
trés regides estruturalmente distintas: epicarpo, mesocarpo e endocarpo. Epicarpo é a camada mais
externa do pericarpo e em muitos frutos representa a principal camada de protecao (Roth 1977). Nas
quatro espécies estudadas o epicarpo € unisseriado, sendo constituido exclusivamente pela epiderme
externa do fruto. Kuriachen et al. (1992) descrevem o epicarpo dos frutos de diferentes espécies da
subfamilia como multisseriado, e constituido por uma camada de células epidérmicas e por uma
hipoderme colenquimatosa. Segundo Souza (2006) € recomendavel realizar um estudo ontogenético
para saber a verdadeira origem dos tecidos que formam o pericarpo. Ao analisar os resultados obtidos
por Kuriachen et al. (1992) pdde-se concluir que eles utilizaram o termo epicarpo no sensu lato, ou seja,
incluindo camadas de origem subepidérmica. Desta forma, se considerarmos a origem ontogenética do
epicarpo, as espécies estudadas por Kuriachen et al. (1992) também possuem epicarpo senso strictu
unisseriado, da mesma forma que as espécies estudadas neste trabalho.

As quatro espécies estudadas neste trabalho possuem estomatos que, segundo Roth (1977),

desempenham a funcdo de controle da temperatura e do balanco hidrico através da evaporagdo.
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Estdmatos sdo encontrados em diferentes espécies da subfamilia (Mahran et al. 1967; Castro 1986;
Dave & Kuriachen 1987; Kuriachen & Dave 1989; Kuriachen et al. 1990; Kuriachen et al. 1991;
Kuriachen et al. 1992; Souza et al. 2004), sendo classificados como paraciticos, anomociticos ou
ciclociticos. Mas a existéncia de estdmatos no epicarpo de espécies de Asclepiadoideae aparentemente
nao é uma caracteristica universal, pois Kuriachen et al. (1992) estudaram espécies onde estas estruturas
nao foram observadas.

Tricomas de cobertura estdo presentes somente nos frutos de O. appendiculatum, sendo um
importante cardter diagndstico dentre as espécies aqui estudadas. A presenca destes tricomas é comum
em frutos de espécies da subfamilia (Mahran et al. 1967; Castro 1986; Dave & Kuriachen 1987,
Kuriachen & Dave 1989, Kuriachen et al. 1992) tendo provével fungao de contribuir para a redugdo da
transpiracao.

A cuticula possui papel fundamental na diminuicdo da perda de dgua para o ambiente pelos
frutos (Roth 1977). Apesar de todas as espécies aqui estudadas apresentarem cuticula desenvolvida,
somente em B. bicuspidatum foram observadas estriacdes cuticulares. Estriacdes cuticulares em frutos
de Asclepiadoideae ja foram encontradas em Calotropis procera (Ait.) R. Br. (Mahran et al. 1967;
Kuriachen et al. 1991), em Araujia hortorum E. Fourn. (Castro 1986), em Calotropis gigantea (L.) R.
Br. e Tylophora indicum (Burm. f.) Merril (Kuriachen ez al. 1992).

Um tecido presente no mesocarpo de todas as espécies estudadas € o aerénquima. Aerénquima é
um termo utilizado para tecidos vegetais que apresentam grandes espacos intercelulares (Evans 2003)
com a fun¢do de auxiliar na flutuabilidade das plantas aquéticas, de frutos dispersos pela dgua, ou
diminuir a densidade de frutos ou sementes dispersos pelo vento (Roth 1977). No caso das espécies
estudadas a fung¢do mais provavel deste tecido € a de auxiliar no mecanismo de deiscéncia dos frutos,
visto que sdo todos frutos deiscentes e que dispersam suas sementes comosas por anemocoria. Este
tecido é freqiiente em frutos da subfamilia, pois j4 foi descrito em diversas espécies (Castro 1986;
Kuriachen et al. 1992; Souza 2004), estando ausente somente em Gymnema sylvestre R. Br. (Kuriachen
etal. 1992).

As fibras formam um tecido quase continuo no mesocarpo de todas as espécies estudadas. Estas
fibras apresentam estrutura ligeiramente diferente da usualmente encontrada neste tipo celular, pois
possuem parede secunddria sem lignina. A presenca de lignina ndo € uma condicdo indispensavel as
fibras, pois Esau (1965) afirma que as fibras extra-xileméticas podem ou ndo serem lignificadas. Estas
células foram reconhecidas como fibras pelo espessamento secundério da parede, pelo formato
fusiforme alongado e pela baixa quantidade de pontuagdes. Kuriachen et al. (1990) encontraram estas
células no pericarpo de Tylophora dalzellii Hook. f. e as denominaram fibras celuldsicas.
Posteriormente foram encontradas estas células no pericarpo de outras espécies de Asclepiadoideae
(Kuriachen et al. 1991; Kuriachen et al. 1992), em Periplocoideae (Dave & Kuriachen 1991) e até em
espécies de Apocynoideae (Thomas & Dave 1994; Gomes 2008; Aguiar et al. 2009). A presenca de

fibras ndo lignificadas € um fendmeno raro nos vegetais e acredita-se que a presenca destas células no
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mesocarpo de espécies das subfamilias Asclepiadoideae, Periplocoideae e Secamonoideae seja um
cardter que ressalta a proximidade filogenética destas subfamilias e corrobore com a atual circunscri¢do
de Apocynaceae. Além disto, o formato destas células foi um cardter importante neste trabalho para a
identificacdo das espécies, visto que somente em O. glaziovii as fibras s@o achatadas, sendo que nas
demais espécies as fibras sao arredondadas. A hidrofilia apresentada pela parede faz com que esta célula
tenha capacidade e facilidade de perder dgua rapidamente, auxiliando o mecanismo higroscépico-
xerocastico de deiscéncia do fruto. Em dias quentes estas células perdem dgua e a parede retrai
contribuindo para a contracao do pericarpo e conseqiiente ruptura na linha de deiscéncia.

Laticiferos sao células (ou fileiras de células) espalhadas por todo o corpo da planta, contendo
um fluido chamado latex (Esau 1965; Evert 2006) que possui uma composi¢ao quimica muito variada
(Fahn 1979). Sua funcdo € de proteger a planta contra herbivoria, microorganismos e também selar
ferimentos (Fahn 1979, 1990; Farrell ef al. 1991; Hunter 1994; Dussourd & Denno 1991). Nos trabalhos
de Mahran et al. (1967), Castro (1986), Kuriachen & Dave (1989), Kuriachen et al. (1990), Dave &
Kuriachen (1991), Kuriachen et al. (1991) e Kuriachen et al. (1992) os laticiferos dos frutos sao
descritos como nao-articulados. Demarco et al. (2006) afirmam que somente através de estudos
ontogenéticos pode-se classificar os laticiferos como articulados ou ndo articulados. Desta forma, como
nao foram realizados estudos detalhados de desenvolvimento dos frutos, optou-se por no classificar os
laticiferos das espécies estudadas.

Outra caracteristica comum no pericarpo das espécies estudadas € a presenca de endocarpo
lignificado. Segundo (Potgieter & Albert 2001) a presenca de endocarpo lignificado seria uma
caracteristica primitiva em Apocynaceae. Além disto, a estrutura do endocarpo das espécies aqui
estudadas revelou ser semelhante as demais espécies ja estudadas na subfamilia (Castro 1986;
Kuriachen et al. 1990; Kuriachen et al. 1991; Kuriachen et al. 1992). A maioria dos trabalhos de frutos
em Asclepiadoideae cita a presenca de fibras no endocarpo mas neste trabalho as células do endocarpo
foram classificadas como esclerdcitos, com base na quantidade de pontuacdes, no formato varidvel e na
auséncia de paredes terminais afiladas. Este termo ja havia sido utilizado por Castro (1986) para
caracterizar o endocarpo de Araujia hortorum E. Fourn., espécie pertencente a mesma subfamilia.

Os frutos de B. bicuspidatum, O. appendiculatum, O. balansae e O. glaziovi possuem deiscéncia
do tipo higroscépico xerocdstica, visto que o pericarpo dos frutos seca a medida que amadurece. Varios
fatores auxiliam na abertura dos frutos, como a presenca de uma linha de deiscéncia, formada por
células de paredes delgadas, a ocorréncia das fibras ndo lignificadas e aerénquima no mesocarpo, e a
presenca de endocarpo lignificado. De acordo com Fahn & Zohary (1955), as fibras s@o células que
apresentam grande capacidade de absorcdo e perda de dgua (inchago e encolhimento), criando uma
tensdao higroscopica muito importante na abertura dos frutos. Desta forma acredita-se que as fibras do
mesocarpo das espécies aqui estudadas sejam muito importantes para a abertura dos foliculos,
corroborando com as observacdes de Thomas & Dave (1994) e de Aguiar et al. (2009), que ja haviam

sugerido esta mesma funcdo para as fibras encontradas nos frutos das espécies estudadas por eles. As
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células lignificadas e de paredes altamente espessadas, presentes no endocarpo, também criam uma
tensdo higroscopica no fruto, contribuindo para o mecanismo de abertura, assim como o aerénquima,
que comprime os frutos na maturidade e esta forca de compressao auxilia no processo de deiscéncia.

A partir dos dados obtidos foi possivel elaborar uma chave de identifica¢do (abaixo) para as

espécies estudadas no presente trabalho baseada somente em caracteres anatdmicos dos frutos.

Chave para a identificacio das espécies estudadas neste trabalho baseada em caracteres anatémicos dos frutos

1. CUtiCUla COM ESIIIAGOES. ....vevvevrrrereerierirtesieesteteetesesteeesessessesessesseseesessessesessessesessessessesense sesessessenseses B. bicuspidatum E. Fourn.

17, CUtiCULA SEIM SLIIAGOES . .« e et ettt et ettt ettt e et et et et et et et et e et e e et et et et ettt e ettt et et et aae 2

2. Fibras do mesocarpo achatadas............cecveverveieerieieenienieeneseeseeseeee e O. glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquete

2’. Fibras do mesocarpo arr€dOndadas. ..........coceuivuirieiiuinieieisiee ettt sttt st a ettt ettt b ettt b ettt saen eeaea 3

3. Epicarpo com tricomas de CODETLUIA. .........ceruirieiriiriinieirieiete ettt e O. appendiculatum Mart.

3’. Epicarpo sem tricomas de CODETTUIA ...........veueeriereirieiiniieieirteieresee ettt O. balansae Malme
Conclusoes

Os frutos da subfamilia Asclepiadoideae possuem pericarpo muito similar e caracteristico,
constituidos por epicarpo sensu stricto unisseriado, fibras ndo lignificadas, aerénquima, laticiferos de
parede pecto-celuldsica levemente espessada, endocarpo unisseriado lignificado e linha de deiscéncia
formada por células de parede delgada. Acredita-se que a presenca de fibras nao lignificadas no
mesocarpo de espécies da subfamilia Asclepiadoideae seja um cardter importante que ressalta a
proximidade filogenética desta subfamilia com Apocynoideae e corrobora com a atual circunscricao de
Apocynaceae. Além disto, este trabalho demonstrou a importancia da utilizacdo de caracteres
anatomicos de frutos na distin¢c@o das espécies e na aquisicao de dados que possam ser utilizados em

futuras andlises filogenéticas e taxondmicas para a subfamilia.
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Capitulo 5

Anatomia e histoquimica em sementes de Apocynaceae'

Shesterson Aguiar’, Sandra Maria Carmello-Guereiro™, Angelo Luiz Cortelazzo’ e Luiza Sumiko Kinoshita®

Resumo: O presente trabalho teve por objetivo descrever a anatomia e caracterizar os tipos de substincias de reserva
presentes em sementes maduras de espécies de Apocynaceae, visando contribuir para o conhecimento da familia. As
espécies contempladas neste trabalho foram: Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia arborea (Vell.) Miers, Mandevilla
pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry e Tabernaemontana arborea Rose, que possuem ala, pelos ao redor de toda semente, coma
e arilo como, respectivos, apéndices. Seccdes transversais de sementes fixadas em FAA foram submetidas a anélise
estrutural e histoquimica. Mesmo possuindo morfologia variada estas sementes apresentam diversas caracteristicas comuns,
como envoltério tnico repleto de compostos fendlicos, endosperma e cotilédones dorsiventrais. Como a camada mecanica
localiza-se na exotesta, todas as sementes sao exotestais, sendo que somente M. arborea possui a exotesta multisseriada. As
principais substincias de reserva encontradas foram proteinas e carboidratos. As protefnas, a exce¢do de M. arborea,
ocorrem na forma de corpos protéicos; ja os carboidratos, apresentaram-se na forma de polissacarideos de parede celular,
novamente com excecdo para M. arborea que os reserva na forma de grdos de amido. Finalmente, a tinica espécie com
reserva lipidica significativa foi T. arborea, na forma de pequenas gotas presentes no endosperma.

Palavras - chave: Allamanda blanchetii, Malouetia arborea, Mandevilla pohliana e Tabernaemontana arborea

Introducao

Cerca de 70% de todo o alimento consumido pelo homem provém de sementes, pois além do
consumo direto na dieta, elas também sdo utilizadas na producao de 6leos industriais e bebidas (Harris et
al. 1993). A semente representa o 6vulo fertilizado e desenvolvido (Bell 1991; Souza 2006),
funcionando como a unidade reprodutiva das espermatéfitas (Johri 1984). O sucesso no
estabelecimento de uma nova planta € determinado pelas caracteristicas anatdomicas, fisiolégicas e
bioquimicas da semente (Carvalho & Nakagawa 1983; Bewley & Black 1994).

Aidentificag¢do de sementes por meio de caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas € importante
na sistematica e taxonomia (Esau 1965), no entendimento da fisiologia, em paleobotanica, arqueologia,
fitopatologia, em andlises na agricultura e horticultura, bem como no estudo de comunidades vegetais
(Silva & Paoli 2000). Esta grande diversidade de caracteristicas morfolégicas e anatomicas tem atraido
a aten¢do de muitos pesquisadores (Nikolaeva 2004). Mesmo assim sdo poucos os trabalhos, como os de
Pearson (1948), Khan (1970), Corner (1976), Aguiar (2003) e Souza et al. (2004), que tratam da
anatomia de sementes em Apocynaceae. Segundo Potgieter & Albert (2001) faltam estudos de
caracteristicas dos propagulos na familia como um todo. Além disto, a maioria dos estudos sobre a
composicio quimica das sementes sdo realizados em espécies cultivadas, pois elas sdo utilizadas para

nossa alimenta¢do e também como matéria-prima em industrias (Bewley & Black 1994), sendo raros os
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trabalhos com espécies selvagens.

Apocynaceae € uma das maiores e mais representativas familias de Angiospermas, contendo em
seus limites atuais cerca de 400 — 480 géneros e 4.300 — 4.800 espécies com distribui¢do pantropical e
em climas temperados (Albers & Meve 2001; Potgieter & Albert 2001; APG 2003), incluindo espécies
de diversos habitos, como arvores, arbustos, subarbustos, lianas e ervas (Judd et al. 2002; Kinoshita
2005; Simpson 2007). Dentro da familia as sementes possuem uma diversidade morfoldgica, podendo
se apresentar nuas, como as de Hancornia speciosa Gomes (Simdes & Kinoshita 2002), ariladas, como
as de Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar 2003), aladas, como as de Aspidosperma spp.
(Marcondes-Ferreira 2005) ou comosas, como as presentes em todas as espécies de Apocynoideae,
Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (Endress & Bruyns 2000).

Tendo em vista a escassez de estudos e a diversidade morfolégica das sementes dos
representantes da familia, o objetivo deste trabalho foi descrever a anatomia e caracterizar os tipos de
substancias de reserva presente em sementes maduras de Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia
arborea (Vell.) Miers, Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry e Tabernaemontana arborea Rose,
como uma contribui¢io ao conhecimento de Apocynaceae. Estas espécies foram escolhidas por serem
representantes da flora brasileira, apresentarem morfologia variada e possuirem diferentes tipos de

apéndices: ala, pelos ao redor de toda semente, coma e arilo, respectivamente.

Materiais e métodos

Material Botanico

O material botanico utilizado para este trabalho constou de sementes maduras de 4 espécies da
familia Apocynaceae: Allamanda blanchetii A. DC. (Fig. A), Malouetia arborea (Vell.) Miers (Fig. D e
E), Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry (Fig. C) e Tabernaemontana arborea Rose (Fig. B).

As coletas foram realizadas em dreas de Mata Atlantica (Cananéia — Fazenda Folha Larga),
fragmentos de Cerrado (Campinas — Fazenda Santa Eliza —IAC), no Campus da Universidade Estadual
de Campinas e de individuos ornamentais cultivados no CEAS A de Campinas, SP.

As espécies foram identificadas pela Prof'. Dr'. Luiza Sumiko Kinoshita (especialista na

familia) e os materiais testemunha herborizados e incorporados ao Herbério UEC (Tabela 1).

Tabela 1 —Dados referentes ao material testemunha das espécies estudadas

Espécie Localidade Nome e n® do coletor Data da coleta Registro UEC

A. blanchetii ~ Campinas (SP) S. M. Gomes 487 28/X1/2002 142021
“Unicamp”

M. arborea Cananéia (SP) C. Urbanetz 221 20/X1/2003 133528
“Fazenda Folha Larga”

M. pohliana ~ Campinas (SP) S. Aguiar 18 18/111/2007 144567
“Ceasa — individuo cultivado”

T. arborea Campinas (SP) S. M. Gomes 568 28/11/2003 142140

“Fazenda S® Eliza”
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Metodologia
As sementes coletadas foram fixadas em FAA (Johansen 1940) e conservadas em dlcool etilico

70%. Posteriormente estas sementes foram incluidas em resina plastica (Gerrits & Smid 1983),
seccionadas em micrétomo rotativo e as sec¢des, de 10 um aproximadamente, foram coradas com azul
de toluidina (O' Brien et al. 1964), para andlise estrutural, ou submetidas aos testes histoquimicos
listados na tabela 2. Algumas sec¢Oes foram submetidas a luz polarizada a fim de evidenciar

constituintes celulares birrefringentes, como cristais, amido e celulose (Evert 2006).

Tabela 2 — Testes histoquimicos utilizados na caracterizacéo do tipo de substancia de reserva presente nas sementes

Grupo de Compostos Testes histoquimicos (Referéncia Bibliogréfica)
Lipidios Lipidios totais Preto de Suddo B “Sudan Black B” (Pearse 1985) CI. 26150
Lipidios totais Suddo IV (Pearse 1985) CI. 26105
Lipidios dcidos e neutros Sulfato azul do Nilo (Cain 1947) CI. 51180
Acidos graxos Acetato de cobre/acido Rubeanico (Ganter & Jollés 1969)
Carboidratos Amido Reagente de Lugol (Johansen 1940)
Mucilagem Acido tanico/cloreto férrico (Pizzolato 1977)
Mucilagens 4cidas Vermelho de ruténio (Gregory & Baas 1989)
Polissacarideos totais Reacgdo PAS (Jensen 1962) CI. 42500
Proteinas Proteinas totais Preto de amido B “Aniline Blue Black” (Fisher 1968) CI. 20470
Proteinas totais Xylidine Ponceau (Cortelazzo & Vidal 1991) CI. 16150
Compostos fendlicos ~ Compostos fendlicos totais Cloreto férrico (Johansen 1940)

As ilustracdes consistiram de esquemas, fotografias e fotomicrografias. Os esquemas das
sementes foram obtidos em camara clara acoplada a estereomicroscopio. As fotomicrografias foram
realizadas em microscopio Olympus BX 51 utilizando-se filme Kodak ProImage ASA 100, cujo
negativo foi posteriormente escaneado para a producao de imagens digitais de alta resolucdo. As escalas
das ilustracdes foram calculadas através de lamina micrométrica fotografada nas mesmas condigdes
Opticas das demais ilustracdes. As ilustracdes foram utilizadas na confec¢do das pranchas, montadas no

programa CorelDraw X3.

Resultados
Abaixo segue a descri¢do anatdmica de cada uma das sementes estudadas neste trabalho e dos

principais resultados obtidos nos testes histoquimicos, que estdo sumarizados na tabela 3.

Allamanda blanchetii A.DC.
A semente madura € constituida por um envoltério (testa), endosperma e embrido (Fig. 1 e 4). A
testa ¢ formada pela exotesta unisseriada, constituida de células de paredes anticlinais e periclinal

interna delgadas e periclinal externa espessas (Fig. 4), repletas de compostos fendlicos (Fig. 3). Além
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Figuras A — E. Sementes maduras. A. Allamanda blanchetii A. DC. B. Tabernaemontana arborea Rose (seta = arilo). C. Mandevilla
pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry. D e E. Malouetia arborea (Vell.) Miers.

desta camada, a testa também possui vérias camadas de células colapsadas (Fig. 4), pertencentes a
mesotesta e endotesta, cujas paredes também possuem compostos fendlicos evidenciados pelo cloreto
férrico (Fig. 3) e corados em verde intenso pelo azul de toluidina (Fig. 4). Em algumas regides
observam-se sali€ncias na testa, resultantes do alongamento de células da exotesta (Fig. 4) ou de células
da exotesta acrescidas de células da mesotesta. O prolongamento da testa da semente forma a ala (Fig.
1), que é constituida pela exotesta e por diversas camadas de células colapsadas da mesotesta (Fig. 2).

O endosperma (Fig. 4) possui células de paredes espessas, niicleos pouco evidentes e citoplasma
com numerosos granulos de reserva. As paredes das células sao ricas em polissacarideos de reserva, pois
tiveram resultado positivo para reagdo PAS (Fig. 5). J4 os granulos de reserva, que preenchem todo o
citoplasma das células, sdo corpos protéicos, pois tiveram resultado positivo somente para os testes com
aniline blue black (Fig. 6) e xylidine ponceau (Fig. 7).

Os cotilédones sdo revestidos pela epiderme que € constituida por células de paredes delgadas,
nucleos evidentes (Fig. 4 e 8) e citoplasma repleto de granulos de reserva, maiores na face adaxial do que
na abaxial (Fig. 4). A epiderme envolve o mesofilo que é constituido por 10 a 12 camadas de células
parenquimadticas entre as quais estdo dispersos feixes vasculares e laticiferos (Fig. 4 e 8). Junto a
epiderme da face adaxial observa-se uma camada de células parenquimaticas colunares, diferente das

demais camadas que possuem formato variado (Fig. 4 e 8), caracterizando o mesofilo como
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Figuras 1-9. Semente madura de Allamanda blanchetii A. DC. 1. Esquema da secgdo transversal da semente. 2 - 9. Sec¢odes transversais.
2,4 e 8. Teste com azul de toluidina. 3. Teste com cloreto férrico. 5. Reagdo PAS. 6 e 9. Teste com aniline blue black. 7. Teste com Xylidine
ponceau. 2. Ala da semente. 3. Detalhe da testa com compostos fendlicos. 4. Vista geral da testa, do endosperma e de um cotilédone (seta =
feixe vascular). 5. Detalhe das células do endosperma, evidenciando as paredes espessadas com polissacarideos (seta). 6 e 7. Corpos
protéicos das células do endosperma. 8. Detalhe do cotilédone (seta branca = laticifero; seta preta = feixe vascular). 9. Cotilédone repleto
de corpos protéicos corados em azul escuro. Ab = face abaxial; Ad = face adaxial; Al = ala; Co = cotilédone; Ed = endosperma; Ex =
exotesta; Mt =mesotesta; Sl=saliéncia; Te =testa
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dorsiventral. A parede das células parenquimadticas é delgada e rica em substincias pécticas,
apresentando forte metacromasia apds a coloracdo com azul de toludina e o citoplasma € repleto de
granulos de reserva (Fig. 8). Os feixes vasculares sdo pouco diferenciados e estdo distribuidos na regido
mediana do cotilédone (Fig. 4 e 8); j4 os laticiferos sdo diferenciados e se distribuem por todo mesofilo,
sendo distinguidos das células parenquimaticas pelo formato cilindrico, pelas paredes celulares
espessas, pelo contetdo citoplasmatico de aspecto mais denso e por serem pouco calibrosos (Fig. 8). Os
granulos de reserva das células epidérmicas e parenquimdticas do embrido, da mesma forma que os
encontrados no endosperma, sdo corpos protéicos, pois tiveram resultado positivo somente para os

testes com aniline blue black (Fig. 9) e xylidine ponceau.

Malouetia arborea (Vell.) Miers

A semente madura € totalmente envolvida por tricomas lignificados (p€los) originados a partir
do prolongamento das células da testa (Fig. 10) que também apresenta varias camadas de esclerdcitos
lignificados (Fig. 10), repletos de pontuagdes (Fig. 13) e compostos fendlicos, fortemente corados em
verde pelo AT (Fig. 13) e com reagdo positiva para o cloreto férrico (Fig. 17). Os tricomas lignificados e
os esclerdcitos formam a exotesta. LLogo abaixo, observa-se a mesotesta (Fig. 10), constituida por varias
camadas de células parenquimadticas de paredes delgadas, ricas em pectinas, com nucleos e nucléolos
evidentes (Fig. 12), entre as quais estao dispersos diversos idioblastos cristaliferos (Fig. 12). Aendotesta
e uma parte da mesotesta sdo formadas por células colapsadas (Fig. 10).

O endosperma possui células de parede delgada (Fig. 10) e citoplasma de aspecto pouco denso,
cujareserva ocorre somente na forma de pequenos graos de amido (Fig. 15), pois os testes para proteinas
tiveram resultado negativo (Fig. 14). As células do endosperma que estdo em contato direto com a testa
sdorevestidas por camada lipidica levemente espessa, revelada em teste com Sudan black B (Fig. 16).

Os cotilédones possuem mesofilo constituido por células parenquimaticas, feixes vasculares,
laticiferos e idioblastos cristaliferos (Fig. 11), envolto pela epiderme. As células da epiderme possuem
parede delgada, citoplasma de aspecto denso com graos de amido e proteinas de reserva e nucleo visivel.
O mesofilo é dorsiventral, pois se observa uma leve diferenciacio no formato das células
parenquimadticas que o constituem: as que estdo em contato direto com a epiderme da face adaxial
possuem formato levemente colunar (Fig. 11); ja nas demais camadas o formato das células € variado
(Fig. 11 e 18). As células parenquimaticas possuem paredes delgadas, nicleo proeminente (Fig. 18) e
citoplasma com proteinas de reserva (Fig. 19), ndo organizadas em corpos protéicos, além de pequenos

graos de amido.

Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry
A semente comosa de M. pohliana é envolvida pela testa, constituida por uma exotesta de células
com paredes anticlinais levemente espessadas e contetdo fendlico (Fig. 20, 21 e 22), e por vdrias

camadas de células colapsadas e impregnadas de contetudo fendlico coradas em verde intenso pelo azul
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Figuras 10-19. Seccoes transversais da semente madura de Malouetia arborea (Vell.) Miers. 10— 13 e 18. Teste com azul de toluidina. 14
e 19. Teste com Aniline blue black. 15. Rea¢ido com reagente de lugol. 16. Teste com Sudan Black B. 17. Teste com cloreto férrico. 10. Vista
geral da testa e do endosperma (seta = tricoma). 11. Cotilédone (seta branca = drusa; seta preta = feixe vascular). 12. Detalhe da exotesta e
da mesotesta (setas = cristais prismaticos). 13. Detalhe dos esclerécitos da exotesta (seta branca = pontuagdo simples; seta preta =
compostos fendlicos). 14. Testa e endosperma. 15. Grao de amido, corados em preto, nas células do endosperma. 16. Camada lipidica
(seta) nas células do endosperma. 17. Detalhe dos esclerdcitos da exotesta evidenciando compostos fenélicos na parede. 18. Feixe vascular
(seta preta), idioblastos cristaliferos com drusas (seta branca) e células parenquimadticas do cotilédone. 19. Proteinas de reserva, coradas
em azul, no citoplasma das células do cotilédone. Ab =face abaxial; Ad = face adaxial; Ed = endosperma; Ex = exotesta; Mt = mesotesta; Te
=testa
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de toluidina (Fig. 21), pertencentes a mesotesta e endotesta, entre as quais estdo dispersos idioblastos
com cristais prisméticos (Fig. 21).

As células do endosperma possuem parede espessa (Fig. 20 e 21) e rica em polissacarideos de
reserva, evidenciados pela reacdo PAS (Fig. 23). O citoplasma das células € granuloso e o ntcleo
evidente (Fig. 20 e 21). Os granulos de reserva do citoplasma sdo corpos protéicos, pois tiveram
resultado positivo somente para os testes com xylidine ponceau (Fig. 24) e aniline blue black (Fig. 25).

Os cotilédones do embrido sdo constituidos por uma epiderme unisseriada, que reveste o
mesofilo (fig. 20 e 26). As células epidérmicas, de paredes delgadas e citoplasma repleto de corpos
protéicos (Fig. 27 e 28), sdo maiores na face adaxial do que na abaxial (Fig. 20 e 26). O mesofilo é
constituido por células parenquimadticas, feixes vasculares e laticiferos (Fig. 20 e 26). As células
parenquimaticas, de paredes delgadas e citoplasma repleto de corpos protéicos (Fig. 27 e 28), possuem
formato levemente colunar, quando localizadas junto a epiderme da face adaxial, ou variado, no restante
do mesofilo (Fig. 20 e 26). Os feixes vasculares sdo pouco diferenciados e estdo distribuidos na regido
mediana do mesofilo (Fig. 20 e 26); ja os laticiferos possuem formato cilindrico e contetido de aspecto

denso (Fig. 20 e 26), sendo facilmente reconhecidos.

Tabernaemontana arborea Rose

A semente madura € envolvida, quase que totalmente, pelo arilo, constituido de células
parenquimaticas de paredes delgadas e conteudo de aspecto pouco denso e por feixes vasculares (Fig.
33). O tipo de substancia de reserva presente em algumas células é o amido, evidenciado pelo reagente
de Lugol (Fig. 34).

Logo abaixo do arilo observa-se o envoltorio (testa) que € constituido exclusivamente pela
exotesta (Fig. 30 e 31), que se apresenta repleta de saliéncias e reentrancias (Fig. 29). A exotesta é
formada por uma camada de esclerdcitos de paredes lignificadas (Fig. 30 e 31) e conteudo fendlico (Fig.
32). Na regido das reentrincias, os esclerdcitos possuem somente as paredes anticlinais basais
espessadas (Fig. 31); ja na regido das saliéncias os esclerdcitos da exotesta possuem tanto as paredes
anticlinais basais, como as periclinais externas espessadas (Fig. 30), deixando um lume pouco
desenvolvido, mas repleto de compostos fendlicos (Fig. 32). As células da mesotesta e da endotesta sdo
totalmente consumidas durante o desenvolvimento da semente, estando ausentes na semente madura.

O endosperma € ruminado (Fig. 29) e constituido por células de parede espessa (Fig. 35) e
citoplasma repleto de granulos de reserva. Através dos testes histoquimicos, pode-se constatar que os
granulos de reserva, presentes no citoplasma, sdo corpos protéicos (Fig. 37) e que a parede espessa
possui polissacarideos de reserva (Fig. 35). Além dos corpos protéicos também foram detectadas,
através do teste com Sudan Black B (Fig. 36), pequenas gotas de lipidios ao redor dos corpos protéicos.

Os cotilédones possuem um mesofilo, constituido por células parenquimdticas, feixes
vasculares e laticiferos, envolto pela epiderme, que possui células de parede delgada (Fig. 38) e

citoplasma repleto de granulos de reserva. O mesofilo é dorsiventral, pois se observa uma leve
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Figuras 20-28. Seccgoes transversais da semente madura de Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry. 20, 21 e 26. Teste com azul de
toluidina. 22. Teste com cloreto férrico. 23. Reagdo PAS. 24 e 27. Teste com xylidine ponceau. 25 e 28. Teste com aniline blue black. 20.
Vista geral da testa, do endosperma e do cotilédone (seta branca = laticifero; seta preta = feixe vascular). 21. Testa com cristais prismdaticos
(seta) e endosperma. 22. Compostos fendlicos nas células da testa. 23. Detalhe das células do endosperma com resultado positivo para
polissacarideos totais nas paredes espessadas (seta). 24. Testa e endosperma. Notar corpos protéicos corados em vermelho no endosperma.
25. Corpos protéicos, corados em azul escuro, nas células do endosperma. 26. Cotilédone (seta branca = laticifero; seta preta = feixe
vascular). 27. Corpos protéicos, corados em vermelho, das células do cotilédone. 28. Corpos protéicos, corados em azul escuro, das células
do cotilédone. Ab = face abaxial; Cf = compostos fendlicos; Co = cotilédone; Ed = endosperma; Ex = exotesta; Te = testa
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Figuras 29 — 40. Semente madura de Tabernaemontana arborea Rose. 29. Esquema da sec¢@o transversal da semente. 30 — 40. Secgdes
transversais. 30, 31, 33 e 38. Teste com azul de toluidina. 32. Teste com cloreto férrico. 34. Reacéio com reagente de lugol. 35. Reacdo PAS.
36. Teste com Sudan black B. 37 e 39. Teste com aniline blue black. 40. Teste com xylidine ponceau. 30. Exotesta lignificada e repleta de
compostos fendlicos da regido das saliéncias. 31. Exotesta localizada na regido das reentrancias. Notar lignificacdo somente nas paredes
basais. 32. Compostos fendlicos na exotesta. 33. Feixe vascular e células parenquiméticas do arilo. 34. Graos de amido, corados em preto,
presente nas células do arilo. 35. Detalhe das células do endosperma, evidenciando as paredes espessadas com polissacarideos. 36. Corpos
lipidicos, corados em preto, no endosperma. 37. Corpos protéicos, corados em azul escuro, nas células do endosperma. 38. Cotilédone. 39.
Corpos protéicos, corados em azul escuro, nas células do cotilédone. 40. Corpos protéicos, corados em vermelho, nas células do
endosperma. Ab = face abaxial; Cf = compostos fenélicos; Ed = endosperma; Te = testa
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diferenciagcdo no formato das células parenquimaticas que o constitui: as duas camadas que estdo em
contato direto com a epiderme da face adaxial possuem formato levemente colunar; ja as demais
camadas possuem formato variado (Fig. 38). As substincias de reserva das células epidérmicas e
parenquimaticas sdo corpos protéicos, evidenciados pelos testes com aniline blue black (Fig. 39) e

xylidine ponceau (Fig. 40).

Tabela 2 — Resultados dos tratamentos aplicados em sementes maduras de Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia arborea
(Vell.) Miers, Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry e Tabernaemontana arborea Rose.

+=reacdo positiva; - =reacdo negativa; Ar =arilo; Co = cotilédone; Ed = endosperma

Grupo de Compostos B Allamanda blanchetii Malouetia arborea Mandevilla pohliana Tabernaemontana arborea
Ed Co Ed Co Ed Co Ed Co Ar
Lipidios totais Sudan black B - - - - - - +
Sudan IV - -
Lipidios dcidos e Nile Blue - -
neutros
Acidos graxos Acetato de cobre/Acido - -
rubidnico
Amido Reagente de Lugol - - + + - - - - +
Mucilagem Acido tanico/Cloreto - - - - - - -
férrico
Pectina Vermelho de ruténio - - - - - - -
Polissacarideos Totais Reacido PAS + - + + + - + - +
(parede) (amido) (amido) (parede) (parede) (amido)
Aniline blue black + + - + + + + +
Protefnas totais
Xylidine Ponceau + + - + + + + +
Discussao

Desenvolvimento da semente

Sementes maduras de A. blanchetii, M. arborea, M. pohliana e T. arborea sao revestidas por um
envoltdrio tnico, denominado testa, cuja camada mecénica ocorre na exotesta. Quando a camada de
células protetora e lignificada se localiza na epiderme da testa, a semente ¢ chamada de exotestal
(Corner 1976; Souza 2006). Desta forma, todas estas sementes, aqui estudadas, sdo exotestais, da
mesma maneira que outras espécies estudadas na familia, como Catharanthus pusillus (Murr.) G. Don
(Khan 1970), Holarrhena antidysenterica Wall. (Latoo 1974), Prestonia riedelii (Miill. Arg.) Markgr. e
Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Aguiar 2003), Asclepias curassavica L. (Souza et al. 2004) e
todas as espécies da familia Apocynaceae descritas por Corner (1976). Além disto, o nimero de
camadas da exotesta revelou ser um cardter potencialmente distintivo, pois somente M. arborea possui
exotesta multisseriada.

O tipo celular presente na exotesta de M. arborea e T. arborea € o esclerdcito. Segundo Werker
(1997), esclerdcitos sao muito comuns nos tegumentos, variando em relacao a espessura da parede e
quanto ao nimero de camadas nas quais estdo dispostos. No caso de P. riedelii, o espessamento € do tipo

escalariforme-reticulado e restrito as paredes basais (Aguiar 2003), diferente de M. arborea que possui
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espessamento homogéneo de parede. O padrdo de espessamento dos esclerdcitos de T. arborea revelou
ser muito semelhante ao encontrado em 7. catharinensis (Aguiar 2003), sugerindo ser uma
caracteristica conservada no género.

Compostos fendlicos foram detectados na testa de todas as espécies estudadas através do teste
com cloreto férrico (Johansen 1940). Segundo Swain (1979), os compostos fendlicos sdo encontrados
em todas as plantas vasculares atuando na defesa das plantas contra herbivoros. Werker (1977) reforcou
esta afirmativa e indicou que os compostos fendlicos nas sementes aparentemente atuam na prote¢ao
contra herbivoros, fungos e bactérias tendo ainda possivel efeito contra virus. Também ajudam os
tegumentos a se tornarem mais rigidos e impermeaveis, funcionam como inibidores da germinagdo
(Mayer & Poljakoff-Maber, 1975), conferem a coloragdo amarronzada de muitas sementes (Werker
1979) e também servem para a protecao contra luz (Boesewinkel & Bouman 1984). Outras espécies da
familia, como Holarrhena antydisenterica Wall (Latoo 1974) e T. catharinensis (Aguiar 2003) também
possuem estas substancias na testa de suas sementes.

Outras estruturas presentes no tegumento de M. arborea e M. pohliana sdo os cristais
prismaticos. Cristais t€ém sido freqiientemente encontrados no tegumento de muitas sementes, cuja
funcdo tem sido atribuida a protec@o contra invasao de microorganismos, estoque de cdlcio e sintese de
proteinas de reserva (Webb & Arnott 1982; Ilarslan et al. 1997) e foram encontrados em outros membros
da familia, como Asclepias curassavica (Souza et al. 2004). Além dos cristais na testa, também foram
encontrados cristais do tipo drusa no cotilédone de M. arborea.

Ruminagdo no tegumento pode ou ndo envolver ruminacao no endosperma (Werker 1997). No
caso de T. arborea, a Unica espécie a apresentar endosperma ruminado, a exotesta ¢ uma das
responsaveis pela ruminagcdo do endosperma, visto que possui sali€ncias e reentrancias cujas células
apresentam diferentes graus de desenvolvimento e espessamento de parede. Este fato ja havia sido
descrito por Periasamy (1963) para sementes de Voacanga grandifolia Rolfe, Ervatamia heyneana
Cooke e Tabernaemontana sp. que, da mesma forma que 7. arborea, possuem endosperma ruminado.
Segundo o autor, o endosperma de Tabernaemontana sp. sé se torna ruminado por crescer
acompanhando as ondulagdes da exotesta e comprimir as células da mesotesta. Os dados encontrados
neste trabalho corroboram com as observacgdes de Periasamy (1963) e enfatizam a participacio da testa
no processo de ruminacao do endospermade 7. arborea.

O endosperma funciona como um tecido intermedidrio, pois absorve nutrientes de outros
tecidos, como envoltério e nucelo, e os acumula no interior de suas células (Werker 1997) com a fungdo
de repassar esta reserva para o embrido. Apesar de todas as espécies serem albuminosas, somente em M.
arborea foi observada uma camada lipidica, revelada em teste com Sudan Black B, revestindo as células
do endosperma em contato com a testa da semente. A presenca desta camada no endosperma ¢ um
fendmeno raro nunca retratado para Apocynaceae, sendo observado em espécies de outras familias
como Sapium sebiferum Roxb. (Euphorbiaceae), Sterculia foetida L. (Sterculiaceae) e em Datura

stramonium L. (Solanaceae) (Vaughan 1970; Maldonado & Lott 1991), onde esta camada lipidica foi
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denominada cuticula. Neste trabalho adotou-se o termo camada lipidica, pois o termo cuticula tem sido
sempre empregado para células epidérmicas e, com exce¢do dos trabalhos mencionados acima, ndo é
referido em outros tecidos do vegetal. Como se trata de uma estrutura raramente encontrada nas

sementes, sua fun¢ao permanece desconhecida.

Substiancias de reserva

Os principais materiais de reserva em sementes maduras sao proteinas, usualmente na forma de
corpos protéicos, substancias lipofilicas como corpos lipidicos (oleossomos, esferossomos), e
carboidratos na forma de granulos, usualmente de amido, ou como constituinte de paredes celulares
espessadas (Werker 1997). As substancias de reserva sao mobilizadas durante o desenvolvimento da
semente e seus produtos sdo usados para varios propdsitos, como geracao de energia e producdo de
compostos organicos (proteinas, carboidratos, lipidios, 4cidos nucléicos) para construcdo de células e
tecidos (Mayer & Poljakoff-Mayber 1975).

Todas as espécies estudadas armazenam substancias de reserva no endosperma e no embrido.
Segundo Werker (1997), os materiais de reserva podem ser acumulados praticamente em todos os
tecidos da semente, temporariamente ou permanentemente, para posterior germinagdo. No caso de T.
arborea, além das reservas presentes no endosperma e embrido, também existem substincias de
reserva, no caso amido, no arilo que envolve boa parte das sementes.

Segundo Carvalho & Nakagawa (1983), dentre os componentes quimicos das sementes, as
proteinas se apresentam em menor propor¢ao que os carboidratos e lipidios, excec¢ao feita a soja. Nos
resultados obtidos neste trabalho, pode-se observar resultado diferente do sugerido pelos autores, pois
em todas as espécies estudadas, as principais substancias de reserva encontradas nos cotilédones e
endosperma, sdo as proteinas. Em sementes secas, as reservas protéicas aparecem de duas formas: como
discretos corpos protéicos ou graos de aleurona, envolvidos por uma membrana tnica; ou como uma
matriz amorfa dispersa no citoplasma (Werker 1997). Com excec¢do de M. arborea, as espécies
estudadas neste trabalho armazenam proteinas na forma de corpos protéicos, tanto nos cotilédones
quanto no endosperma. Estes dados corroboram com o trabalho de Aguiar (2003) que também observou
material de reserva de origem protéica, na matriz celular e em corpos protéicos, nos cotilédones e
endosperma de P. riedelii e T. catharinensis. A principal funcdo destas proteinas € a de fornecer
aminodcidos e nitrogénio para plantulas em desenvolvimento (Amaral et al. 2001) e também auxiliar no
processo de embebicao das sementes (Mayer & Poljakoff-Maber 1975). No caso de M. arborea foi
detectada reserva de proteinas somente nos cotilédones, mas ndo na forma de corpos protéicos, como
nas demais espécies, mas sim de forma dispersa na matriz celular.

Arilo é uma excrescéncia carnosa que se forma na superficie das sementes (Corner 1976; Kapil
et al. 1980) tendo importante papel na dispersdao das mesmas (Pijl 1969). Ele pode se originar de
diferentes partes das sementes (Werker 1997). Usualmente, os arilos possuem amido e dleos,

variavelmente localizados, mas também podem apresentar células mucilaginosas (Corner 1976). Os
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pigmentos podem ser localizados em cromoplastos (Raju 1956) ou vactolos (Werker 1997). Algumas
vezes, os pigmentos de 6leos funcionam também como reserva (Vaughan 1970; Corner 1976), estando
presentes em grandes gotas no interior da célula (Werker 1997). Apesar de T. arborea apresentar arilo de
cor laranja nenhuma gota de lipidio foi evidenciada nos tratamentos para substancias lipofilicas. O
Unico tipo de substancia de reserva encontrado no arilo foi o amido, corroborando com os resultados
obtidos por Aguiar (2003) que também observou esta substancia no arilo de 7. catharinensis.

A forma mais comum de reserva de carboidrato nas sementes € o amido (Werker 1997), seguido
por frutanos e polissacarideos de parede celular (Buckeridge et al. 2000). O amido € constituido de
diferentes propor¢des de amilose e amilopectina, ambos polimeros de glicose (Bewley & Black 1994).
Das espécies estudadas neste trabalho somente M. arborea armazena amido no endosperma e
cotilédone. Aguiar (2003) também observou presen¢a de amido na testa, endosperma e cotilédones de P.
riedelii e no endosperma e cotilédones de T. catharinensis. O amido é depositado em organelas
denominadas amiloplastos (Duffus 1992), cujos graos semicristalinos exibem birrefringéncia em forma
de cruz de malta (Banks & Muir 1980). Os graos de amido variam quanto a morfologia entre espécies,
com relagdo ao tamanho, forma, estrutura de anéis, localizacdo e forma do hilo, podendo algumas vezes
auxiliar na taxonomia (Werker 1997). A forma do grao é determinada pela quantidade de amilose, pois
quanto maior for a quantidade deste composto no grao mais arredondado ele serd (Bewley & Black
1994). Amaral et al. (2001) analisaram a presenca de amido nas células do endosperma de Bixa orellana
L. e verificaram a presenca de grdos pequenos e de forma eliptica nos primeiros estddios de
desenvolvimento, sendo que com o decorrer do tempo, estes graos tornaram-se maiores € mais
arredondados.

De acordo com Buckeridge et al. (2000), os polissacarideos de parede sdo classificados em trés
grupos: mananos (mananos puros, glucomananos e galactomananos), xiloglucanos e galactanos. Eles
podem estar presentes no endosperma, perisperma e cotilédones (Werker 1997). Dentre as espécies
estudadas, somente M. arborea possui endosperma com células de paredes delgadas; nas demais
espécies as células do endosperma possuem parede espessa, com acimulo de polissacarideos de
reserva. Desta forma, além dos corpos protéicos, a parede celular do endosperma destas espécies
também atua nareserva de substancias para a germinacgao.

A tnica espécie que possui reserva lipidica é 7. arborea, na forma de pequenas gotas localizadas
ao redor dos corpos protéicos. Reserva lipofilica aparece como gotas de dleos (esferossomos),
envolvidos por meia unidade de membrana e apresentando material eletron denso (Adams et al. 1983).
Aguiar (2003) também verificou presenca de corpos lipidicos nos cotilédones e endosperma de T.
catharinensis. Quando ocorre junto com corpos protéicos, os corpos lipidicos sdo localizados na

periferia da célula e dos corpos protéicos (Werker 1997), fato também observado em 7. arborea.



103

Conclusoes

As sementes estudadas neste trabalho sdo morfologicamente distintas e possuem diferentes
tipos de apéndices: ala, em A. blanchetii, pelos ao redor de toda a semente, em M. arborea, coma, em M.
pohliana e arilo, em T. arborea. Mesmo assim estas sementes apresentam diversas caracteristicas
comuns, como envoltério unico repleto de compostos fendlicos, endosperma e cotilédones
dorsiventrais. Como a camada mecanica localiza-se na exotesta, todas as sementes sdo exotestais, sendo
que somente M. arborea possui a exotesta multisseriada. As principais substancias de reserva encontradas
foram as proteinas e os carboidratos. As proteinas, a excecao de M. arborea, ocorrem na forma de corpos
protéicos; ja os carboidratos, apresentaram-se na forma de polissacarideos de parede celular, novamente
com excegdo para M. arborea que os reserva na forma de graos de amido. Finalmente, a inica espécie com

reserva lipidica significativa foi T. arborea, na forma de pequenas gotas presentes no endosperma.
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CONSIDERA COES FINAIS

Apesar de existirem diversos trabalhos com frutos e sementes em Apocynaceae, eles sao poucos
frente a riqueza e variedade apresentada pelos representantes da familia. Desta forma este trabalho
trouxe dados inéditos para 13 espécies da familia ocorrentes no Brasil, além de contribuir apara o
conhecimento da familia como um todo. O levantamento de caracteres anatomicos dos frutos e das
sementes, a descoberta dos tipos de reserva presentes nas sementes e a revisdo da classificacdo
morfolégica de alguns frutos foram os principais objetivos do presente trabalho, explorados nos cinco
capitulos.

Frutos de Aspidosperma sdo muitos semelhantes quanto a morfologia, sendo assim no primeiro
capitulo foram estudados frutos maduros de A. australe, A. olivaceum e A. pyrifolium e levantados
caracteres anatdmicos do pericarpo que puderam ser utilizados na distin¢ao das espécies. Um exemplo
de um cardter utilizado foram os tricomas de cobertura e endocarpo lignificado, encontrados somente
em A. australe. Outros caracteres levantados foram os laticiferos com bainha parenquimaética, presentes
somente em A. olivaceum, e os esclerdcitos arranjados em grupos de diversas células, presente somente
no mesocarpo de A. pyrifolium. Apesar de possuirem caracteristicas particulares, pode-se observar
também uma similaridade quanto as caracteristicas do pericarpo destas espécies quando comparadas
entre si e quando comparadas com outras espécies ja estudadas, como A. polyneuron Miill. Arg. (Souza
& Moscheta 1992) e A. parvifolium A. DC. (Gomes 2008).

No segundo capitulo também pdde se comprovar a importincia de estudos anatdmicos e
ontogenéticos nos fornecimento de dados uteis para distinguir espécies de Allamanda. Além do mais 0s
estudos ontogenéticos foram primordiais no fornecimento de subsidios para nova proposta de
classificacdo dos frutos. Os frutos, anteriormente descritos na literatura como cdpsulas loculicidas
(Barroso et al. 1999), sdo na realidade capsulas septicidas, pois as valvas sdo originadas, cada uma, de
um unico carpelo, e ndo de metades de carpelos adjacentes, como ocorre nas capsulas loculicidas. O
pericarpo de A. blanchetii e A. schotti, espécies estudadas neste capitulo, sdo muito similiares, pois
ambos possuem epicarpo com células de paredes espessas, estdmatos e cuticula delgada; no mesocarpo
observa-se hipoderme colenquimética, anel esclerenquimatico, aerénquima e feixes vasculares; e o
endocarpo € constituido por esclerdcitos alongados no sentido longitudinal do fruto. Estas
caracteristicas anatomias sao muito diferentes das encontradas na cdpsula de P. coalita (capitulo 3), que
pertence a uma subfamilia mais derivada dentro de Apocynaceae. A Uinica caracteristica distintiva entre
as espécies esta relacionada ao aerénquima, que € mais desenvolvido em A. blanchetii.

Trabalhos taxondmicos anteriores (Woodson 1936; Simodes & Kinoshita 2002; Rio & Kinoshita
2005) consideraram os frutos de Prestonia em geral como foliculos, mas Gomes (2008) sugere que em
P. coalita estes frutos sdo, narealidade, capsulas septicidas bicarpelares. Desta forma, no capitulo 3, um
estudo ontogenético nos frutos de P. coalita comprovou que os frutos desta espécie sao na realidade
capsulas septicidas bicarpelares, assim como proposto por Gomes (2008). Além disto, foram levantados

diversos caracteres anatdmicos do pericarpo, que, em conjunto com o trabalho de Aguiar et al. (2009),
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ressaltam a importancia do estudo de anatomia de frutos para uma correta caracterizacao morfoldgica
dos frutos, além de fornecer dados que possam ser utilizados em futuras andlises filogenéticas para o
género.

No quarto capitulo foram estudadas quatro espécies de Asclepiadoideae e verificados caracteres
homdlogos e caracteres que puderam ser utilizados na distin¢@o das espécies, visto que todas as espécies
possuem frutos semelhantes quanto a morfologia. A presenca de estriacdes cuticulares foi um carater
distintivo no epicarpo de B. bicuspidatum. Em seccdo transversal, somente as fibras de O. glaziovii
possuem formato achatado, sendo este um outro cardter considerado distintivo para as espécies. Além
disto, a presenca de tricomas de cobertura no epicarpo de O. appendiculatum é um carédter importante
para distinguir esta espécie de O. balansae. A presenca de fibras ndo lignificadas no mesocarpo de todas
as espécies € um dado de extrema importancia corrobora com a atual circunscri¢do de Apocynaceae,
pois estas células, consideradas raras, também foram encontradas em espécies das subfamilias
Periplocoideae (Dave & Kuriachen 1991) e Apocynoideae (Thomas & Dave 1994; Gomes 2008; Aguiar
et al. 2009), Além de estarem presentes em outras espécies de Asclepiadoideae (Kuriachen ef al. 1991;
Kuriachen efal. 1992).

A partir dos dados obtidos nos 4 primeiros capitulos foi elaborado a tabela 2, comparativa entre
todas as espécies estudadas, onde nota-se a existéncia de caracteres comuns e particulares para cada uma
das espécies.

No quinto e dltimo capitulo, foi possivel verificar que todas as sementes estudadas, apesar de
possuirem morfologia variada e diferentes tipos de apéndices, apresentam similaridades quanto a
estrutura do tegumento, pois todas sdo exotestais e possuem compostos fendlicos. Além disto,
Allamanda blanchetii, Mandevilla pohliana e Tabernaemontana arborea possuem corpos protéicos
como principal substancia de reserva, ao passo que em Malouetia arborea as substancias de reserva
aparecem na forma de graos de amido e proteinas de matriz. Corpos lipidicos estdo presentes somente
em Tabernaemontana arborea, passando quase que despercebidos nos testes histoquimicos, devido a
abundancia e tamanho dos corpos protéicos. Foi observada, em M. arborea, uma camada lipidica no
endosperma, envolvendo as células mais externas. Este € um dado muito incomum na literatura,

ocorrendo somente em algumas espécies, e inédito para a familia Apocynaceae.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir do trabalho de Aguiar (2003) iniciou-se, no laboratério de Anatomia Vegetal da
UNICAMP, uma linha de estudo cujo propdsito € investigar caracteres morfoanatdomicos de frutos e
sementes de espécies brasileiras de Apocynaceae. Com arealizacao do presente trabalho novas espécies
foram contempladas nos estudos e diversos dados foram obtidos. Diante do volume de dados varias
davidas e diversas propostas de futuros trabalhos sdao sugeridos. A seguir serdo expostas as principais
propostas de trabalhos futuros, baseando-se nas perguntas e questionamentos que foram surgindo na

elaboragdo de cada um dos capitulos escritos:
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e coletar frutos deiscentes de Aspidosperma olivaceum Miill. Arg. e A. pyrifolium Mart. para confirmar
se ocorre lignificagdo tardia do endocarpo

e estudar frutos de outras espécies de Aspidosperma Mart & Zucc. com o objetivo de fornecer dados
anatomicos que possam ser utilizados em possiveis andlises filogenéticas

e verificar, por meio de estudos quimicos, a natureza das reservas das sementes de Allamanda
blanchetii A. DC., Malouetia arborea (Vell.) Miers, Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry e
Tabernaemontana arborea para confrontrar com os dados obtidos nos tratamentos obtidos no presente
trabalho

e ecstudar frutos de outras espécies de Allamanda L.. com o objetivo de fornecer dados anatdmicos que
possam ser utilizados em possiveis andlises filogenéticas

e realizar um estudo ultraestrutural das fibras dos frutos de representantes de Asclepiadoideae e
Apocynoideae com o objetivo de comparar o padrao deste tipo celular nas diferentes subfamilias

e confirmar, através de estudos ontogenéticos, se os foliculos fusionados de Nerium oleander L.,
Parsonsia spiralis Wall., Vallaris solanaceae O. Ktze. e Wrightia tomentosa sdo capsulas septicidas
bicarpelares, da mesma forma que os de Prestonia coalita (Vell.) Woodson

e cstudar frutos e sementes de representantes da subfamilia Secamonoideae, visto que € a inica que
ndo foi contemplada em estudos do género

e realizar um estudo de revisdo sobre anatomia de frutos em Apocynaceae, visto que ja existem varios
trabalhos com diferentes espécies na familia

e realizar um estudo ontogenético nas sementes de Allamanda blanchetii A. DC., Malouetia arborea
(Vell.) Miers, Mandevilla pohliana (Stadelm.) A. H. Gentry e Tabernaemontana arborea Rose com o
objetivo de verificar a origem da ala, dos pelos, da coma e do arilo, respectivamente

e cstudar a formacgdo da camada lipidica no endosperma de Malouetia arborea (Vell.) Miers e verificar
se esta caracteristica ¢ comum em outras espécies da familia

e abordar novas espécies da familia em estudos de substancia de reserva de sementes, visto que sao

€SCassos em Apocynaceae

O estudo de frutos e sementes em Apocynaceae estd no inicio, tendo em vista o grande nimero
de espécies e a grande variedade morfolégica apresentada pelos 6rgaos na familia. Acredita-se que a
continuagdo deste trabalho ird repercutir em trabalhos relevantes que serdo de grande importancia para o
entendimento da familia como um todo, através da utilizacdo dos dados em futuros estudos

taxonOmicos, filogenéticos ou até mesmo de dispersao.



Tabela 2 — Resumo das principais caracteristicas morfoanatdmicas dos frutos de Aspidosperma australe Miill. Arg., Aspidosperma olivaceum Miill. Arg., Aspidosperma
pyrifolium Mart., Allamanda blanchetii A. DC., Allamanda schottii Pohl, Prestonia coalita (Vell.) Woodson, Blepharodon bicuspidatum E. Fourn., Oxypetalum

appendiculatum Mart., O. balansae Malme e O. glaziovii (E. Fourn.) Fontella & Marquete estudados nos 4 primeiros capitulos do presente trabalho. + = presente e - = ausente

A. australe A. olivaceum A. pyrifolium A. blanchetii A. schottii P. coalita B. bicuspidatum O. appendiculatum 0. bal 0. glaziovii
Caracteristicas morfoanatomicas
(capitulo 1) (capitulo 1) (capitulo 1) (capitulo 2) (capitulo 2) (capitulo 3) (capitulo 4) (capitulo 4) (capitulo 4) (capitulo 4)
Tipo de fruto folicdrio folicdrio folicdrio cépsula septicida cépsula septicida cdpsula septicida folicdrio folicdrio folicdrio folicdrio
bicarpelar bicarpelar bicarpelar
Consisténcia do fruto lenhosa lenhosa lenhosa lenhosa lenhosa coridcea esponjosa esponjosa esponjosa esponjosa
Epicarpo n°® camadas 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
cuticula + + + + + + + + + +
(com estriagdes)
estomatos + + + + + + +
lenticelas + + + - - + - _ - N
tricomas + - - - - + - + R B
periderme + + + - - + - - - -
Mesocarpo | hipoderme colenquimatica - - - + + + - - - +
anel esclerenquimatico - - - + + - - - - -
parénquima fundamental + + + + + + + + + +
parénquima clorofiliano - + + - - - - - - -
aerénquima - - - + + - + + + +
(muito (pouco (pouco
desenvolvido) desenvolvido) desenvolvido)
idioblastos cristaliferos + + + + + - - + - -
esclerdcitos + + + + + - - - - -
fibras n&o lignificadas - - - - - + + + + +
laticiferos + + + + + + + + + +
(com bainha
parenquimética)
tipo de feixe vascular colateral, colateral, colateral, colateral, colateral, bicolateral colaterais e colaterais e bicolaterais colaterais e colaterais e
bicolateral e bicolateral e bicolateral e bicolateral e bicolateral e bicolaterais bicolaterais bicolaterais
concéntrico concéntrico concéntrico concéntrico concéntrico
lIhas de floema - - - + + + + + + +
linha de deiscéncia + + + + + + + + + +
Endocarpo | n® camadas 15220 10a15 5al0 4a8 3a4 1 1 1 1 1
orientagdo das células cruzada cruzada cruzada longitudinal longitudinal transversal transversal transversal transversal transversal
(raro cruzada)
lignificagdo + - - + + + + + + +
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