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RESUMO

CARVALHO, M. L. Morfoanatomia foliar de duas espécies endémicas da Chapada
Diamantina: Pouteria andarahiensis T.D.Penn. e Pouteria subsessilifolia Crong.
(Sapotaceae). 68 p. Dissertacdo (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais) — Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, 2020.

A familia Sapotaceae tem grande relevancia na flora brasileira, apresentando uma grande
diversidade, com importancia ecologica e econdmica bem definidas. Pouteria é o género
mais representativo desta familia e com maior numero de espécies endémicas. O presente
estudo teve como objetivo analisar, através de técnicas micromorfologicas e histoquimicas,
as folhas das espécies Pouteria andarahiensis T.D. Penn. e Pouteria subsessilifolia Crongq.,
endémicas da Chapada Diamantina. A andlise da arquitetura foliar descreveu caracteristicas
que podem auxiliar na identificagdo das espécies em estado vegetativo. A superficie foliar
foi analisada em microscopia de luz e em microscopia eletronica de varredura, apresentando
dados inéditos para as espécies, € a ornamentagdo da cuticula sugere adaptagdes a ambientes
x€ricos. A anatomia da lamina foliar e do peciolo apresentaram caracteres que diferenciam
as espécies estudadas, com destaque para a presenga de trés camadas de parénquima
palicadico, colunas esclerenquimaticas no mesofilo e camada subepidérmica de
esclerénquima conectando os feixes vasculares no mesofilo, estes caracteres além de
diferenciar as espécies sao também, consideradaso caracteristicas associadas a xeromorfia. A
analise histoquimica indicou a necessidade de estudos aprofundados sobre a composi¢cdo dos
compostos indicados no presente trabalho.

Palavras-chave: Anatomia foliar. Chrysophylloideae. Xeromorfia.



ABSTRACT

CARVALHO, M. L. Leaf Morphoanatomy of two endemic species of the Chapada
Diamantina: Pouteria andarahiensis T.D.Penn. and Pouteria subsessilifolia Crong.
(Sapotaceae). 68 p. Master’s thesis (Master in Plant Genetic Resources) — State University of
Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana, BA, 2020.

The Sapotaceae family has great relevance in the Brazilian flora, due to the high diversity and
well-defined economic and ecological importance. Pouteria is the most representative genus of
this family and with the largest number of endemic species. The present study aimed to analyze,
using micromorphological and histochemical techniques, the leaves of Pouteria andarahiensis
T.D. Penn. and Pouteria subsessilifolia Crong. endemic to Chapada Diamantina. The analysis of
leaf architecture described characteristics that can help in the identification of species in a
vegetative state. The leaf surface was analyzed using light microscopy and scanning electron
microscopy, presenting unprecedented data for the species, and the cuticle ornamentation
suggests adaptations to xeric environments. The transverse cuts made on the leaf blade and on the
petiole were made freehand and with a freezing microtome. The anatomy of the leaf blade and
petiole showed characters that differentiate the species studied, and are xeromorphic features,
with emphasis on the presence of three layers of palisade parenchyma, sclerenchymatous
columns in the mesophyll and subepidermal layer of sclerenchyma connecting the vascular
bundles in the mesophyll. Histochemical analysis indicated the need for in-depth studies on the
composition of the compounds indicated in the present study.

Keywords: Keywords: Leaf anatomy; Chrysophylloideae; Xeromorphism.
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1. INTRODUCAO

A familia Sapotaceae Juss. apresenta cerca de 1.250 espécies distribuidas em 53 géneros
encontradas nas regides subtropicais e tropicais do globo (PENNINGTON, 1991; GOVAERTS et
al., 2001). As espécies de Sapotaceae sdo mais comumente encontradas em florestas umidas
(PENNINGTON, 2004) e sao representadas por arbustos e arvores de médio a grande porte, que
apresentam como caracteristicas diagnosticas: latex branco leitoso encontrado na casca, ramos,
folhas e frutos; folhas simples, inteiras, geralmente alterno-espiraladas; indumento formado por
tricomas malpighiaceos; flores bissexuais ou unissexuais em inflorescéncias do tipo fasciculos
axilares, ramifloros ou caulifloros, estames epipétalos, estaminodios podem ou ndo estar
presentes, frutos do tipo baga ou drupa e sementes com hilo caracteristico (PENNINGTON,
1990; GENTRY, 1993; SWENSON e ANDERBERG, 2005). No Brasil, ha registro de ocorréncia
para 12 géneros que contam com 236 espécies e 25 subespécies, distribuidas sobre os seis
dominios fitogeograficos brasileiros (Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata atlantica, Pampa e
Pantanal), com destaque para as regides amazonica e de Mata Atlantica (PENNINGTON, 2006;
FLORA DO BRASIL, 2020).

O estudo de revisdao mais recente para Sapotaceae foi realizado por Pennington (1991), no
qual utilizou dados morfolégicos, classificando a familia em cinco tribos: Chrysophylleae,
Isonandreae, Mimusopeae, Omphalocarpeae e Syderoxyleae. No entanto, estudos filogenéticos
realizados por Swenson e Anderberg (2005) ndo apresentaram resultados que sustentassem a
classificagdo proposta por Pennington, com exce¢do para Syderoxyleae. Sendo assim, estes
demonstraram que os caracteres morfoldgicos por si sO, ndo sdo suficientes para uma
classificagdo estavel, entdo propuseram uma classificacdo sustentada por caracteres morfologicos
juntamente com dados moleculares, trés subfamilias foram reconhecidas, sendo elas:
Sarcospermatoideae, Sapotoideae ¢ Chrysophylloideae.

A subfamilia Sarcospermatoideac se restringe a Asia, Sapotoideae ocorre
predominantemente na Africa e Asia, e Chrysophylloideae ocorre predominantemente na
América do Sul e Australdsia (SWENSON et al., 2013). A subfamilia Chrysophylloideae se
destaca por conter o maior agrupamento dentro da familia, constituido por 28 géneros e cerca de
600 espécies. No Brasil, nove dos 12 géneros ocorrentes pertencem a subfamilia

Chrysophylloideae (VASCONCELOS et al., 2020).



16

Dentre os gé€neros presentes na subfamilia Chrysophylloideae, o género Pouteria Aubl. se
destaca por apresentar cerca de 200 espécies, sendo que 121 delas possuem representantes no
Brasil (ALVES-ARAUJO et al., 2014). Pouteria é o maior género da familia em niimero de
espécies e apresenta grande variedade morfoldgica, sendo caracterizado pelo habito
predominantemente arboreo, auséncia de estipulas, flores com 4-6 sépalas, estames isostémones
opostos aos lobos da corola, estaminodios alternos aos lobos da corola, ovario 1-6-(15) locular e
semente com cicatriz adaxial, com ou sem endosperma (PENNINGTON, 1991). Apesar da
monoicia ser amplamente difundida entre os géneros da familia, os géneros Pouteria e
Chrysophyllum L. apresentam a maioria de suas espécies dioicas (PENNINGTON, 1990).

Os taxons da familia Sapotaceae apresentam alto potencial alimenticio e sdo de grande
importancia ecologica, pois também participam da dieta de animais em regides florestais; na
medicina sua importancia encontra-se nas propriedades de combate a infecgdes dos tratos
respiratorio e digestivo, além de anti-inflamatdrios, antitérmicos e antidesentérica de seus
representantes (METCALFE e CHALK, 1972; PENNINGTON, 1990, 2004; RIBEIRO et al.,
1999; SOUZA e LORENZI, 2005). Sao importantes também na industria madeireira e de
construcao civil, além de possuirem alta capacidade na produgao de latex.

Apesar de sua grande importancia econdmica, alimenticia e na industria farmacéutica, os
trabalhos dedicados a familia Sapotaceae ainda sdo poucos, destacando-se Cronquist (1946) e
Pennington (1990; 1991) com abordagens taxonomicas, Harley (1991) abordando a palinologia,
Costa (2007) que apresenta a anatomia da madeira, Bartish et al. (2005), Anderberg e Swenson
(2003) e Swenson e Anderberg (2005) com estudos moleculares.

Os estudos voltados para o género Pouteria sao ainda mais escassos, destacando-se
Monteiro et al. (2007) que apresentaram o tratamento taxondmico e a anatomia foliar para as
espécies de Pouteria do Rio de Janeiro; Alves-Aratjo (2014) que apresentou o tratamento
taxondmico para as espécies de Pouteria na por¢ao norte da Mata Atlantica; Silva et al. (2009)
que apresentaram uma revisao sobre a composi¢do quimica e atividades bioldgicas para o género;
Ma et al. (2004) que isolaram e identificaram compostos antioxidantes presentes nos frutos de
trés espécies de Pouteria utilizando cromatografia liquida; e Triono (2007) que apresentou um
estudo filogenético para as espécies do género que ocorrem na Maldsia e Australasia. No entanto,
sao necessarios estudos mais aprofundados acerca da distribuicdo geografica e conhecimento

taxondmico do género.
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Os estudos anatdomicos s30 escassos, tanto para a familia como para o género, destacando-
se os trabalhos de Solereder (1908) e Metcalfe e Chalk (1950) que reuniram caracteristicas
anatOmicas relevantes para as principais familias de dicotiledoneas, sendo até hoje utilizados
como base para a descricdo de trabalhos anatomicos. Além dessas duas obras, podemos destacar
alguns estudos anatomicos realizados para espécies de outros géneros da familia, como Almeida
Jr. et al. (2012) que tratou taxondmica e anatomicamente as espécies do género Manilkara Adans
para o Nordeste, Lima et al. (2019) que apresentaram um estudo morfoanatomico para o género
Diploon Cronquist, Santos (2019) que trata anatomicamente a espécie Chrysophyllum rufum
Mart. na regido semidrida da Bahia e Almeida (2019) que apresenta um estudo anatdémico para o
género Pradosia Liais do Nordeste.

Segundo a descri¢do de Metcalfe e Chalk (1950), as folhas das espécies de Sapotaceae
apresentam organizagdo geralmente dorsiventral, tricomas malpiguidceo em forma de “T” que
podem apresentar um dos bragos reduzidos ou ausente, estes tricomas podem apresentar
coloragdo ferruginea, dourada ou esbranquigada. A cuticula, especialmente na face abaxial, pode
se apresentar fortemente granulada, estriada ou sulcada. A epiderme ¢ constituida por células com
paredes anticlinais retas ou sinuosas, variando em espessura; hipoderme frequentemente presente.
Estomatos quase sempre restritos a superficie abaxial, embora possam ocorrer na face adaxial de
algumas espécies; podendo estar abaixo do nivel da epiderme e raramente elevado ao nivel da
epiderme. Mesofilo com uma ou mais camadas de parénquima palicddico e parénquima
esponjoso com espago intercelular. Podem conter cristais solitdrios ou agrupados acompanhando
os elementos esclerenquimaticos do floema e no cortex.

A producao de metabolitos pelas plantas estd associada a fungdes essenciais para o
desenvolvimento e sobrevivéncia da mesma. Os metabolitos podem ter fungdes associadas ao
crescimento, armazenamento de energia, protecdo contra herbivora, competicio com outros
individuos e reagdo ao estresse ambiental (VIZZOTO et al., 2010). Esses compostos podem
apresentar diversos beneficios ao homem, sendo de conhecimento comum a utilizagdo de plantas
com potencial medicinal para suprir necessidades médicas primarias, principalmente, em
comunidades tradicionais, ribeirinhas, indigenas, rurais e quilombolas. O uso das propriedades
medicinais das plantas apresenta baixo custo, e sdo eficientes no tratamento de diversas
enfermidades, tornando-se assim importante a realizagdo de pesquisas aprofundadas sobre o

tema.
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As espécies da familia Sapotaceaec produzem diversos metabolitos como triterpenos,
esteroides, taninos, polifenois, além de alcaloides, carotenos, compostos cianogénicos,
carboidratos e 4cidos graxos (SAHU et al., 2001; BELTRAO et al., 2008; ZHANG et al., 2014).
Viérios estudos acerca da composicdo quimica, principalmente dos frutos do género Pouteria
foram realizados até o presente momento. A grande maioria dos estudos conclui que triterpenos e
flavonoides sdo os constituintes principais do género, podendo ser encontrados também:
terpendides, compostos fendlicos, taninos, saponinas, alcaloides, e antocianinas
(MONTENEGRO et al., 2006; SILVA et al., 2009; GOUVEIA et al., 2013; MORZELLE et al.,
2014). Além desses, podemos citar alguns estudos sobre a composi¢ao quimica das folhas de
Pouteria como Montenegro et al. (2006), Souza et al. (2012), Rodrigues (2015), Franga et al.
(2016), Elsayed et al. (2016) que citam a presenca de triterpenos, acidos graxos, flavonoides,
catequinas, compostos fendlicos, e fitoesterois.

A familia Sapotaceae apresenta no Brasil 101 espécies endémicas, 53 dessas espécies
pertencem ao género Pouteria (FLORA DO BRASIL, 2020). Apesar do numero de espécies
endémicas elevado, ndo ha publicagdes especificas que as abordem, sendo a maioria dos
trabalhos encontrados referentes a levantamentos de floras locais, que apenas citam a presenga
dessas espécies (SZTUTMAN e RODRIGUES, 2002; THOMAS et al., 2003; MONTEIRO et al.,
2007; NASCIMENTO et al., 2010; ALVES-ARAUJO et al., 2014; MARTINS, 2015), havendo
um déficit de estudos voltados para as espécies endémicas pertencentes a familia e também para o
género.

As espécies Pouteria andarahiensis T.D. Penn. e Pouteria subsessilifolia Crong. sao
endémicas da Bahia, havendo registros de ocorréncia somente para a regido da Chapada
Diamantina, ocorrendo em dareas de Caatinga e Cerrado, compondo a vegetagdo de campo
rupestre, em vegetagdo sobre afloramento rochosos e em floresta estacional decidual. Ambas as
espécies sdo citadas para o mesmo nome comum: “massaranduba”, tendo sido encontrados
também outros dois nomes populares para Pouteria subsessilifolia, sendo eles: “macaranduba-de-
vara” (PENNINGTON, 1990) e “massarandubinha”.

As duas espécies se encontram na lista vermelha da International Union for Conservation
of Nature - [IUCN (O’BRIEN, 1998a, 1998b), sendo Pouteria andarahiensis classificada como

“em perigo” (EN) e Pouteria subsessilifolia classificada como “criticamente em perigo” (CR), e
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na Lista Vermelha do Centro Nacional de Conservagdo da Flora (CNCFLORA, 2012a; 2012b)
ambas encontram-se categorizadas como “quase ameagada” (NT).

Com base nos dados apresentados acerca da conservacao das espécies e no intuito de
melhorar o conhecimento da flora nordestina e entender as caracteristicas estruturais
desenvolvidas nas adaptagdes aos diversos ambientes, bem como, auxiliar na identificagao
do material herborizado que pode gerar confusdo na diferenciacdo entre espécies, o objetivo
do presente trabalho foi fornecer informagdes sobre a anatomia foliar das espécies Pouteria
andarahiensis T. D. Penn e Pouteria subsessilifolia Cronq., visando contribuir para a
identificacdo correta e possibilitando que trabalhos futuros sejam capazes de estimar o real

estado de conservagao das mesmas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Inicialmente foi realizado o levantamento e a identificagao das duas espécies através
da consulta a bibliografias especificas para a familia, principalmente Pennington (1990;
1991), da consulta fisica ao acervo dos herbarios baianos: Herbario da Universidade
Estadual de Feira de Santana (HUEFS) e Herbario da Universidade do Estado da Bahia
(HUNEB), bem como da consulta aos bancos de dados disponiveis online (SPECIESLINK,
2019; FLORA DO BRASIL, 2020).

Com base nos dados obtidos previamente, foram estabelecidos os roteiros de coleta,
sendo selecionados os municipios com maior nimero de registros de ocorréncia: Andarai,
Igatu, Lengois, Morro do Chapéu, Mucugé e Palmeiras. Durante a expedi¢gdo de campo,
foram encontrados individuos da espécie Pouteria andarahiensis T.D. Penn. apenas no
municipio de Morro do Chapéu, e para Pouteria subsessilifolia Cronq. foram encontrados
individuos nos municipios de Igatu e Mucugé (Projeto Sempre Viva), no entanto, apenas em
Mucugé e Morro do Chapéu foram realizadas coletas. A outra parte da amostragem foi
obtida de material herborizado proveniente de duplicatas depositadas no acervo do HUEFS.

A lista de todos os materiais analisados consta no Apéndice A.

2.2 Coleta e Armazenamento
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O material coletado em campo foi dividido em trés partes: a primeira delas foi
herborizada e depositada no HUEFS; a segunda e a terceira partes constam de folhas adultas
totalmente expandidas coletadas a partir do 3° né dos ramos, sendo uma parte armazenada em
sacos plasticos herméticos e conservada em local refrigerado para utilizacdo do material
fresco, e a outra parte foi fixada em Formaldeido + Acido Acético Glacial + Etanol 70% (FAA)
nas propor¢des 37:1:1 e conservada em alcool etilico 70% (KRAUS e ARDUIN, 1997).

O material herborizado foi reidratado por meio de fervura em agua destilada e gotas
de glicerina 50% por dois minutos e, posteriormente, armazenadas em alcool etilico 70%

(KRAUS e ARDUIN, 1997).

2.3 Processamento e montagem
2.3.1 Arquitetura foliar

Para o estudo da arquitetura foliar foram testadas diversas técnicas, sendo elas: a
técnica de diafanizacdo de Foster (MACEDO, 1997), adaptando-se o processo em folhas
frescas, onde foi realizado como pré-tratamento a fervura em alcool 70% por 10 minutos,
para iniciar o processo de remoc¢do da clorofila; a técnica de Shobe e Lersten (1967)
adaptado por Reis et al. (2004); a técnica de Arnott (1959); uma adaptacdo de Quinet et al.
(2002) para a técnica de Foster (MACEDO, 1997) e Stritmatter (KRAUS e ARDUIN, 1997);
a técnica de Fuchs (1963) e a técnica de Strimatter (MACEDO, 1997), obtendo-se sucesso
apenas na ultima técnica.

A folha diafanizada foi corada com safranina aquosa 1%, no entanto, verificou-se que
Pouteria subsessilifolia corou excessivamente, sendo necessario a dilui¢do da safranina
aquosa a 0,5% para que fosse possivel visualizar as estruturas. Em seguida, o material

corado foi mantido em placas de vidro com glicerina 50% (KRAUS e ARDUIN, 1997).

2.3.2 Anatomia foliar

Para obtencdo da epiderme foliar, as folhas foram submetidas a duas técnicas de
diafanizacdo: a técnica de Foster (MACEDO, 1997), utilizado em folhas inteiras e em folhas
seccionadas com o auxilio de laminas de ago, e a técnica de Jeffrey (MACEDO, 1997),
somente em folhas inteiras. Posteriormente, as folhas inteiras submetidas aos processos de

diafaniza¢do também foram seccionadas ¢ tiveram o conteudo interno removido com o
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auxilio de um pincel de cerdas macias. A técnica de Foster (MACEDO, 1997) utilizada em
folhas seccionadas previamente foi o que obteve melhores resultados para as duas espécies.

A coloragdo da epiderme foliar foi realizada utilizando os corantes safranina aquosa
1% e fucsina basica 1% em alcool etilico 95% (JOHANSEN, 1940) e safranina 0,5% apenas
para as folhas de Pouteria subsessilifolia. As amostras obtidas da epiderme foram montadas
entre lamina e laminula com glicerina 50% e vedadas com esmalte incolor (KRAUS e
ARDUIN, 1997).

Para a andlise em microscopio eletronico de varredura (MEV), realizado no
Microscopio eletronico de varredura JSM-6390LV do Instituto Gongalo Moniz, Fundagao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - Bahia), foram selecionadas partes da regido mediana da folha
estocadas em dlcool etilico 70%, as quais foram submetidas a secagem em estufa a 60°C.
Posteriormente, as amostras secas foram fixadas em stubs com fita adesiva de carbono ¢
cobertas com fina camada de ouro em p6 18k em metalizador Denton Vacuum IV.

Para a realizacdo dos estudos da estrutura interna, as folhas herborizadas previamente
tratadas e armazenadas em alcool 70% e as folhas frescas, foram seccionadas transversalmente a
mao livre com auxilio de lamina de aco. As se¢des foram feitas no peciolo e na lamina foliar
(regides da base, mediana, apice e bordo). Também foram realizados cortes em micrétomo de
congelamento, onde as amostras foram submetidas a inclusdo em Polietilenoglicol 1500 (PEG)
seguindo Barbosa et al. (2010) e em 4gua destilada, obtendo-se sucesso apenas para as amostras
incluidas em agua destilada. A metodologia utilizada para inclusdo em agua destilada foi uma
adaptacdo a metodologia utilizada por Barbosa et al (2010) para inclusdo em Polietilenoglicol
1500 (PEG), onde o material herborizado passou por um pré-tratamento, sendo fervido em agua
destilada com algumas gotas de glicerina 50% por 1 minuto. Posteriormente, foram selecionadas
as fracdes da folha que seriam seccionadas, do material herborizado e também do material fresco.
Para a inclusdo em agua destilada, os stubs receberam uma camada de agua destilada que passou
pelo processo de congelamento, essa base foi alinhada com o micrétomo rotativo de
congelamento. As fracdes das folhas foram mergulhadas em agua destilada e fixadas sobre esta
camada de agua congelada no stubs. Apos a fixagdo do material nos stubs, ¢ adicionado agua
destilada sobre a fracdo da folha, até que esta esteja submersa e também ¢ submetida ao processo
de congelamento. Apos o congelamento do material incluido em agua destilada, esse material foi

seccionado a 25 pm de espessura utilizando-se o criostato Leica CM1860 zem -26°C.
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As secdes obtidas a mao livre e em criostato foram clarificados com hipoclorito de sodio
comercial, corados com azul de astra 1% e safranina 1% na proporcdo de 9:1 (BUKATSCH,
1972), ou azul de alcian 1% e safranina 1% (LUQUE et al., 1996), ¢ montados em laminas

semipermanentes com glicerina 50% e vedadas com esmalte incolor.

2.3.3 Histoquimica

Para os testes histoquimicos, foram obtidas secdes transversais a mao livre do material
recentemente coletado do peciolo e da regido mediana da folha. Os testes foram realizados de
acordo com Kraus e Arduin (1997) e Macédo (1997).

Para identificacdo do amido foi utilizado lugol, para lignina foi utilizado floroglucina
acidificada, para compostos fenolicos utilizou-se cloreto férrico, para lipideos utilizou-se sudan

IIT e IV, para acucares redutores utilizou-se o teste de Fehling.

2.4 Analise e Documentacao

Para a obtencdo das medidas das nervuras na arquitetura foliar, as folhas diafanizadas
foram montadas em lamina com glicerina e as medidas foram realizadas através da ocular
micrométrica do microscopio Zeiss Primo Star. As medidas foram realizadas em 3 regides da
lamina foliar (base, regido mediana, apice), em todos os espécimes diafanizados.

Para os dados métricos da epiderme foliar foram utilizados dois métodos. Para a contagem
do numero de células, estomatos e cicatrizes de tricoma, foram fotografados com auxilio de
camera Leica ICC50 W acoplada ao microscopio Leica DM500, 20 areas (10 campos na face
adaxial e 10 na face abaxial) de 5 laminas para cada espécime, sendo para Pouteria
andarahiensis utilizados 2 espécimes provenientes de material herborizado e 2 espécimes de
material fresco e para Pouteria subsessilifolia 4 espécimes de material fresco.

Para a obtencdo das medidas das células e do estomato, foram utilizadas as mesmas
laminas utilizadas na contagem do numero de células, no microscopio Zeiss Primo Star com o
auxilio da ocular micrométrica, onde foram medidas 5 células e 5 estdmatos (na face abaxial)
para cada um dos 20 campos contados.

Para os dados métricos das amostras anatomicas, foram contados 20 campos de 5 laminas
de cada espécime utilizado, confeccionadas com cortes transversais da lamina foliar e do peciolo,

sendo 10 campos da face adaxial e 10 da abaxial. Para determinar o grau da espessura da cuticula,
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a mesma foi medida utilizando a ocular micrométrica do microscopio Zeiss Primo Star,
utilizando o seguinte método de classificagdo: cuticulas com 1,0 um < 2,0 um sdo consideradas
finas, > 2,0 pm < 4,0 um sdo consideradas médias, > 4,0 um sdo consideradas espessas. Foram
realizadas também, medidas das células do parénquima paligadico.

A andlise das amostras foi realizada em microscopio Zeiss Primo Star, e as imagens foram
obtidas com auxilio de camera Leica ICC50 W acoplada ao microscopio Leica DM500.

A terminologia utilizada para as descri¢des anatomicas foi baseada em Metcalfe e Chalk
(1972), Howard (1979), e Theobald et al. (1979). A andlise da arquitetura foi feita utilizando-se
os termos de classificagdo de folhas semi-quantitativo (HICKEY, 1974; 1979).

A descricdo da cuticula visualizada através do MEV foi basecada na classificacao ¢

terminologia utilizada por Barthlott et al. (1998) para ceras epicuticulares.
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3 RESULTADOS

3.1 Arquitetura foliar

Ambas espécies se apresentam como arbustos, sendo possivel, no entanto, encontrar
Pouteria andarahiensis como arvores de até 6 metros de altura. O latex leitoso e
esbranquicado estd presente no tronco, ramos, folhas e frutos. As folhas sdo pecioladas, o
peciolo de P. subsessilifolia é canaliculado e simples, inteiras, coriaceas, alterna-espiraladas.
Pouteria andarahiensis apresenta o apice das folhas agudo a obtuso, a margem inteira revoluta
e forma eliptica a ovada (Figura 1), enquanto as folhas de Pouteria subsessilifolia apresentam
apice agudo-arredondado, margens inteiras ¢ a forma varia de eliptica, ovada a obovada (Figura
2). Ambas as espécies apresentam indumento constituido por tricomas nao glandulares em
forma de “T” em ambas as faces de suas folhas (Figura 6E-F), no entanto, Pouteria
andarahiensis perde esses tricomas nas folhas adultas, tornam-se assim, glabrescente.

As folhas das duas espécies sdo peninérveas, camptodromas do tipo broquidédroma e
apresentam a nervura principal reta com alto calibre, sendo mais grossa na base e afinando
gradativamente em dire¢do ao dpice, variando o didmetro em Pouteria andarahiensis de 1
mm na base a 0,2 mm no apice (Figura 3A; C), enquanto, P. subsessilifolia varia o didmetro
de 1 mm na base a 0,4 mm no apice (Figura 3D; F).

As nervuras secundarias seguem o mesmo padrao para as duas espécies, se originando
da nervura principal alternadamente, apresentando desenvolvimento reto, com as
extremidades curvando-se formando arcos (Figura 4B-D). Pouteria andarahiensis apresenta
de oito a dez pares de nervuras secundarias e P. subsessilifolia apresenta seis a oito pares e
no 4apice as nervuras secundarias formam arcos abruptos e retos. As nervuras
intersecundarias em ambas as espécies se encontram na regido mediana entre as nervuras
secundarias, se desenvolvendo paralelamente e se conectando as nervuras secundarias
através de nervuras terciarias (Figura 4B; E).

As nervuras terciarias de ambas as espécies apresentam angulo reto nas proximidades
do ponto de insercdo na nervura secundaria, sdo alternadas e compde um padrdo sinuoso,
podendo formar arcos secundarios ao se conectarem com outra nervura terciaria ou nervuras

quaternarias (Figura 3C; F; 4).
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Ambas as espécies apresentam nervuras tercidrias e de menor calibre externamente as
aréolas formadas pelas nervuras secunddrias, apresentando o mesmo padrao reticulado
encontrado no restante da folha (Figura 3A; 4C).

Em Pouteria andarahiensis & possivel verificar a presenca de nervuras de até quinta
ordem e vénulas terminais livres (VTLs) (Figura 4A), ja em Pouteria subsessilifolia Crong.

¢ possivel visualizar até as nervuras quaternarias, ¢ VTLs (Figura 4D).
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Figura 1: Pouteria andarahiensis T.D. Penn. em campo. A — Habito. B — Presenca de latex esbranquigcado nos
ramos. C — Fruto maduro viniceo. D — Ramo com folhas alternas-espiraladas e botdes florais.
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Figura 2: Pouteria subsessilifolia Cronq. em campo. A — Semente com cicatriz. B — Fruto maduro vinéceo.

Inflorescéncia terminal, recoberta de tricomas ferrugineos. D — Habito arbustivo, filotaxia alternas-espiraladas.
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Figura 3: Folha diafanizada de Pouteria andarahiensis T.D. Penn. e Pouteria subsessilifolia Cronq. A-C.
Pouteria andarahiensis. A — Apice foliar demonstrando a nervura principal que se afina gradativamente em
direcdo ao &pice, arcos primarios (ap) formado por nervuras secunddrias e nervuras intersecundarias. B — Regido
mediana da lamina foliar enfatizando as nervuras secundarias (ns) alternadas. C — Base foliar com destaque para
a nervura principal com espessura grossa e nervuras terciarias (nt). D-F. Pouteria subsessilifolia. D — Apice
foliar mostrando nervura principal com menor calibre na extremidade, os arcos primarios (ap) formados pelas
nervuras secundarias e os arcos secundarios (as) formados pelas nervuras intersecundarias. E — Regido mediana
da lamina foliar, mostrando as nervuras secundarias alternadas, arcos terciarios (at) formados pelas nervuras
terciarias e nervuras quaternarias. F — Base foliar demonstrando a nervura primaria com maior calibre, nervuras
secundarias e terciarias. Barra: A-B-D-E-F =2 mm; C =1 mm.
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Figura 4: Folha diafanizada de Pouteria andarahiensis T.D. Penn. e Pouteria subsessilifolia Cronq. A-B. Pouteria
andarahiensis. A — Regido mediana da lamina foliar com enfoque nas nervuras secundarias (ns), terciarias (nt),
quaternarias (nq), de quinta ordem (no) e vénulas terminais livres (FEVs). B — Bordo da lamina foliar evidenciando
o0 arco primario (ap) formado por uma nervura secundaria que se conecta a uma nervura intersecundarias, nervuras
secundarias (ns), intersecundarias (ni) e terciarias (nt). C-D. Pouteria subsessilifolia. C — Bordo do apice foliar
evidenciando as nervuras secundarias (ns), intersecundarias (ni), terciarias (nt) e quaternarias (nq). D — Bordo da
base foliar evidenciando a nervura primaria Unica (np), nervuras secundarias (ns), intersecundarias (ni) terciarias
(nt), quaternarias (nq) e as vénulas terminais livres (FEVs). Barra: A = 0,5 mm; B-D =2 mm.
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3.2 Anatomia foliar
3.2.1 Epiderme foliar

Utilizando-se o microscopio eletronico de varredura foi possivel verificar que a
ornamentacdo da cuticula de Pouteria andarahiensis ¢ complexa, ja que foi possivel visualizar
pequenas plaquetas recobrindo as estrias e células guardas dos estomatos (Figura 5C-G), além de
formarem leves elevacdes na superficie foliar (Figura SC-H). Pouteria subsessilifolia apresenta
cuticula ondulada que também ¢ recoberta por plaquetas (Figura 6B-E). Essas plaquetas estdo
distribuidas aleatoriamente em Pouteria subsessilifolia, enquanto em Pouteria andarahiensis elas
estdo organizadas sobre as células guardas perpendicularmente e longitudinalmente sobre as
estrias (Figura 5G).

Utilizando-se a epiderme extraida das folhas das duas espécies, foi possivel visualizar em
microscopia Otica de luz que Pouteria andarahiensis se diferencia de Pouteria subsessilifolia
pela presenga de ornamentagdo da cuticula estriada (Figura 7C-H), ocorrendo ao redor dos
estdmatos e nas células intercostais na face abaxial. Nas células costais, ¢ possivel observar essas
estrias, porém, menos proeminentes que nas células intercostais (Figura 7E).

Em vista frontal, utilizando o microscopio otico de luz, € possivel verificar a presenca de
células epidérmicas intercostais com formato retangular e poligonal em Pouteria andarahiensis
em ambas as faces (Figuras 7A-B; D-E), sendo maiores na face abaxial, medindo em média 40
pm x 15 pm com cerca de 645 células por mm? e na face adaxial medindo em média 19,5 um x
16,6 pm com cerca de 1.908 células por mm?. As células costais na face abaxial de Pouteria
andarahiensis sao retangulares e apresentam maior dimensdo que as intercostais 60 um x 14,5
um (Figura 7E). As células epidérmicas intercostais e costais de Pouteria subsessilifolia
apresentam o mesmo padrdo em ambas as faces e apresentam tamanho similar, com formato
poligonal, diferenciando-se pela organizag¢do celular e auséncia de estomatos sobre a regido da
nervura (Figuras 8A-B). As células adaxiais de P. subsessilifolia apresentam em média 22,7 pm x
11,2 um e na face abaxial 16,3 um x 12,8 um, apresentando cerca de 1.382 células por mm? na
face adaxial e 1.250 células por mm? na face abaxial. Ambas as espécies apresentam paredes
anticlinais retas (Figuras 7A-B; E; 8A-B).

Em vista transversal, utilizando o microscopio oOtico de luz, Pouteria andarahiensis e

Pouteria subsessilifolia apresentam uma camada de cuticula espessada com cerca de 20 um na

face adaxial e 17,5 um na face abaxial em P. andarahiensis, e 24,3 um na face adaxial e 21,6 pm
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na face abaxial em P. subsessilifolia, a epiderme de ambas as espécies ¢ uniestratificada (Figuras
15 e 18). Em Pouteria andarahiensis as células epidérmicas da face adaxial apresentam formato
diferenciado préoximo a nervura principal, sendo estas quadradas e menores e no restante da
lamina se apresentam alongadas e com formato tabular (Figura 9B), na face abaxial as células da
epiderme sdo arredondadas e uniformes. Em ambas as faces, a parede celular anticlinal ¢ reta,
podendo haver flanges discretas. Em Pouteria subsessilifolia, as células epidérmicas apresentam
formato tabular em ambas as faces (Figura 10C).

Ambas as espécies sdo hipoestomadticas, o estdmato do tipo anisocitico ¢ encontrado em
nas duas espécies (Figuras 7C-H; 8B-D; 10B), porém, em Pouteria subsessilifolia é possivel
verificar a presenca de estOmatos tetraciticos (Figura 8D). Os estdmatos estdo amplamente
distribuidos nas células intercostais podendo ocorrer nas costais em Pouteria andarahiensis, que
tem cerca de 61 estomatos por mm? e 56 estomatos por mm? em Pouteria subsessilifolia.

Pouteria andarahiensis ¢ Pouteria subsessilifolia apresentaram tricomas nao glandulares
(tectores) simples, em forma de “T”, conhecidos como tricomas malpighidceos, em ambas as
faces. Os tricomas de Pouteria andarahiensis apresentam de quatro a cinco células na base
(Figura 7B; E-F), enquanto Pouteria subsessilifolia possuem de seis a sete cé¢lulas na base (Figura
&B).

Foi possivel verificar a presenca de dois tipos de tricoma malphigiaceo em forma de “T”.
O tipo I apresenta os bragos longos e retos que se afinam nas extremidades, com base alongada, e
parede espessada (Figura 8F). O tipo II apresenta os bracos longos torcidos, base curta e parede
fina (Figura 8E). O tipo I ocorre em ambas as espécies e o tipo II ocorre apenas em Pouteria
subsessilifolia.

Ambas as espécies apresentam tricomas tanto na face adaxial como na abaxial (Figuras
5H, 6A-E, 7B-C; E-F; e 8B), no entanto, foi possivel verificar que as folhas adultas de P.
andarahiensis perdem esses tricomas, tornando-se glabrescente. Em Pouteria andarahiensis
foram encontrados na superficie adaxial em média 5 tricomas por mm?, € na superficie abaxial
em média 26 tricomas por mm?®, ja em P. subsessilifolia foi possivel verificar a presenca, em

média de 10 tricomas por mm” na superficie adaxial e 26 tricomas por mm® na superficie abaxial.
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Figura 5: Epiderme de Pouteria andarahiensis T.D. Penn. vista em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
A-B — Face adaxial evidenciando cuticula ondulada e com plaquetas (pl). C — Face abaxial evidenciando os
estomatos e padrdo de ornamentagdo da cuticula recobertas de estrias (et), na nervura (n) e nas regides intercostal. D
- — Face abaxial evidenciando a nervura principal (np) e a nervura secunddria (ns), e estdmatos ocorrendo apenas nas
regides intercostais. E — Detalhe da ornamentagéo da cuticula na face abaxial. F — Face abaxial com énfase nas
plaquetas(pl) presente nas estrias da cuticula ao redor dos estdmatos (es). G — Enfase no estomato (es) recoberto de
plaquetas (pl) na face abaxial. H - Tricoma malpiguiaceo em forma de “T”. Barra:A =20 um; B; F = 10 um; C-D =
100 pm; E; G-H =50 pm
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Figura 6: Epiderme de Pouteria subsessilifolia Cronq. vista em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A-B
Epiderme adaxial com énfase para os tricomas (t) e as plaquetas (pl) ornamentando a cuticula. C - Epiderme,
demonstrando a presenca de tricomas malphiguiaceos (t), cicatrizes de tricomas (ct), cuticula com plaquetas (pl). D —
Ornamentagdo da cuticula (¢) com foco nas cicatrizes de tricoma (ct). E — Ornamentag@o da cuticula com énfase no
estomato (es). Barra: A-C = 50 pm. D-E =20 pm.



Figura 7: Epiderme de Pouteria andarahiensis T.D. Penn. A-B — Face adaxial. A — Dois formatos celulares
podem ser visualizados: quadrado (cq) e poligonal (cp) B — Cicatriz de tricoma com cinco células na base (ct),
células poligonais (cp) e paredes anticlinais retas (pr). C-H — Face abaxial. C — Estdmatos (es) numerosos,
estrias (et) e cicatrizes de tricomas (ct). D — Destaque para os estomatos (es), formato celular e estrias (et). E —
Destaque para a nervura (n), estomatos (es), formato celular e estrias (et). F — Cicatriz de tricoma (ct) com
quatro células na base, estomatos (es) e estrias (et). G — Destaque para estrias (et) circundando os estomatos
(es). H — Estomato (es) anisocitico evidenciado. Barra: A-B; D-G =50 pm; C =200 pm; H =20 pm.
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Figura 8: Pouteria subsessilifolia Cronq. A — Superficie adaxial, enfatizando as células poligonais (cp) e as paredes
anticlinais retas. BFace abaxial, contendo estomatos (es) numerosos e cicatrizes de tricoma (ct) nas regides costais e
intercostais. C — Visdo de um estomato anisocitico (esa). D — Estomato tetracitico (est). E — Tricoma malpigiaceo do
tipo II. F — Tricoma malpigiaceo do tipo I. Barra: A; E-F = 50 um; B =200 um; C-D =20 pum
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3.2.2 Mesofilo

O mesofilo das duas espécies apresentam estrutura tipicamente dorsiventral (Figura
9A; 10A), onde Pouteria andarahiensis possui duas camadas de parénquima pali¢adico com
cerca de 124,8 um de espessura onde as células do parénquima pali¢adico tem cerca de 56
um x 14,4 um (Figura 9B) e 6 a 7 camadas de parénquima esponjoso com cerca de 147,2 um de
espessura (Figura 9B) e Pouteria subsessilifolia possui trés camadas de parénquima palicadico
com cerca de 225 pum de espessura onde as células do parénquima pali¢adico tem cerca de 75
um x 15 pm (Figura 10B-C) e 6 a 9 camadas de parénquima esponjoso com cerca de 140,8 pm de
espessura (Figuras 10B). As células do parénquima palicddico apresentam-se alongadas,
justapostas transversalmente a epiderme e com paredes anticlinais retas em ambas as espécies,
porém, em P. subsessilifolia a terceira camada de parénquima palicadico encurtam o
comprimento das células ao se aproximar da regido da nervura central. O parénquima esponjoso
em ambas as espécies, ¢ formado por células de formato irregular, providas de projecdes
braciformes que formam espagos intercelulares de dimensao variada (Figura 9B; 10B).

Em Pouteria andarahiensis, os feixes vasculares presentes no mesofilo encontram-se
acompanhados de células esclerenquimaticas que formam uma bainha que circundam estes feixes
e se prolongam formando uma camada subepidérmica que conecta os feixes laterais (Figura 9C).
Em Pouteria subsessilifolia, o mesofilo apresenta células esclerenquimaticas que acompanham os
feixes vasculares e nas nervuras de maior porte comunicam-se com as epidermes adaxial e
abaxial, formando uma coluna esclerenquimatica (Figura 10B). Foi identificada a presenca de
laticiferos no parénquima esponjoso, além de laticiferos associados aos feixes vasculares em

ambas as espécies (Figura 10B-C).

3.2.3 Nervura Central

Em corte transversal na regido mediana da folha, a 1dmina foliar das duas espécies exibem
formato biconvexo, sendo mais proeminente na face abaxial (Figura 9A; 10A). As células
epidérmicas na regido da nervura principal ndo apresentam diferengas quando comparadas as
células epidérmicas do restante da lamina foliar. A regido cortical de Pouteria andarahiensis ¢é
constituida na face adaxial por 6 a 7 camadas de colénquima angular e em P. subsessilifolia é
composta por 4 camadas de colénquima angular. A face abaxial da regido cortical de P.

andarahiensis apresenta 8 a 9 camadas de colénquima angular (Figura 9A) e em P.
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subsessilifolia apresenta 4 a 5 camadas de colénquima angular (Figura 10A). O tecido
parenquimatico simples preenche toda a regido cortical restante, ¢ na face adaxial em P.
andarahiensis faz a transi¢do para parénquima palicadico ao se aproximar do mesofilo (Figura
10B). E possivel verificar a presenga de laticiferos em todo cortex e idioblastos na regido cortical
na face abaxial.

O sistema vascular das duas espécies se apresenta na forma de um arco continuo, plano-
convexo (Figura 9A e 10A). O floema se organiza em fileiras paralelas, podendo-se visualizar a
presenga de laticiferos entre os seus elementos. O xilema apresenta o mesmo padrio de
organiza¢do do floema e o centro da nervura principal é preenchido por tecido parenquimatico
que contém laticiferos. O sistema vascular pode ou ndo apresentar feixes acessorios, P.
andarahiensis pode apresentar de um a trés, e P. subsessilifolia pode apresentar de um a dois,
sendo estes anastomosados através dos elementos da bainha de células esclerenquimaticas

perivasculares (Figuras 11E-F).
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Figura 9: Lamina foliar de Pouteria andarahiensis T.D. Penn. A — Mesofilo enfatizando a nervura principal, a
presenca de feixes acessorios, laticiferos e o parénquima paligadico. B — Mesofilo evidenciando a epiderme,
parénquima pali¢adico, colunas de células esclerenquimaticas. C — Feixes vasculares (fv) no mesofilo, laticiferos (1),
parénquima pali¢adico (pp), bainha de esclerénquima (eq) que forma uma camada subepidérmica que conecta os
feixes. Barra: A =500 um; B =200 pm; C — 50 pm
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Figura 10: Lamina foliar de Pouteria subsessilifolia Crong. A — Mesofilo. B — Mesofilo evidenciando a cuticula ©
espessa, parénquima palicadico (pp) e esponjoso (pe), feixe vascular (fv), coluna de esclerénquima e a presenca de
estomato (es). C — Mesofilo evidenciando a epiderme (e) e as trés camadas do parénquima paligadico (pp). Barra: A
=500 um; B- C—200 pm.
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3.2.4 Bordo

O bordo da folha de Pouteria andarahiensis ¢ fletido (Figura 11A), as células epidérmicas
da face adaxial em corte transversal, sdo retangulares organizadas paralelamente e vao se
estreitando a medida que se aproximam da por¢do distal, na face abaxial as células sdo poligonais
e menores que na face adaxial, com duas camadas de parénquima pali¢adico, organizado
paralelamente ¢ 7 a 8 camadas de parénquima esponjoso com proje¢des braciformes (Figura
11A).

O bordo da folha de Pouteria subsessilifolia é reto (Figura 11B), possui células
epidérmicas poligonais que se estreitam na por¢do distal, com trés camadas de parénquima
paligadico de células justapostas e 6 a 7 camadas de parénquima esponjoso, com projecdes
braciformes.

Na porcdo distal do bordo das duas espécies, o parénquima perde gradativamente a
distingdo entre palicadico e lacunoso e se apresenta como um tecido homogéneo com células
arredondadas (Figura 11A-B). E possivel verificar a presencga de laticiferos na porgio distal do

bordo em ambas as espécies (Figura 11A-B).
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3.2.5 Peciolo

O peciolo de Pouteria andarahiensis ¢ biconvexo (Figura 11C), apresenta cuticula
espessada, epiderme uniestratificada com paredes anticlinais retas, possui 6 a 7 camadas de
colénquima angular abaixo da epiderme na regido cortical, a medula apresenta parénquima de
preenchimento (Figura 11E). Em P. subsessilifolia o peciolo ¢ plano-convexo (Figura 11D),
possui cuticula espessada, epiderme uniestratificada com paredes anticlinais retas, possui de 8 a 9
camadas de colénquima angular abaixo da epiderme, a medula ¢ preenchida por parénquima
y(Figura 11F).

O feixe vascular ¢ fechado em ambas as espécies, o floema esta organizado em fileiras
paralelas externamente, o xilema segue a mesma organizagdo em fileiras paralelas e a regido
central do feixe vascular ¢ preenchido por parénquima. Podem ou ndo ocorrer a presenga de
feixes acessorios e quando presentes, variam de 1 a 2, anastomosados através da bainha
esclerenquimatica que circunda o feixe vascular (Figura 11E-F). Laticiferos sdo vistos no centro

do feixe vascular, entre os elementos do floema e em toda regido cortical.
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Figura 11: A-C-E. Pouteria andarahiensis. A — Bordo da lamina foliar de Pouteria andarahiensis T.D. Penn. A —
Bordo fletido, demonstrando o parénquima palicadico (pp), feixe vascular (fv) acompanhado de células
esclerenquimaticas (eq) e laticiferos (1I). B — Bordo da lamina foliar de Pouteria subsessilifolia Cronq. Bordo reto
com cuticula espessa (c), trés camadas de parénquima paligadico (pp), coluna de esclerénquima (ce), feixe vascular
(fv), parénquima esponjoso (pe) e laticiferos (1) na por¢ao distal do bordo.
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3.3 Histoquimica

Através do teste com lugol, em Pouteria andarahiensis, foi possivel verificar a presenga
de amido nas células parenquimadticas e nas células da bainha de esclerénquima que envolve o
feixe vascular no peciolo (Figura 12A), em P. subsessilifolia o amido encontra-se nas células do
parénquima presente no peciolo, no mesofilo tanto no parénquima pali¢didico como no
parénquima esponjoso além de ser possivel verificar a presenca de amido nos laticiferos (Figura
12B). Com a floroglucina acidificada foi possivel evidenciar a presenca de lignina no xilema e na
bainha esclerenquimatica que envolve o sistema vascular em ambas as espécies tanto no peciolo,
no feixe vascular principal na lamina foliar e nos feixes vasculares presentes] no mesofilo
(Figura 12C; D).

Através do reagente cloreto férrico foi possivel identificar a presenga de compostos
fenolicos na epiderme, colénquima e parénquima do peciolo em ambas as espécies (Figura 12E;
F). Para identificacdo de lipidios foram usados dois reagentes: sudan III e sudan IV, e ambos
obtiveram resultado positivo para as duas espécies, na epiderme, colénquima, esclerénquima e
parénquima no peciolo e na ldmina foliar (Figura 13A-D). No teste Fehling, foi possivel
identificar agucares redutores no parénquima e no colénquima em ambas as espécies na regido do

peciolo e do mesofilo (Figura 13E; F).
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Figura 12: Analises histoquimicas. A-C-E = Pouteria andarahiensis T. D. Penn. B-D-F = Pouteria subsessilifolia
Crong. A-B — Reagdo positiva para presenga de amido no peciolo e no mesofilo. C-D — Reagdo positiva pela

presenca de lignina no peciolo e no mesofilo. E-F — Reag8o positiva para a presenca de compostos fenolicos no
peciolo. Barra: A-B-C =200 pm; D-E-F = 500 pm
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Figura 13: Andlises histoquimicas. A-C-E = Pouteria andarahiensis T. D. Penn. B-D-F = Pouteria
subsessilifolia Cronq. A-B — Reag@o positiva para a presenca de lipidios no peciolo utilizando Sudan III. C-D
— Reagdo positiva para a presenga de lipidios no peciolo utilizando Sudan IV. E-F — Reagdo positiva para a
presenca de agucares redutores no peciolo e no mesofilo. Barra: A-D-F =200 um; B-C-E = 500 um
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4. DISCUSSAO

Atualmente o método mais utilizado para identificacdo de uma espécie vegetal
continua sendo os caracteres reprodutivos. Embora esse método seja efetivo, saber
identificar uma espécie corretamente apenas com base em seus caracteres vegetativos ¢ de
suma importancia, pois nem sempre ¢ possivel visualizar os caracteres reprodutivos.

Roth-Nelbelsick (2001) afirma que usar aspectos topologicos para caracterizar os
padrdes de venagdo foliar ¢ benéfico, pois as defini¢des das caracteristicas arquitetonicas sao
inequivocas. Segundo ele, dois padrdes de venagdo podem ser distinguidos, os sem ciclos e
os com ciclos, a presenca de ciclos seriam equivalentes a presenca de anastomoses ou
malhas na estrutura ramificada, enquanto o padriao sem ciclos, seguiriam um padrao
“arvore”, ou seja, ramificado e sem malhas. Schulz e Hilgenfeldt (1994) usaram o termo
“estrutura dendritica” para definir esse tipo de geometria.

Segundo a classificacdo de Melville (1976), as espécies tratadas no presente trabalho
apresentam nervura principal unica, sendo assim, classificadas como pinadas, as veias
secundarias que formam arcos em dire¢do a margem seriam classificadas como curvipinadas,
as nervuras secundarias conectadas por arcos proximos a margem, formando uma veia infra-
marginal, sdo classificadas como co-arqueadas, as nervuras tercidrias e de maior ordem
fixadas as veias secundarias, ocupando uma aréola, regular ou irregularmente, sao
classificadas como dendriticas.

Segundo a padronizacdo de classificacdo de venagdo foliar de Hickey (1974; 1979) P.
andarahiensis possui nervuras de até cinco ordens e P. subsessilifolia possui nervuras de até
quatro ordens, pois as venagdes mais simples formam reticulos que nao permitem a diferenciacao
de calibre.

Apesar de macroscopicamente as folhas de Diploon apresentarem grandes diferencas
das espécies Pouteria andarahiensis e Pouteria subsessilifolia, tanto no formato da folha,
quanto no espagcamento entre as nervuras secundarias e intersecundarias, que sdo estreitas em
Diploon, quando consideramos o padrdo microscopico das nervuras, ¢ possivel perceber
muitas similaridades. Os caracteres da arquitetura foliar descritos no estudo realizado por
Lima et al. (2019) para as espécies de Diploon apresentou o mesmo tipo de venagdo que as
espécies desse estudo, o tipo broquidédroma. Uma Unica veia primaria, nervuras secundarias

que partem da nervura primaria, sem atingir a margem da folha, apresentando veias
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intersecundarias que podem ser visualizadas em uma ou mais, na regido intercostal, sdo
caracteristicas compartilhadas entre elas, assim como as nervuras terciarias externamente aos
arcos formados pelas nervuras secunddrias.

Apesar das diferencas nas folhas de Manilkara que incluem o padrao de venacdo, os
resultados encontrados no presente trabalho para as nervuras terciarias, também foram
encontradas por Almeida Jr. (2012) para as espécies de Manilkara da regiao nordeste.

Os caracteres diagnosticos para a familia Sapotaceae descritos por Solereder (1908) e
por Metcalfe e Chalk (1957), que permitem o reconhecimento de seus tdxons mesmo em
estagio vegetativo (laticiferos e tricomas malphiguidceos) estdo presentes em ambas as
espécies tratadas no presente estudo.

O presente trabalho apresentou evidéncias em Pouteria andarahiensis de uma
cuticula extremamente estriada, com plaquetas recobrindo essas estrias, enquanto, a cuticula
de Pouteria subsessilifolia se mostrou menos complexa do que o verificado em Pouteria
andarahiensis com relagdo a ornamentacdo cuticular, apresentando uma cuticula espessa
ondulada e com pequenas plaquetas em toda a sua superficie. Os resultados encontrados para
Pouteria andarahiensis, se assemelham ao encontrado por Monteiro et al. (2007) para
Pouteria ramiflora, que apresentou uma cuticula espessa fortemente estriada, enquanto as
outras espécies estudadas apresentaram um padrao mais semelhante ao de Pouteria
subsessilifolia com uma cuticula espessada, ondulada e sem destaques na ornamentagdo. O
padrdo da cuticula de Pouteria andarahiensis pode ser também, considerado semelhante ao
padrao encontrado por Popovkin et al. (2016) para Pouteria synsepala, que apresentou uma
cuticula formando labirintos ao redor dos estdmatos que se encontram no mesmo nivel da
cuticula, no entanto, foi possivel verificar que em Pouteria andarahiensis a formagdo das
estrias encontram-se mais evidenciados em relagdo a P. synsepala.

Segundo Barthlott et al. (1998), estas plaquetas tém formato de cristais achatados,
com margem inteira ¢ de formato regular, geralmente, semicirculares e as vezes organizadas
em padrdes de orientacdo caracteristicos. Esses padrdes sdo importantes para caracterizar
uma superficie, na maioria dos casos essas plaquetas ndo apresentam uma orientagdo
especial, o que se verifica em Pouteria subsessilifolia, que apresenta disposi¢do aleatoria.
No entanto, em Pouteria andarahiensis verificou-se um padrao onde estas plaquetas, sobre

as c¢lulas guarda do estomato dispdem-se perpendiculares ao ostiolo, diferenciando a
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orientagdo das plaquetas que ocorrem sobre as estrias que se dispdem no sentido do
comprimento das mesmas. Devido a essa disposicdo longitudinal sobre as estrias, estas
plaquetas podem ser classificadas como paralelas e as plaquetas sobre as células guarda
podem ser classificadas como tendo padrdes de orientagdo localmente restritos.

Segundo Figueredo et al. (2012) e Gutschick (1999), a cera epicuticular auxilia os
estomatos contra a perda de agua em periodos de seca e plantas com carater xeromorfico
geralmente apresentam uma cuticula espessa.

Metcalfe e Chalk (1957) afirmam que os tricomas maphiguiaceos com dois bragos
podem apresentar formatos variados, podendo inclusive, ter um dos seus bragos reduzidos ou
suprimidos. A constancia desse tipo de tricoma para as espécies de Sapotaceae o tornam um
caractere diagndstico para as espécies pertencentes a familia. Tanto Pouteria andarahiensis
quanto Pouteria subsessilifolia apresentam os tricomas malphiguidceos, no entanto, em
Pouteria subsessilifolia foi possivel visualizar uma variagdo para estes tricomas, onde estes
apresentam os dois bragos torcidos, sendo esta, uma variacdo ainda ndo relatada em outras
espécies de Sapotaceae. Press (1999) afirma que em ambientes quentes e aridos, o papel
principal dos tricomas ¢ diminuir a temperatura foliar e diminuir a perda de dgua através da
menor absor¢do da radiagdo solar.

Além disso, apesar de apresentar o estdmato anisocitico comum a familia Sapotaceae,
Pouteria subsessilifolia apresenta também estoOmatos tetraciticos, estando de acordo com
Solereder (1908) que descreve estdmatos anisociticos e tetraciticos para Sapotaceae e
diferindo do citado para outras espécies da familia (SANTOS, 2019; ALMEIDA, 2019;
LEITE et al., 2017), que descrevem a presenca de estomatos anisociticos e paraciticos e de
outras literaturas classicas para Sapotaceae (METCALFE e CHALK, 1957; PENNINGTON
2004) que descrevem os estOmatos como anomociticos ou paraciticos. Ambas as espécies
sdo hipoestomaticas o que estd de acordo com o trabalho de Monteiro et al. (2007) para
Pouteria do Rio de Janeiro e como relatado para a familia por Metcalfe e Chalk (1957) e
Solereder (1908). Em relagdo a posicdo dos estdomatos Solereder (1908) afirma que
geralmente apresenta estdmatos no mesmo nivel da epiderme, o que se verifica em ambas as
espécies. Além disso, a alta frequéncia estomdatica segundo Wilkinson (1979), esta

relacionada a espécies xerofitas.
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A sinuosidade das paredes anticlinais das células epidérmicas ¢ reta em ambas as espécies
o que corrobora com Santiago et al. (2001) que correlacionaram folhas expostas ao sol a presenca
de células epidérmicas com paredes anticlinais retas, j4 que ambas as espécies estdo expostas a
incidéncia solar frequente.

A disposi¢ao dorsiventral do mesofilo corrobora com a descricdo de Metcalfe e Chalk
(1957) para a familia e com os dados encontrados por Monteiro et al. (2007), Almeida Jr.
(2012); Leite et al. (2017) e Lima et al. (2019), para outras espécies de Sapotaceae. Pouteria
andarahiensis apresentou duas camadas de parénquima palicddico o que estd de acordo com
o descrito por Lima et al. (2019), porém Pouteria subsessilifolia apresentou trés camadas de
parénquima paligadico. Segundo Fahn (1990), o numero de camadas de parénquima
pali¢adico esta relacionado a sua eficiéncia fotossintética, e Gutschick (1999) afirma que
folhas com alta frequéncia de exposi¢do solar, tende a aumentar o numero de camadas do
parénquima pali¢adico, além disso a organizagdo das células do parénquima paligadico e
lacunoso poderiam ser adaptagdes das espécies para reduzir o custo do indumento na
interceptacao de luz, otimizando assim, o aproveitamento da radiacao solar.

Além disso, colunas de esclerénquima podem ser visualizados no mesofilo de ambas
as espécies. Essas colunas juntamente com a cuticula espessa, podem estar relacionadas a
grandes periodos de seca, forte luminosidade e solo pobre em nutrientes (DICKISON, 2000;
CUTLER et al., 2011), o que condiz com o ambiente de ocorréncia de ambas as espécies,
que sdo expostas durante longos periodos em pleno sol e estdo em solo arenoso ou rochoso.

O feixe vascular do mesofilo e do peciolo encontram-se de acordo com Metcalfe e
Chalk (1957) que define o feixe vascular de Pouteria como fechado, achatado adaxialmente,
sindnimo do que foi descrito no presente estudo como plano-convexo. Ainda neste trabalho,
eles reconhecem a presenca de dois feixes acessorios no peciolo, o que estd de acordo com o
encontrado nos trabalhos de Monteiro et al. (2007), Almeida-Jr et al. (2012) e Lima et al.
(2019), corroborando com os resultados encontrados para P. subsessilifolia. No entanto, nesse
estudo foi possivel verificar a presenga de um a trés feixes acessorios em P. andarahiensis.

Solereder (1908) afirma que os feixes vasculares presentes no mesofilo podem se
conectar verticalmente através de uma camada de células que podem ser esclerenquimaticas
ou parenquimaticas, € no presente estudo verificou-se que em P. andarahiensis apresenta

essa conexao entre as nervuras por uma camada de células esclerenquimaticas que surgem ao
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redor dos feixes vasculares e formam uma camada abaixo da epiderme, se conectando ao
feixe vascular mais proximo. Em Pouteria subsessifolia foi possivel verificar a auséncia
dessa conexao entre os feixes vasculares.

A presenca de laticiferos para as duas espécies estdo de acordo com Metcalfe e Chalk
(1957) e com Solereder (1908) que afirmam que os laticiferos estdo geralmente associados
aos feixes vasculares, mas podem aparecer no mesofilo, ou ainda nas regides corticais €
medulares da lamina foliar. Segundo Solereder (1908) o conteido dos laticiferos tem aspecto
refratario, que pode ser compostos por substincias resinosas, muitas vezes acompanhadas por
areia de oxalato de calcio e amido. A presenga de amido no latex de Pouteria andarahiensis e
Pouteria subsessilifolia foi verificado através dos testes histoquimicos realizados no presente
estudo.

Os estudos histoquimicos realizados demonstraram que as duas espécies estudadas
apresentam amido, lignina, compostos fenolicos, lipidios e agucares redutores, na regido do
mesofilo, cortex e nos feixes vasculares. Para identificagdo mais precisa destes compostos
um estudo fitoquimico se faz necessario, porém, com base em estudos realizados para outras
espécies do género, € possivel verificar um grande potencial antioxidante, antimicrobiano,

anti-inflamatorio e fungicida, para o género como um todo (SILVA et al., 2009).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo trouxe dados inéditos sobre duas espécies endémicas da Chapada
Diamantina tal como a presenga de tricomas unicelulares em forma de “T” que possuem
tor¢des em seus bragos em Pouteria subsessilifolia, que podem ser usados para identificacdo
destas, em estado vegetativo. Pode-se verificar que ambas as espécies apresentam
mecanismos de adaptacdo a ambientes xeromorficos, como a presenca de cuticula
ornamentada, alta densidade estomatica, alto niumero de tricomas por drea, aumento no
numero de camadas do parénquima pali¢adico e colunas de esclerénquima no mesofilo. Foi
possivel também determinar através das analises histoquimicas, que assim como outras
espécies do género, Pouteria andarahiensis e Pouteria subsessifolia apresentam potencial

para exploragcdo dos compostos encontrados em suas folhas.
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APENDICE A - MATERIAL EXAMINADO

- Pouteria andarahiensis T.D. Penn. BRASIL, BAHIA, Morro do Chapéu, estrada para
Barra dos Morenos, 19/03/2019, Carvalho, M.L. 30 (HUEFS 250390). BRASIL, BAHIA,
Morro do Chapéu, cachoeira do Ferro Doido, 20/03/2019, Carvalho, M.L. 32 (HUEFS
250392)**. BRASIL, BAHIA, Morro do Chapéu, Fenda do Rio Ferro Doido, 20/03/2019,
Carvalho, M.L. 34 (HUEFS 250394)"'*. BRASIL, BAHIA, Morro do Chapéu, cachoeira do
Ferro Doido, 20/03/2019, Carvalho, M.L. 36 (HUEFS 250396)"'*. BRASIL, BAHIA, Morro
do Chapéu, cachoeira do Ferro Doido, 20/03/2019, Carvalho, M.L. 38 (HUEFS 250398).
BRASIL, BAHIA, Morro do Chapéu, estrada para Barra dos Morenos, 19/03/2019,
Carvalho, M.L. 39 (HUEFS 250399)°. BRASIL, BAHIA, Rio de Contas, Fazenda
Brumadinho, 04/10/2003, Serrdo Neto, A.C. 24 (HUEFS 76810)'2. BRASIL, BAHIA, Rio de
Contas, 04/10/2003, Serrdo Neto, A.C. 30. (HUEFS 76816)'. BRASIL, BAHIA, Morro do
Chapéu, Fazenda Ouro Branco, 13/10/2006, Melo, E. 4522 (HUEFS 114858)".

-Pouteria subsessilifolia Cronq. BRASIL, BAHIA, Mucugé, Projeto Sempre Viva,
18/03/2019, Carvalho, M.L. 7 (HUEFS 250367). BRASIL, BAHIA, Mucugé, Projeto Sempre
Viva, 18/03/2019, Carvalho, M.L. 8 (HUEFS 250368)°. BRASIL, BAHIA, Mucugé, Projeto
Sempre Viva, 18/03/2019, Carvalho, M.L. 14 (HUEFS 250374)'. BRASIL, BAHIA,
Mucugé, Projeto Sempre Viva, 18/03/2019, Carvalho, M.L. 17 (HUEFS 250377)*°.
BRASIL, BAHIA, Mucugé, Projeto Sempre Viva, 18/03/2019, Carvalho, M.L. 18 (HUEFS
250378). BRASIL, BAHIA, Mucugé, Projeto Sempre Viva, 18/03/2019, Carvalho, M.L. 20
(HUEFS 250380)'. BRASIL, BAHIA, Mucugé, Projeto Sempre Viva, 18/03/2019, Carvalho,
M.L. 24 (HUEFS 250384)"**. BRASIL, BAHIA, Mucugg, Projeto Sempre Viva, 18/03/2019,
Carvalho, M.L. 26 (HUEFS 250386). BRASIL, BAHIA, Mucugé, Projeto Sempre Viva,
18/03/2019, Carvalho, M.L. 27 (HUEFS 250387)°.

! espécime utilizado para arquitetura foliar

*espécime utilizado para MEV

? espécime utilizado para histoquimica
Todos os espécimes foram utilizados para a anatomia foliar.



