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RESUMO

O Nordeste brasileiro compreende uma enorme variacdo vegetacional composta por diversos
grupos, dentre os quais esta a familia Sapotaceae, que detém uma importancia econémica e
ecolégica bem estabelecida. Dentre os géneros da familia registrados para o Nordeste, 0
presente estudo objetivou analisar, atraves de técnicas de micromorfologia vegetal e
histoquimica, as folhas das espécies de Pradosia Liais citadas para a regido, visando
contribuir com informacdes para a sua estrutura interna, indicar os metabolitos presentes nas
folhas bem como ampliar os dados sobre o género e a familia. A superficie foliar foi analisada
através de microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Para a andlise da
estrutura interna e metabdlitos foram realizadas sec¢Oes transversais do peciolo e da lamina
foliar a méo livre e com micrétomo de congelamento seguindo a literatura usual da
micromorfologia vegetal. A analise da superficie foliar, realizada para o primeiro capitulo,
oferece dados para distincdo das espécies e denota algumas adaptacdes a ambientes extremos
como ornamentacao cuticular, posi¢do dos estomatos nas folhas e presenca de inclusbes nas
células epidérmicas. O segundo capitulo aponta que o contorno do peciolo e o arranjo do feixe
vascular e da nervura central da lamina foliar constituem os principais caracteres diagndsticos
para delimitacdo das espécies estudadas e apontam para estratos subepidérmicos e colunas no
mesofilo como principais caracteres adaptativos. A andlise histoquimica indica a necessidade
de estudos mais acurados incluindo, também, outros Orgdos. Ressalta-se que o0 presente

trabalho forneceu dados inéditos que servirdo de subsidio para estudos posteriores.

Palavras-chave: Adaptacdo. Anatomia foliar. Chrysophylloideae. Metabolitos. Xeromorfia.



ABSTRACT

The Brazilian Northeast comprises a huge vegetation variation composed of several groups,
among which is the family Sapotaceae, that has a well established economic and ecological
importance. The present study aimed to analyze, through techniques of plant
micromorphology and histochemistry, the leaves of the species of Pradosia Liais cited for the
region, aiming to contribute with information to its internal structure, to indicate the present
metabolites as well as expanding data on gender and family. The leaf surface was analyzed by
light microscopy and scanning electron microscopy. For the analysis of the internal structure
and metabolites, cross sections of the petiole and leaf blade were performed freehand and with
freezing microtome following the usual literature of the plant micromorphology. The analysis
of the leaf surface, performed for the first chapter, offers data to distinguish the species and
denotes some adaptations to extreme environments such as cuticular ornamentation, the
position of the stomata on the leaves and presence of inclusions in the epidermal cells. The
second chapter indicates that the contour of the petiole and the arrangement of the vascular
cylinder and the midrib are the main diagnostic characters for the delimitation of the studied
species and point to subepidermal layers and girders in the mesophyll as main adaptive
characters. Histochemical analysis points to the need for more accurate studies including,
also, other organs. It should be emphasized that the present work provided unpublished data

that will serve as a subsidy for later studies.

Keywords: Adaptation. Leaf anatomy. Chrysophylloideae. Metabolites. Xeromorphism.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Sapotaceae pertence a ordem Ericales e compreende aproximadamente
1.250 espécies, distribuidas em 53 géneros (GOVAERTS et al., 2001) e trés subfamilias,
Sarcospematoideae; Sapotoideae e Chrysophylloideae com distribuicdo pantropical (TERRA-
ARAUJO et al., 2015). No Neotrdpico, Sapotaceae ¢ um dos grupos de maior abundéncia e
diversidade, com 482 espécies descritas (GOVAERTS et al., 2018), sendo a subfamilia
Chrysophylloideae mais bem representada na regido (TERRA-ARAUJO et al., 2015).

Seus componentes sdo, principalmente, arbustos e arvores de pequeno porte, que
ocupam lugar de destaque em ambientes florestais (GENTRY, 1993), mas também ha
representantes entre as arvores de dossel e em savanas. No Brasil, 0s grandes centros de
diversidade da familia sdo a Floresta Amazonica e a Mata Atlantica e ha espécies registradas
para o Cerrado e a Caatinga, em sua maioria pertencentes aos géneros Chrysophyllum L. e
Pouteria Aubl. (PENNINGTON, 1990; CARNEIRO et al., 2015).

Pradosia Liais estd incluso na familia Sapotaceae, subfamilia Chrysophylloideae e
compreende ao todo 26 espécies (TERRA-ARAUJO et al., 2016). O género é endémico da
regido Neotropical, sendo 80% das espécies encontradas na Floresta Amazoénica e na Mata
Atlantica (PENNINGTON, 1990; ALVES-ARAUJO; ALVES, 2012; TERRA-ARAUJO et
at., 2015) com uma unica espécie se estendendo até o Panamé e Costa Rica (TERRA-
ARAUJO et al., 2015). Para o Brasil sdo registradas 17 espécies pertencentes ao género
(CARNEIRO et al., 2015).

A familia Sapotaceae, como um todo, representa um desafio aos estudiosos pela
grande semelhanca que os taxa da familia apresentam entre si e com plantas pertencentes a
distintos grupos e também pela sua importancia econdémica por fornecer matéria-prima para
producdo de 6leos, cola, balata, goma de mascar, “gutta-percha”, borracha (MONTEIRO et
al., 2007), para construcdo civil e de embarcacGes, os seus frutos compdem a alimentacéo
humana e, principalmente, de animais silvestres, muitos deles em perigo de extincao
(PENNINGTON, 1990), além de produzirem compostos que apresentam atividades biologicas
de interesse para a industria farmacéutica (ALMEIDA et al., 2015; BAKY et al., 2016) e
cosmética (SOUZA et al., 2012).

Algumas espécies de Pradosia Liais ndo fogem a regra e detém potencial de
reabilitacdo de solos (MONTAGNINI et al., 1995) e a madeira é utilizada na construcao civil
(CASTRO et al., 2012). Além disso, h& registros de utilizagdo da casca e folhas de algumas

espécies do género no tratamento de doencas do trato intestinal (KUSHIMA et al., 2005;



18

SOBRINHO et al., 2011) e maléria (BOTSARIS, 2007).

A circunscricdo das espécies e géneros da familia Sapotaceae tem sido problematica
desde o primeiro momento devido a homoplasia morfoldgica apresentada pelos taxa. As
divergéncias entre as descri¢fes tornam a classificacdo taxonémica insustentavel e, com as
recentes descri¢Oes para a familia, a deficiéncia na delimitacdo de espécies se tornou uma
grande preocupacdo para os especialistas (FARIA et al., 2017). Além disso, a correta
delimitacdo das espécies é imprescindivel para estabelecer o status de conservacdo das
mesmas (MARTINELLI; MORAES, 2013; IUCN, 2018) e é o ponto de partida de estudos
voltados & bioprospeccdo (REGINATTO, 2017). Portanto faz-se necesséria a realizacdo de
estudos complementares que contribuam com informacgdes importantes para a correta
delimitacdo dos taxa.

Recentemente dados filogenéticos e morfologicos de Pradosia sustentaram as espécies
dentro do género, com base em caracteres morfoldgicos, geograficos e ecoldgicos, sendo
Pradosia longipedicellata Alves-Araujo & M.Alves grupo irmédo das demais espécies e estas
agrupadas em trés clados: Montana, Flores-vermelhas e Casca-doce (TERRA-ARAUJO et
al., 2015). Segundo Faria et al. (2017), o género tem fortes relagdes com Chromolucuma
Ducke e Sarcaulus Radlk., porém pode ser classificado como subgénero de Pouteria Aubl., se
os dados morfologicos ndo fornecerem evidéncias compativeis com 0s conceitos genéricos e
ainda recomenda que estudos micromorfologicos sejam realizados a fim de garantir
informacdes mais detalhadas acerca das espécies, assim como a anatomia foliar de Pouteria
spp. tem tido sucesso na taxonomia do género (POPOVKIN; FARIA; SWENSON, 2016).

Historicamente os estudos anatémicos vém sendo empregados como subsidio para
diversas areas como a filogenia, fisiologia, ecologia e ontogenia dos organismos vegetais
(DICKISON, 2000), sendo a sistematica a area de maior aplicacdo da anatomia, seja para fins
de identificacdo, determinacdo das relacdes filogenéticas (JUDD et al., 2009), resolucdo de
problemas taxondmicos ou estudos comparativos e ecoldgicos (METCALFE; CHALK, 1983).
Von Poser (2017) afirma que determinados compostos do metabolismo das plantas podem
acrescentar informaces importantes aos sistemas de classificacdo vegetal, entretanto o
conhecimento da concentracdo dos metabo6litos em cada 6rgdo do vegetal é importante para
uma classificacdo mais precisa e estudos histoquimicos tem se mostrado eficientes na
histolocalizacdo de metabolitos primérios e secundarios que elucidam a fisiologia vegetal,
evolucéo e sdo fundamentais para estudos farmacogndsticos (COSTA, 2001).

A folha, por ser o 6rgdo vegetal mais exposto as variacbes ambientais, € um

importante instrumento de analise ecolégica de uma espécie ou comunidade vegetal
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(BOEGER et al., 1997), entretanto, ainda apresenta caracteristicas que possam ser utilizadas
como caracteres taxondmicos (FAHN, 1990). Desta maneira este 6rgdo foi analisado sob dois
aspectos diferentes ao longo deste estudo.

Aqui foram estudadas seis espécies do género Pradosia Liais com registro para a
regido do Nordeste brasileiro segundo Carneiro et al. (2015) - Pradosia brevipes (Pierre)
T.D.Penn.; Pradosia glaziovii (Pierre) T.D.Penn.; Pradosia kuhlmannii Toledo; Pradosia
lactescens (Vell.) Radlk.; Pradosia longipedicellata Alves-Aradjo & M.Alves e Pradosia
restingae Terra-Araujo.

O primeiro capitulo mostra o resultado da andlise da superficie foliar através de
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura e sua contribui¢do para a taxonomia
das espécies estudadas. Por sua vez, o segundo capitulo complementa o primeiro com o
estudo da estrutura interna das folhas de Pradosia e destaca quais 0s possiveis metabdlitos de
interesse encontrados nas folhas.

A regido nordestina abrange nove estados e apresenta ampla diversidade de
topografias, climas, solos e fitofisionomias compreendendo cerca de 19,5% do territdrio
nacional (GARCIA, 1999), ainda assim ha caréncia de estudos botanicos para a regido
(CARNEIRO et al., 2015). Dentre os trés dominios fitogeograficos inseridos no Nordeste
(ROMA, 2007), a Caatinga, que representa quase todo o Semiarido brasileiro, ocupa destaque
territorial (BRASILEIRO, 2009), entretanto, mais de 80% das espécies de Sapotaceae sdo
registradas para a zona da Mata Atlantica (CARNEIRO et al., 2015).

Dentre as 17 espécies de Pradosia, citadas para o Brasil, cinco ocorrem nos dominios
da Mata Atlantica, uma delas é endémica da floresta costeira (ALVES-ARAUJO; ALVES,
2012; OSTROSKI et al., 2018) e todas as cinco espécies ocorrem no Nordeste (CARNEIRO
etal., 2015).

Sabe-se que a Mata Atlantica ocupa, atualmente, apenas 29% de sua cobertura
original e que cerca de 35% das espécies vegetais brasileiras estdo inseridas no dominio,
muitas delas endémicas e ameacadas de extincdo (BRASIL, 2018), o que a elege como um
dos grandes hotspots mundiais prioritarios para estratégias de manejo e conservacdo (MYERS
et al., 2000; TABARELLI et al., 2005).

Diante do exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo descrever a anatomia
foliar, verificando se a organizacdo dos tecidos contribui para a distingdo das espécies e,
ainda, utilizar procedimentos histoquimicos a fim de caracterizar histoquimicamente
compostos do metabolismo primario e secundario e detectar os metabélitos de uso comercial

e/ou medicinal.
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RESUMO

O presente estudo analisou através de microscopia de luz e microscopia eletrénica de
varredura (MEV) a epiderme foliar de seis espécies do género Pradosia Liais (Sapotaceae,
Chrysophylloideae) com ocorréncia registrada para o Nordeste brasileiro. As folhas
apresentam caracteristicas de adaptacdo a ambientes com solos pobres que variam entre as
espécies estudadas e os resultados encontrados ajudam a explicar a migracdo do género da

Floresta Amazonica para a Mata Atlantica através da barreira seca Caatinga-Cerrado.

Palavras-chave: Adaptacdo. Chrysophylloideae. Cuticula. MEV. Xeromorfia.
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ABSTRACT

The present study analyzed, through light microscopy and scanning electron
microscopy (SEM), the leaf epidermis of six species of the genus Pradosia Liais (Sapotaceae,
Chrysophylloideae) with occurrence recorded for the Northeast of Brazil. The leaves show
characteristics of adaptation to harsh edaphic conditions that vary between the analyzed
species and the results may explain the migration of the genus from the Amazon Forest to the

Atlantic Forest through the Caatinga-Cerrado dry climatic barrier.

Key-words: Adaptation. Chrysophylloideae. Cuticle. SEM. Xeromorphism.
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1 INTRODUCAO

A familia Sapotaceae Juss. € um importante componente de diversos estratos florestais
(GENTRY, 1993) com grande valor econémico principalmente na area de construcéo civil e
de embarcacGes, oferece, também, matéria-prima para a producdo de Oleos, preservativos,
borracha e outros derivados de latex (MONTEIRO et al., 2007b).

Pradosia L. pertence a familia Sapotaceae, subfamilia Chrysophylloideae e
compreende cerca de 26 espécies, sua distribuicdo geografica é restrita a América do Sul, com
uma Unica espécie se estendendo até o Panamé e Costa Rica (TERRA-ARAUJO et al., 2015;
2016). O género tem sua monofilia sustentada por uma Unica sinapomorfia, o fruto do tipo
drupaceo (PENNINGTON, 1990). E encontrado em diversos ambientes, desde florestas
estacionais deciduas e semideciduas a vegetacbes mais secas como restingas, campinas e
campinaranas, entretanto seu maior centro de diversidade s&o a Floresta Amazonica e a Mata
Atlantica (PENNINGTON, 1990; TERRA-ARAUO et al., 2016).

Para o Brasil séo registradas 17 espécies, dentre as quais citam-se sete para o Nordeste
brasileiro: Pradosia brevipes Ducke, Pradosia glaziovii (Pierre) T.D.Penn., Pradosia
granulosa Pires & T.D.Penn., Pradosia kuhlmannii Toledo, Pradosia lactescens (Vell.)
Radlk., Pradosia longipedicellata Alves-Araujo & M.Alves e Pradosia restingae Terra-
Araujo, cinco dessa possuem registro de ocorréncia para a Mata Atlantica (CARNEIRO et al.,
2015), sendo P. longipedicellata endémica da floresta costeira brasileira (ALVES-ARAUJO;
ALVES, 2012; OSTROSKI et al., 2018). P. granulosa ocorre na floresta Amazoénica e P.
brevipes, no cerrado stricto sensu.

Recentemente estudos de filogenia e morfologia sustentaram as espécies dentro do
género, com Pradosia longipedicellata como grupo irmdo das demais espécies e estas
agrupadas em trés clados: Montana, Flores-vermelhas e Casca-doce (TERRA-ARAUJO et
al., 2015). Segundo Faria et al., (2017), o género tem fortes relagdes com Chromolucuma
Ducke e Sarcaulus Radlk., porém pode ser classificado como subgénero de Pouteria Aubl., se
os dados morfoldgicos ndo fornecerem evidéncias compativeis com 0s conceitos genéricos.

A andlise da superficie foliar tem se mostrado importante na descricdo e distin¢do de
espécies de Sapotaceae, Popovkin et al. (2016) utilizaram a ornamentacdo cuticular como um
dos caracteres essenciais para a descricdo de uma nova espécie de Pouteria, 0 grau de
sinuosidade das paredes celulares e a ornamentagdo cuticular foram utilizados como

caracteres diagnosticos para distincdo de espécies do mesmo género (MONTEIRO et al.,
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2007a), de Manilkara Adans (ALMEIDA JR. et al., 2012) e Diploon Cronquist (LIMA et al.,
2019).

Assim, objetivo do presente estudo consistiu em caracterizar anatomicamente a
epiderme das folhas de seis espécies de Pradosia Liais que ocorrem no Nordeste brasileiro
visando contribuir com informacdes para o0 grupo sobre sua micromorfologia, selecionar
caracteres importantes para sua identificacdo, bem como ampliar os estudos sobre a flora

nordestina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e armazenamento

Primeiramente foi realizado o levantamento e identificacdo dos taxa através de
consulta a monografia da familia (PENNINGTON, 1990), publicacfes atuais acerca do
género (ALVES-ARAUJO; ALVES, 2012; TERRA-ARAUJO et al., 2013, 2016) e consulta
aos bancos de dados disponiveis online (CARNEIRO et al., 2015; CRIA, 2017).

A obtencdo do material analisado foi realizada por meio de expedi¢cdes de campo e nos
seguintes herbarios: Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB); Herbario do Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPEC), Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana
(HUEFS), Herbéario Professor Vasconcelos Sobrinho (PEUFR), Herbéario da Universidade
Federal de Sergipe (ASE), Herbario Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco
(UFP). Foi utilizado material identificado por especialistas e parte do material fresco foi
inserida no acervo do HUEFS. A lista de todos os especimes utilizados consta na tabela 1.

O material coletado fresco foi armazenado em Formaldeido + Acido Acético Glacial +
Etanol 70% (FAA) nas proporcdes 1:1:18 e em Formalina Neutra Tamponada (FNT)
(KRAUS; ARDUIN, 1997). O material herborizado foi reidratado por meio de fervura em
agua destilada e gotas de glicerina 50% por dois minutos, em seguida foram submetidas a
uma solucédo de hidréxido de potassio 2% por 24 horas como pré-tratamento para garantir a
total expanséo dos tecidos vegetais e evitar colapso das paredes celulares (SMITH; SMITH,
1942) e, posteriormente armazenadas em etanol 70% (KRAUS; ARDUIN, 1997).

2.2 Processamento e montagem

Para obtencdo da epiderme foliar, a técnica de diafanizacdo de Foster (MACEDO,
1997) foi utilizada, adaptando-se apenas o final do processo, no qual apds a total clarificacéo,
as folhas foram seccionadas com lamina de aco e o conteldo do mesofilo foi removido com
auxilio de pincel. O método de Jeffrey (MACEDO, 1997) foi utilizado para as espécies cujas
epidermes ndo puderam ser obtidas com a técnica anterior. A coloracdo foi feita com
safranina alcoodlica 1% (JOHANSEN, 1940).

Logo ap0s o processamento das amostras, laminas semipermanentes foram montadas
utilizando como meio de montagem glicerina 50% e esmalte incolor para selar. (KRAUS;
ARDUIN, 1997).

SecOes do terco médio das amostras foram secas em estufa a 60°C por trés horas,
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montadas em stubs com fita de carbono, metalizadas com ouro em metalizador Denton

Vacuum DESK IV e levadas para a microscopia eletronica de varredura (MEV).

2.3 Anélise qualitativa

Todas as laminas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscopio Leica DM500
acoplado com camera Leica ICC550W. As amostras montadas nos stubs foram fotografadas e
analisadas em microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-6390LV.

A terminologia empregada nas descri¢des segue Metcalfe e Chalk (1979).

A sinuosidade das paredes anticlinais foi classificada em quatro formas de acordo com
Gomes-Bezerra et al. (2018): reto, reto a curvo, ondulado (quando a parede anticlinal
apresenta curvas suaves) e sinuoso (quando as curvas das paredes anticlinais sdo mais
pronunciadas formando sinos ou I6bulos). Uma chave de identificacdo foi elaborada com os

caracteres anatdmicos mais significativos para identificagio das espécies.

2.4 Analise quantitativa e estatistica

Para as medidas das ceélulas epidérmicas foi utilizada uma ocular micrométrica
devidamente aferida, sendo as medidas e a contagem de células feitas em cinco campos de
cada lamina analisada, totalizando 25 medidas por amostra. O indice estomatico foi calculado
de acordo com Salisbury (1928), seguindo a formula SI =[S/ (E + S)] * 100, onde Sl é 0
indice estomatico, S é o numero de estdmatos por unidade de area e E € o numero de células
epidérmicas.

Para a obtencdo do nimero de estdmatos, tricomas e células epidérmicas ordinarias,
foram contados 25 campos por amostra, o resultado foi dividido por 0.196, que corresponde a
area observada em milimetros quadrados. Foi calculada a area das células epidérmicas e dos
estdmatos. Os dados quantitativos foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas através do teste de Tukey e do teste de Welch, para variancias desiguais entre as

amostras, ao intervalo de 5% de confianca.
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3 RESULTADOS

Pradosia granulosa Pires & T.D.Penn. ndo foi incluida no estudo devido a
indisponibilidade do material.

Todas as espécies apresentam tricomas tectores unicelulares do tipo malpighiéceo,
tricomas com dois bragos, em forma de T, com um dos bragos mais longo e base geralmente
curta, com quatro a sete células na base (Figura 1a) sendo que, para a maioria das espécies,
seis € 0 niumero médio de células na base dos tricomas (Tabela 2).

Na face abaxial, Pradosia brevipes (Figuras 1b) apresenta cicatrizes de tricomas
distribuidos por toda a superficie foliar. Pradosia glaziovii (Figuras 1c, d), Pradosia
longipedicellata (Figuras 1le-f) e Pradosia restingae (Figuras 1g) apresentam tricomas apenas
sobre as regides de nervura. Em Pradosia kuhlmannii (Figuras 1lh, i) e Pradosia lactescens
(Figuras j) quase ndo se observam cicatrizes de tricomas.

Na face adaxial, Pradosia brevipes (Figuras 2a, b), Pradosia glaziovii (Figura 2c),
Pradosia longipedicellata (Figura 2d) e Pradosia restingae (Figura 2e) apresentam cicatrizes
de tricomas dispersas pela superficie. Em Pradosia kuhlmannii (Figura 2f) e Pradosia
lactescens (Figuras 2g, h) as cicatrizes de tricomas restringem-se as regides de nervura, assim
como na face abaxial.

Espécimes de Pradosia longipedicellata (Queiroz, E.P. 1200; Santos, T.S. dos 4554)
apresentaram idioblastos contendo cristais prismaticos de oxalato de célcio na regido da
nervura central e nervuras secundarias da face abaxial (Figura 1f).

Pradosia brevipes foi a Unica espécie que apresentou folha anfiestomatica com maior
concentracdo de estdmatos na face abaxial, cerca de quatro vezes maior que na face adaxial
(Figuras 1 b; 2a, b; tabela 3), as demais espécies possuem folhas hipoestomaticas, Todas as
espécies estudadas apresentaram predominancia de estbmatos anisociticos, mas também
houve ocorréncia de estbmatos paraciticos em P. longipedicellata (Figura 1le). Pradosia
brevipes e P. restingae apresentaram 0s menores indices estomaticos e P. glaziovii, 0 maior
(Tabela 3).

Pradosia kuhlmannii e P. glaziovii apresentam a menor e a maior densidade de
tricomas, respectivamente, ambas as espécies tanto na face abaxial quanto na face adaxial,
(Tabela 3).

Quase todas as espécies apresentam células epidérmicas com formato retangular
predominando na face adaxial e células poligonais irregulares na face abaxial. As células

situadas sobre as nervuras (células costais) diferem-se das demais (células intercostais) em
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relacdo ao tamanho, as células costais sdo mais alongadas e orientam-se paralelamente umas
as outras e as paredes anticlinais sdo onduladas a retas, exceto em P. kuhlmannii (Figura 1h),
que ndo apresenta distincdo entre as células costais e intercostais com relacdo ao grau de
sinuosidade das paredes anticlinais, distinguem-se apenas na orientacdo do eixo maior das
células costais, que, assim como nas outras espécies, seguem o sentido das nervuras.

A sinuosidade das paredes anticlinais varia entre as espécies (Tabela 2). Na face
abaxial, o contorno celular varia de reto a ondulado em P. brevipes (Figura 1b) e P. glaziovii
(Figura 1c), sinuoso em P. kuhlmannii (Figura 1i) e P. lactescens (Figura 1j), reto a sinuoso
em P. longipedicellata (Figuras le, f) e P. restingae (Figura 19).

Né&o ha diferenciacdo entre celulas costais e intercostais na face adaxial de todas as
espécies, a ndo ser pela regido da nervura central em que todas apresentam células
retangulares com contorno variando entre reto e curvo (Tabela 2). P. brevipes (Figuras 2a, b)
e P. longipedicellata (Figura 2c) apresentam células com contorno ondulado na face adaxial,
P. glaziovii apresenta células com contorno reto (Figura 2d), P. restingae apresenta células
com contorno reto a curvo (Figuras 2e). P. kuhlmannii (Figura 2f) e P. lactescens (Figura 2g)
apresentam células com contorno sinuoso, em P. lactescens foram observadas cicatrizes de
tricomas na regido da nervura central (Figura 2h)

A microscopia eletronica de varredura mostrou que, na face abaxial, Pradosia
brevipes (Figura 3a), P. glaziovii (Figura 3b), P. kuhlmannii (Figura 3c) e P. lactescens
(Figura 3d) apresentam estrias epicuticulares ladeando os estdmatos, as estrias orientam-se
perpendicularmente ao comprimento dos estdmatos, exceto em P. glaziovii, em que as estrias
orientam-se paralelamente ao comprimento dos estdbmatos. P. longipedicellata (Figura 3e) e
P. restingae (Figura 3f) ndo apresentam qualquer ornamentacdo, a cuticula apenas forma
ondulag6es na superficie.

Na face adaxial, apenas em P. kuhlmannii (Figura 3g) e P. lactescens (Figura 3h)
foram observadas estrias epicuticulares, sendo estas, o Gnico tipo de ornamentacdo observado
nas especies analisadas. As estrias ndo apresentam padrdes diferentes (Figura 3i) sendo dificil
distinguir uma da outra.

Pradosia kuhlmannii e P. lactescens diferem uma da outra apenas no tamanho dos
estdmatos e area das células ordinarias da epiderme abaxial embora tais dados ndo sejam
estatisticamente importantes (Tabela 2).

As células da face adaxial sdo menores que na face abaxial, exceto em P. brevipes e P.
longipedicellata, que apresentam as células da face abaxial maiores que na face adaxial

(Tabela 2), entretanto as dimensdes celulares ndo interferem no ndmero de células por area,
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Ou seja, as espécies com maior nimero de células ndo necessariamente possuem células
menores com relagdo a outra face na mesma folha ou as outras espécies e 0 mesmo acontece
com a relacdo tamanho x densidade dos estobmatos (Tabelas 2 e 3). Pradosia lactescens possuli
0s menores estbmatos entre as seis especies (Tabela 3), entretanto P. glaziovii tem o maior
indice estomaético (Tabela 2).

A andlise de variancia e o teste de Tukey foram realizados excluindo P. brevipes
devido ao nimero amostral insuficiente da espécie. O nimero de células comuns por area e 0
tamanho das mesmas ndo apresentou diferenca significativa entre as espécies (p>0,05) O
indice estomaético variou significativamente entre as espécies (p<0,05), sendo o resultado da
andlise de variancia confirmado pelo teste F de Welch para varidncias desiguais entre as
amostras (p<0,05). Pradosia glaziovii difere significativamente de P. kuhlmannii e P.
lactescens, porém nédo difere de P. longipedicellata e P. restingae (Tabela 3), ndo houve
diferenca estatistica entre P. kuhlmannii, P. lactescens, P. longipedicellata e P. restingae
(Tabela 3).

A anélise de variancia para a densidade de tricomas apontou diferencas estatistica
entre as espécies (p<0,05), entretanto o teste de Welch ndo corrobora com o resultado para
variancias desiguais entre as amostras analisadas (p>0,05). De acordo com o teste de Tukey,
P. glaziovii difere de P. kuhlmannii, P. lactescens e P. restingae e P. lactescens difere,

também, de P. longipedicellata (Tabela 3).



Tabela 1. Lista dos espécimes de Pradosia Liais analisados no presente estudo.
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Espécie Coletor Voucher Municipio Dominio
ELi?(%S'a brevipes Yoshida-Arns, K. 302 UFP 60312 Formosa do Rio Preto, BA Cerrado
Pradosia _glaziovil o0 5 487 CEPEC 45756  Santa Cruz Cabrélia, BA  Mata Atlantica
(Pierre) T.D.Penn.
Daneu, L.H. 714 HUEFS 248191 Urucguca, BA Mata Atlantica
Heringer, E.P. 1007 PEUFR 5554 Recife, PE Mata Atlantica
?g?ggg'a kuhlmannii -cida E.S. 45 HUEFS 239533 Urucuca, BA Mata Atlantica
Santos, F.S. 656 CEPEC 42489  Santa Cruz Cabralia, BA  Mata Atlantica
Pacheco, L.M. 117 ALCB 049740 Santa Cruz Cabrélia, BA  Mata Atlantica
Oliveira, M. 1171 UFP 36101 Ibateguara, AL Mata Atlantica
Pradosia lactescens .\ kin AV, 1564 HUEFS 182492 Entre Rios, BA Mata Atlantica
(Vell.) Radlk.
Almeida, E.S. 35 HUEFS 239526 Urucuca, BA Mata Atlantica
Cardoso, D. 1610 HUEFS 116445 Amargosa, BA Mata Atlantica
Daneu, L.H. 715 HUEFS 248192 Marau, BA Restinga
Oliveira, M. 1484 UFP 38561 Ibateguara, AL Mata Atlantica
Silva, H.C.H. 205 PEUFR 42061 lgarassu, PE Mata Atlantica
Landim, M. 1212 ASE 7780 Santa Luzia do Itanhy, SE Mata Atlantica
Pradosia

longipedicellata

- Jardim, J.G. 92 HUEFS 114101 Una, BA Mata Atlantica
Alvea-Araljo &
M.Alves
Queiroz, E.P. 1200 HUEFS 150688 Salvador, BA Mata Atlantica
Queiroz, L.P. 13816 HUEFS 142032 Marau, BA Restinga
Santos, T.S. dos 4554 CEPEC 47499  Maral, BA Restinga
Pradosia r,e_stmgae Amaral, C. 41 ASE 6999 Barra dos Coqueiros, SE  Restinga
Terra-Aradjo
Alves-Aradjo, A. 694 UFP 63230 Tibau do Sul, RN Restinga
Landim, M. 1188 ASE 7430 Santo Amaro das Brotas, p.ciinga

SE




Tabela 2. Medidas das areas das células ordinarias e complexo estomético (ACE) em micrémetros quadrados, niumero de células da base dos
tricomas (CBT) e grau de sinuosidade das paredes anticlinais das células ordinarias, com seus respectivos desvios padréo (SD).

Células ordinarias )
+
Espécie (UMA)SD ACE (um?)xSD CBT Contorno celular

Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial

Pradosia brevipes Ducke 363,910 318,310 95,3+0 224,4+0 4(-5)-6 5(-6)-7 Ondulado Ondulado

pracosia glaziovil (PIee)  s54s1650  424+96a" 252,889 4(-6)7 4(5)-6 oo Ondulado
pradosia kuhlmannit 669,24250a 815,6+309b* 103,4+40a 4(6)-7 4(-6)-7  Inuosc  Sinuoso
;gzclil?smIactescens(VeII.) 650.5¢01a 713,3+146a* 221#27a  A(-5)-6  4(-5)-6 Sinuoso  Sinuoso
Pradosia longipedicellata - N N Ondulado  Sinuoso
Alves-Aratijo & M.Alves 824,2+115b 700,4+261a 305,1+55a 4(-5)-7 4(-5)-7

Zl;zgjpjla restingae Terra- 4894682  509.3+140a* 338+137a 5(-5)-6  4(-5)7 Reto/Curvo  Sinuoso

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. (*) Resultado ndo confirmado pelo teste F de Welch.
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Tabela 3. Densidade de células ordinarias, estdmatos e tricomas por milimetro quadrado e indice estomatico (SI), com seus respectivos desvios
padrdo (SD). (-) auséncia do caréter.

Espécie Células ordinarias +SD (mm?) Estdmatos/mm? +SD Tricomas/mm? +SD Sl

P Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
Pradosia brevipes Ducke 6388+0 527810 130+0 505+0 210 12940 4,810 8,910
_Fr’rgdggﬁ glaziovii (Pierre)  gacs pp3, 29414144 i 760+93a 33+3a*  142+50a* i 18,1484
?g’;‘ggg'a kuhlmannii 3526+265a 2502+159a i 4234251 8+7a* 13+1bc* i 13.9b
Pradosia lactescens ) * * .
(Vell) Radlk. 4765+52a 3711+177a 386+97b 12+7a 15+3c 9.3b
Pradosia longipedicellata 3994, 134, 3310+152a ; 502+92¢ 26+15a*  102+56ab* ; 13,4¢
Alves-Araudjo & m.Alves
Pradosia restingae Terra- 149,343, 4170+289% ; 474+113c 11+10a*  43+15bc* ; 8.7¢

Araujo

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. (*) Resultado ndo confirmado pelo teste F de Welch.



Figura 1. Epiderme foliar de Pradosia Liais em microscopia de luz: a. Tricoma malpighidceo em vista frontal. b. Face abaxial
de Pradosia brevipes. c-d. Pradosia glaziovii em vista frontal. c. Face abaxial evidenciando a alta densidade de tricomas. d.
Face abaxial. e-f. Pradosia longipedicellata em vista frontal. e. Detalhes: estdmatos paraciticos, cicatrizes de tricomas e
contorno celular. f. Detalhes: cristais prismaticos na nervura central. g. Face abaxial de Pradosia restingae. h-i. Pradosia
kuhlmannii em vista frontal. h. Face abaxial. i. Detalhes: estdmatos e contorno celular. j. Face abaxial de Pradosia lactescens.
Legenda: cr = cristal; ct = cicatriz de tricom; es = estdmatos; t = tricoma. Barras = 50 um; Figs. ¢, h =200 pm
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X1,700 _ 10um : X2,200 10pm

X2,700  5pm_ O\ ' X1,200  10pm

X2,200 10um

X430  50pm

Figura 3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da superficie foliar de Pradosia Liais. a. Face abaxial de
Pradosia brevipes. b. Face abaxial de Pradosia glaziovii. c. Face abaxial de Pradosia kuhlmannii. d. Face abaxial de
Pradosia lactescens. e. Face abaxial de Pradosia longipedicellata. f. Face abaxial de Pradosia restingae. g. Face
adaxial de Pradosia restingae evidenciando tricoma malpighiaceo. h. Face adaxial de Pradosia kuhlmannii. i. Face
adaxial de Pradosia lactescens. j. Detalhe: estrias epicuticulares observadas em P. kuhlmanii e P. lactescens.
Legenda: es = estbmato; et = estrias; h = hifas de fungos; t = tricoma.
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4 DISCUSSAO

Metcalfe e Chalk (1979) e Solereder (1908) citam a presenca de cristais prismaticos,
tricomas malpighidceos e células epidérmicas com contorno sinuoso como caracteres
diagndsticos para a identificacdo da familia Sapotaceae, o presente estudo corrobora com
esses autores e ressalta que Pradosia glaziovii e P. restingae apresentam excecfes quanto a
sinuosidade das paredes anticlinais nas células ordinarias da face adaxial. Os mesmos autores
apontam apenas para a presenca de estdbmatos anisociticos para a familia e, no presente
trabalho, também foram detectados estdmatos paraciticos em P. longipedicellata.

Fahn (1990) afirmou que, na maioria das dicotiledoneas, as folhas de sombra
apresentam paredes anticlinais sinuosas. Segundo Gomes e Neves (1993), a sinuosidade das
paredes anticlinais da epiderme é atribuida a grupos ocorrentes em ambientes umidos e, de
acordo com Arruda e Neves (2005) e Corréa et al. (2007), tambeém pode conferir resisténcia
mecanica a epiderme em épocas de escassez hidrica, 0 que evita o colapso da estrutura foliar.
Santiago et al. (2001) observou que folhas expostas ao sol apresentam células epidérmicas
com paredes anticlinais retas, como encontrado em P. restingae, que ocorre em zonas de
restinga da costa atlantica.

Como observado no presente estudo, Pradosia glaziovii também apresenta células
ordinarias com contorno reto, apesar de ser essencialmente encontrada em florestas Umidas,
de acordo com a literatura (PENNINGTON, 1990; TERRA-ARAUJO et al, 2016). E valido
ressaltar que a altura da planta influencia na exposicéo das folhas ao sol, e P. glaziovii alcanca
até 30 metros de altura, sendo que tal fato pode explicar, também as densidades estomaticas,
apesar de ndo ser estatisticamente importante, e de tricomas da espécie. Dentre os estudos
anatdmicos para outros géneros da familia, apenas Monteiro et al. (2007a) citam o grau de
sinuosidade das paredes anticlinais como carater importante para as espécies de Pouteria
Aublt., segundo esses autores, células epidérmicas sinuosas sdo um carater comum as espécies
do género.

Pradosia brevipes parece ser uma excec¢do a tal explicacdo, sendo a Unica espécie do
género ocorrente em cerrado stricto senso e apresenta certo grau de sinuosidade nas paredes
anticlinais das células ordinarias da epiderme, como citado para a familia por Solereder
(1908) e Metcalfe e Chalk (1979), o que significa que essa espécie apresenta outros
mecanismos de adaptacdo a ambientes secos, como o habito arbustivo geoxilico
(PENNINGTON, 1990; TERRA-ARAUJO et al., 2016) e a presenca de estdmatos na face
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adaxial, que estd comumente associada a grupos de climas secos e relacionados ao aumento
da condutancia méaxima da folha em relacdo ao CO, (MOTT et al., 1982).

Segundo Boeger et al. (1997) e Dickison (2000), plantas cujos habitats sdo areas
sujeitas a periodos de seca, ou predominantemente secos, tendem a desenvolver alto indice
estomatico e ornamentacdes cuticulares, pois 0 nimero de estdbmatos por area esta diretamente
relacionado com a capacidade de trocas gasosas. Entretanto ndo é o que se observa nas
espécies estudadas que ocorrem em ambientes secos, P. brevipes (face abaxial) e P. restingae
cujos indices estométicos ndo diferiram de nenhuma das demais espécies.

A presenca de cera epicuticular e de tricomas pode ser interpretada como melhor
forma de evitar perda de &gua e reté-la dentro destas condigdes, ndo prejudicando o
metabolismo do corpo vegetal alem de apresentar propriedades reflexivas evitando a redugéo
da absorbancia da radiacdo fotossinteticamente ativa (FAHN, 1990; DICKISON, 2000;
CUTLER et al., 2011), Theobald et al. (1979) defenderam que a presenca de tricomas, além
de ter valor taxondmico, é uma estratégia de defesa contra insetos fitofagos, pois segundo
estes autores, ha uma correlacdo negativa entre a densidade de tricomas e insetivoria e
0VOpOsicao.

Pennington (1990) e Terra-Araujo et al. (2016) descrevem P. glaziovii, P. kuhlmannii,
P. lactescens e P. restingae como glabras, entretanto foram observadas cicatrizes de tricomas
nos espécimes analisados no presente estudo. Metcalfe e Chalk (1950) sugeriram a presenca
de mais de um tipo de tricoma para a familia, porém, assim como Monteiro et al. (2007a),
Almeida Jr. et al. (2012) e Lima et al. (2019), apenas tricomas do tipo malpighiaceo foram
observados nos espécimes analisados. Em Pradosia foram observados tricomas em forma de
T, Lima et al. (2019) descreveu tricomas malpighidceos em forma de Y para Diploon
cuspidatum e Monteiro et al. (2007a) também descreveu tricomas com a mesma forma para
espécies de Pouteria.

Metcalfe e Chalk (1979) definem estrias como elevacdes ou dobras na cuticula. Alem
de ter funcéo fisioldgica bem estabelecida, a ornamentacdo cuticular tem valor taxondmico
(SOLEREDER, 1908). As estrias sdo citadas como um dos principais caracteres diagnosticos
para a identificacdo de Pouteria synsepala Popovkin & A.D.Faria (POPOVKIN et al., 2016),
ondulaces e estrias sdo citadas por Monteiro et al. (2007a) para caracterizar as espécies de
Pouteria ocorrentes no estado do Rio de Janeiro. Comparando os resultados obtidos por esses
autores com o0s aqui apresentados é possivel definir distingbes quanto & ornamentagdo
cuticular dos dois géneros, uma vez que as estrias presentes em Pouteria restringem-se a face
abaxial e organizam-se em forma de labirinto (MONTEIRO et al., 2007a; POPOVKIN et al.,
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2016) e as observadas em Pradosia, além de ocorrerem exclusivamente em torno dos
estomatos na face abaxial, estdo presentes na face adaxial de P. lactescens e P. kuhlmannii e
sdo orientadas paralelas umas as outras.

A presenca de cristais na epiderme de espécimes de Pradosia longipedicellata, pode
ter relacdo com o habitat da espécie (zonas de restinga) segundo Alves-Araujo e Alves (2012)
e Terra-Araujo et al (2016). De acordo com Franceschi (2001) e Franceschi e Nakata (2005),
a presenca de cristais prismaticos no tecido de revestimento pode representar vantagens
adaptativas a ambientes muito luminosos, como as restingas, devido as suas propriedades
reflexivas, bem como pode ser uma estratégia contra herbivoria. Cristais prisméaticos também
foram observados nas epidermes de espécies de Pouteria (MONTEIRO et al., 2007a).

Os resultados aqui apresentados podem elucidar a presenca de algumas espécies
arboreas em ambientes com solos arenosos claros e pobres em nutrientes (P. longipedicellata
e P. restingae), bem como caracteres xeromorficos em arvores de grande porte como P.
glaziovii, P. kuhlmannii e P. lactescens. Segundo Pillon et al. (2010), ambientes como cerrado
e restingas oferecem condicOes extremas e requerem uma pré-adaptacdo para serem
colonizados.

Terra-Aradjo et al. (2015) verificou tal pré-adaptacdo em P. longipedicellata.
Segundo o autor, em sua reconstrucao biogeografica para o género, um ancestral de Pradosia
estabeleceu-se principalmente na Floresta Amazonica por volta de 47.5 Ma com eventos de
dispersdo para a regido central do Brasil e alcangou a costa atlantica pela primeira vez ha
cerca de 34.4 Ma. Assim sendo é possivel explicar a presenca de caracteristicas adaptativas a

ambientes secos em plantas como P. glaziovii, P. kuhlmannii e P. lactescens.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho trouxe dados inéditos para o género Pradosia e, por conseguinte,
para a familia Sapotaceae, que podem corroborar com os estudos taxonémicos e filogenéticos
e, ainda, subsidiar estudos ecoldgicos. Pode-se verificar que a epiderme de todas as espécies
estudadas apresentam algum mecanismo de adaptacdo a ambientes secos, solos pobres em
nutrientes e com baixa taxa de retencdo de agua e alta luminosidade, tais como cuticula
ornamentada, alta densidade estomatica, células contendo drusas e alto nimero de tricomas
por area. Essas caracteristicas tem valor taxondmico dentro do género e podem explicar 0s

fendmenos de dispersdo e colonizacdo das espécies ao longo da sua histéria evolutiva.
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RESUMO

Sabendo-se dos problemas de identificacdo comuns dentro da familia Sapotaceae bem
como do potencial econdbmico e medicinal detido pelo grupo, o presente estudo teve como
objetivo analisar anatdbmica e histoquimicamente espécies do género Pradosia Liais a fim de
fornecer dados de valor taxonémico e importancia quimica para o género. Foram realizadas
secOes transversais do peciolo e da lamina foliar a mao livre e com auxilio de criostato e
seguidas as técnicas usuais em anatomia e histoquimica. Os resultados se mostraram
importantes para a distincdo entre as espécies do género e embasara estudos mais
aprofundados a cerca da sua sistematica e fitoquimica.

Palavras-chave: Adaptacdo. Anatomia foliar. Chrysophylloideae. Metabdlitos. Plantas
medicinais.
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ABSTRACT

Knowing the common identification problems within the Sapotaceae family as well as
the economic and medicinal potential held by the group, the present study aimed to analyze
anatomically and histochemically species of the genus Pradosia Liais in order to provide data
of taxonomic value and chemical importance for the gender. Cross sections of the petiole and
leaf blade were performed freehand and with the aid of a cryostat, followed by usual
techniques in anatomy and histochemistry. The results proved to be important for the
distinction between the species of the genus and will support more detailed studies about its
systematics and phytochemistry.

Key-words: Adaptation. Leaf anatomy. Chrysophylloideae. Metabolites. Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

Pradosia L. estd incluso na familia Sapotaceae, subfamilia Chrysophylloideae e
compreende cerca de 26 espécies (TERRA-ARAUJO; FARIA; SWENSON, 2016)
distribuidas em diversos ambientes, desde florestas estacionais deciduas e semideciduas a
vegetacOes mais secas como restingas, campinas e campinaranas, entretanto seu maior centro
de diversidade séo a Mata Atlantica e a Floresta Amazonica (PENNINGTON, 1990; TERRA-
ARAUJO et al., 2015).

Recentes estudos taxonémicos e filogenéticos sustentaram as posi¢les inter e
infragenéricas das espécies neotropicais de Chrysophylloideae, incluindo todas as espécies de
Pradosia, entretanto ndo elucidaram totalmente os problemas de distincdo das espécies
destacando a necessidade de estudos complementares, tais como a micromorfologia (TERRA-
ARAUJO et al., 2015; FARIA et al. 2017). Além disso, sabe-se que as espécies da familia
detém grande potencial econdmico, tanto pela madeira de lei e latex (MONTEIRO et al.,
2007b) quanto pelos compostos que ja foram registrados para a familia e que sdo de interesse
medicinal, principalmente (KUSHIMA et al., 2005; BAKY et al., 2016) e que a correta
identificacdo e imprescindivel para estudos voltados a bioprospeccdo (REGINATTO, 2017).

Das 17 espécies registradas para o Brasil, foram analisadas no presente estudo atraves
de técnicas anatdbmicas e histoquimicas Pradosia brevipes Ducke; Pradosia glaziovii (Pierre)
T.D.Penn.; Pradosia kuhlmannii Toledo; Pradosia lactescens (Vell.) Radlk.; Pradosia
longipedicellata Alves-Araldjo & M.Alves e Pradosia restingae Terra-Araujo, todas citadas
para o Nordeste brasileiro, com o objetivo de levantar caracteres de valor taxonémico,
identificar metabolitos de interesse comercial e/ou medicinal e, ainda, fornecer informacdes
acerca da flora nordestina, a qual carece de estudos (MARIN; SANTOS, 2014).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e armazenamento

O material analisado no presente trabalho foi coletado em campo e em herbarios apds
consulta & bibliografia disponivel (PENNINGTON, 1990; ALVES-ARAUJO; ALVES, 2012;
TERRA-ARAUJO et al., 2013, 2016) e aos bancos de dados online (CARNEIRO et al., 2015;
CRIA, 2017). O material herborizado utilizado foi coletado nos estados de Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe e devidamente identificado por especialistas,
parte do material fresco foi inserida no acervo do HUEFS. A lista de todos os espécimes
utilizados consta na tabela 1.

O material coletado fresco foi dividido em duas partes, uma parte para os estudos
anatdmicos e a outra para a analise histoquimica. O material destinado a anatomia foi
armazenado em Formaldeido + Acido Acético Glacial + Etanol 70% (FAA) nas proporcoes
1:1:18 e em Formalina Neutra Tamponada (FNT) (KRAUS; ARDUIN, 1997). O material
destinado a histoquimica foi armazenado em sacos herméticos submetidos a refrigeracéo,

sendo estas amostras processadas prioritariamente.

2.2 Processamento

Foram utilizadas folhas adultas, totalmente expandidas coletadas a partir do terceiro né
dos ramos de individuos estudados. Todas as amostras herborizadas foram submetidas a uma
solucdo de hidréxido de potéssio 2% por 24 horas como pré-tratamento para garantir a total
expansdo dos tecidos vegetais e evitar colapso das paredes celulares durante o processamento
(SMITH; SMITH, 1942).

Foram realizadas se¢des transversais do peciolo e da lamina foliar a méo livre, com
auxilio de laminas de aco, e com criostato (microtomo de congelamento). As amostras
secionadas a médo livre foram diafanizadas com hipoclorito de sdédio comercial e coradas com
azul de astra 1% e safranina 1% aquosos (9:1) (JOHANSEN, 1940; KRAUS; ARDUIN,
1997).

Para as secdes com auxilio do criostato, as amostras foram submetidas a inclusdo em
Polietilenoglicol 1500 (PEG) seguindo Barbosa et al. (2010). As se¢des foram realizadas com
40 um de espessura utilizando o criostato Leica CM1860 a -5°C, o material ndo foi
diafanizado e a coloracdo foi feita com azul de alcian 1% e safranina 1% aquosos (9:1)
(LUQUE et al., 1996).

Para os testes histoquimicos, foram feitas se¢des transversais & méo livre do peciolo e

da regido mediana das folhas de Pradosia glaziovii e Pradosia lactescens. Os testes realizados
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de acordo com Kraus e Arduin (1997) foram: sudan Il e IV, para identificacdo de lipidios;
vermelho de Ruténio 0,02%, para identificacdo de substancias peécticas; floroglucinol em
etanol 95% e &cido cloridrico 37%, para identificacdo de lignina; reagente de Fehling, para
identificacdo de acucares redutores; e cloreto de zinco iodado, para identificacdo de amido,
lignina e celulose. Os testes feitos de acordo com Macedo (1997) foram: cloreto de ferro 11l e
carbonato de sddio 10%; para identificacdo de taninos; lugol, para identificacdo de amido; e
acido cloridrico 10% para determinacdo da composi¢do quimica dos cristais. Os testes feitos
de acordo com Figueiredo (2007) foram: dicromato de potassio, para identificacdo de taninos;
azul de Comassie, para identificacdo de proteinas; azul de Alcian, para identificacdo de

polissacarideos &cidos; e &cido tanico e cloreto de ferro I11, para identificagdo de mucilagens.

2.3 Montagem e anélise qualitativa

As laminas de anatomia foram confeccionadas utilizando gelatina glicerinada como
meio de montagem e parafina como selante. As laminas de histoquimica foram
confeccionadas utilizando glicerina 50% como meio de montagem e esmalte incolor, como
selante (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Todas as laminas foram analisadas e fotografadas em microscopio de luz Leica
DM500 com captura de imagem acoplada Leica ICC550W e estereomicroscopio Leica EZ4W
com captura acoplada Leica ICC550W.

A terminologia utilizada nas descri¢cbes segue Radford (1974), para a descri¢cdo do

peciolo, e Metcalfe e Chalk (1950, 1983) para a descricao da lamina foliar.

2.4 Analise quantitativa e estatistica

O grau de espessura da cuticula foi determinado da seguinte forma: utilizando ocular
devidamente aferida, no aumento de 100X, foram medidos 20 campos de cinco das laminas
confeccionadas com as secOes transversais do limbo foliar e do peciolo, dos quais dez campos
foram medidos na face abaxial das folhas e dez campos na face adaxial e, de acordo com o
observado, a cuticula foi classificada como fina (1,0 um < 2,0 um), média (> 2,0 um < 4,0
pm) e espessa (> 4,0 um). Foi medido também a largura e o comprimento das células do
parénquima palicadico, a espessura total do mesofilo e a porcentagem ocupada pelo
parénquima palicadico no mesofilo.

Os dados quantitativos foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas através do teste de Tukey e ao teste de Welch, para variancias desiguais entre as

amostras, ao intervalo de 5% de confianca.
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3 RESULTADOS

3.1 Peciolo

Todas as espécies estudadas apresentam peciolo com a epiderme uniestratificada, feixe
vascular medulado circundado por uma bainha descontinua de fibras esclerenquimaticas,
laticiferos distribuidos pela regido cortical e feixe vascular, cristais prismaticos de oxalato de
célcio e colénquima do tipo angular no cortex (Figuras 1a, b).

Todas as espécies apresentam variacdo no contorno do peciolo e na organizacdo do
feixe vascular entre a regido distal e proximal, considerando como proximal, a por¢do do
peciolo que se conecta com o ramo e distal, a porcdo que se conecta com a lamina foliar. Em
Pradosia brevipes, o peciolo é plano-convexo, apresenta sete estratos de colénquima do tipo
angular na regido cortical e o feixe vascular tem forma de arco fechado com medula
parenquimatica, na regido proximal é mais achata dorsoventralmente que na regido distal
(Figuras 1c, d).

Na regido proximal, Pradosia glaziovii (Figura 1e), Pradosia kuhlmannii (Figura 1f),
P. longipedicellata (Figura 1g) e P. restingae (Figura 1h) apresentam peciolo com contorno
circular e feixe vascular em arco fechado, P. glaziovii e P. restingae apresentam feixes
medulares (Figuras 1 e, h). O peciolo de Pradosia lactescens é plano-convexo na regido
proximal e o feixe vascular é em arco aberto com as extremidades invaginadas (Figura 1i).

Na regido mediana, P. lactescens (Figura 1j) e P. glaziovii (Figura 1le) apresentam
peciolo com contorno céncavo-convexo com prolongamentos na face adaxial e feixe vascular
em arco fechado, P. kuhlmannii (Figura 1k) e P. longipedicellata (Figura 1l) apresentam
peciolos com contorno eliptico. Na regido distal, P. restingae (Figura 1m), P. lactescens
(Figura 1n) e P. glaziovii (Figura 10) apresentam peciolo com contorno céncavo-convexo, P.
glaziovii e P. restingae apresentam feixes acessorios.

Pradosia glaziovii e Pradosia restingae apresentam tricomas malpighiaceos, tricomas
com dois bracos, em forma de T ou de Y, com um dos bracos mais longo e base geralmente
curta, no peciolo (Figuras 1le, h, m, 0).

A cuticula é fina nos peciolos de Pradosia brevipes, Pradosia glaziovii e Pradosia
lactescens, tem espessura mediada em Pradosia longipedicellata e Pradosia restingae e é

espessa em Pradosia kuhlmannii (Tabela 2).

3.2 Lamina foliar
Em secdo transversal, todas as espécies estudadas apresentam folhas com epiderme

uniestratificada, mesofilo dorsiventral, nervura central colateral medulada e circundada por
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bainha esclerenquimatica, a regido cortical apresenta trés a quatro estratos de colénquima do
tipo angular, idioblastos contendo cristais prismaticos de oxalato de célcio e laticiferos. Os
laticiferos também estdo presentes na medula da nervura central. Os estbmatos encontram-se
no mesmo nivel da camada epidérmica.

Pradosia glaziovii e Pradosia restingae apresentam feixes medulares na nervura
central (Figuras 2a, b). Pradosia brevipes (Figura 2c), Pradosia longipedicellata (Figura 2d),
Pradosia kuhlmannii (Figura 2e) e Pradosia lactescens (Figura 2f) apresentam medula
parenquimatica com laticiferos inseridos no centro e ao redor da nervura central. Tricomas
séo encontrados na face abaxial da regido da nervura central de P. glaziovii e de P. restingae
(Figuras 2a, b). Em todas as espécies analisadas, o parénquima pali¢adico € interrompido por
tecido de sustentagdo na regido da nervura central (Figuras 2a-f).

Pradosia longipedicellata apresenta dois estratos de parénquima palicadico (Figura
3a), P. brevipes (Figura 3b), P. glaziovii (Figuras 3c, d), P. kuhlmannii (Figura 3e), P.
lactescens (Figuras 3f, g) e P. restingae (Figura 3h) apresentam apenas um estrato de
parénquima palicadico. Pradosia glaziovii e P. lactescens apresentam idioblastos contendo
cristais prismaticos na regido do parénquima palicadico (Figuras 3d, g).

Em P. brevipes, P. glaziovii e P. restingae, as células do parénquima esponjoso sao
alongadas, levemente ramificadas e orientadas com o maior eixo paralelo as células do
parénquima palicadico, ocorrem espacos intercelulares nesta regido do mesofilo (Figuras 3b,
c, h).

Ja em Pradosia longipedicellata e P. kuhlmannii, o parénguima esponjoso é composto
por células também alongadas, porém orientadas com o0 eixo maior perpendicular ao
parénquima palicadico e de modo que os espacos intercelulares no mesofilo destas espécies
sejam reduzidos em relacdo as demais (Figuras 3a, €).

Em Pradosia lactescens, foi observada a presenca de células com caracteristicas de
parénquima aquifero — células volumosas, com grandes vacuolos, paredes delgadas e,
geralmente, sem cloroplastos — localizadas no mesofilo, junto ao parénquima esponjoso, e
ladeando a nervura central (Figuras 2f; 3f, g).

O parénquima palicadico é organizado de forma justaposta em todas as espécies e o
parénquima esponjoso possui espacos intercelulares em P. brevipes, P. glaziovii e P.
restingae (Figuras 3b, ¢, h). As células do parénquima paligddico s80 mais estreitas e
alongadas em P. brevipes, P. glaziovii e P. restingae (Figuras 3b, c, h; Tabela 2) e mais curtas

e largas em P. kuhlmannii e P. lactescens (Figuras 3e, f, g; Tabela 2). Em P. glaziovii e P.
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lactescens também foi observada a presenca de idioblastos contendo cristais prismaticos de
oxalato de calcio no tecido clorofiliano (Figuras 3d, g).

Pradosia brevipes (Figura 3b), P. glaziovii (Figura 3c), P. longipedicellata (Figura 3a)
e P. restingae (Figura 3h) apresentam estratos subepidérmicos que variam em nUmero e
composicdo tecidual. P. longipedicellata possui um estrato subepidérmico de tecido
colenquimético, ja P. brevipes, P. glaziovii e P. restingae possuem até trés estratos
subepidérmicos de tecido parenquimatico.

Fibras esclerenquimaticas dispdem-se em feixes que atravessam o mesofilo desde a
epiderme adaxial, ou partindo dos estratos subepidérmicos, até os ualtimos estratos do
parénquima esponjoso formando colunas de sustentacéo, tais estruturas foram observadas em
todas as espécies (Figuras 3b-d, f-h), exceto P. longipedicellata e P. kuhlmannii (Figuras 3a,
e), e podem ou ndo estar associadas as nervuras secundarias. Em P. restingae, aléem das
colunas, foram observados fibras de esclerénquima intercaladas com as células
parenquimaticas do estrato subepidérmico (Figura 3h).

O bordo ¢ levemente fletido em P. lactescens (Figura 4a) e P. kuhlmannii (Figura 4b),
fletido em P. glaziovii e P. longipedicellata (Figuras 4c, d) e ndo-fletido em P. brevipes e P.
restingae (Figuras 4e, ). Os bordos de todas as espécies também apresentam tecidos de
sustentacdo na regido distal bordo, sendo esclerénquima, seguido de trés estratos de
colénquima em P. brevipes e P. restingae (Figuras 4e, f), P. kuhlmannii e P. glaziovii (Figuras
4b, c) apresentam poucas fibras de esclerénquima proximas a regido distal do bordo e P.
lactescens e P. longipedicellata (Figuras 4a, d) apresentam apenas colénquima nesta regido.
Apenas P. brevipes (Figura 4e) apresenta laticiferos na extremidade do bordo.

Das espécies estudadas, P. kuhImannii apresenta 0 mesofilo com menor espessura total
e P. restingae, o maior. Denota-se uma diferenca significativa (p<0,05) entre as espessuras
dos mesofilos destas espécies, P. kuhlmannii ndo difere estatisticamente de P. lactescens e P.
glaziovii (p>0,05), entretanto P. glaziovii também nao difere de P. longipedicellata e P.
longipedicellata € semelhante a P. restingae (Tabela 2). Pradosia brevipes ndo foi incluida
nas analises estatisticas devido ao niumero amostral insuficiente. Quanto as dimensdes do
parénquima palicadico, ndo ha uma proporcionalidade estatistica entre os didametros maior e
menor das espécies, a exemplo, P. lactescens difere de P. restingae em relacdo ao diametro
maior da palicada, porém néo sdo diferentes quanto ao didmetro menor das mesmas células
(Tabela 2).

A cuticula forma flanges na regido da nervura central e do bordo de todas as espécies

(Figuras 2a-f; 4a-f). A espessura varia na face adaxial das espécies estudadas, P. kuhlmannii e
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P. lactescens apresentam cuticula fina em ambas as faces, P. longipedicellata apresenta
cuticula com espessura mediana na face adaxial e fina na face abaxial, P. glaziovii apresenta
cuticula espessa na face adaxial e fina na face abaxial e P. brevipes e P. restingae apresentam
cuticula espessa na face adaxial e cuticula com espessura mediana na face abaxial.
Estatisticamente, é possivel observar distingdo na espessura da cuticula na face adaxial e no
peciolo (p<0,05). Na face abaxial, apenas P. restingae distingue-se das demais espécies.
Pradosia kuhlmannii e P. lactescens sdo semelhantes na face adaxial (p>0,05) e diferem das
demais espécies, P. longipedicellata difere de P. restingae, porém P. glaziovii € semelhante a
P. longipedicellata e P. restingae. Quanto ao peciolo, apenas P. longipedicellata e P.
restingae néo diferem entre si. (Tabela 2).

A seguinte chave de identificacdo foi elaborada com os caracteres qualitativos e
quantitativos mais importantes para identificar as espécies de Pradosia analisadas no presente

trabalho, incluindo os resultados analisados no primeiro capitulo.

1 FOIha anfieStOMALICA. .......cueeieieeciiee et sreesre e P. brevipes
17 FOINA NIPOESIOMALICA. ......eevieeieeeie ittt ettt e e re et en e eraesa e e e e e enas 2
2 Presenca de estrato subepidérmico, auséncia de estrias epicuticulares da face adaxial e
CULTCUIA MEIANA/ESPESSA. 1. uveevveiveeireesteeeeieettestee st estesta et e st e se e e es e ateesae e s e s e e e enbeanaesraeseesneennes 3
2’ Auséncia de estrato subepidérmico, presenca de estrias epicuticulares da face adaxial e
CULTCUIA FIN@L ...ttt ettt st se e ettt sttt e 5
3 Cuticula de espessura mediana, estrato subepidérmico colenquimatico e dois estratos de
parénquima PaliCAdICO. .........ccceieiie e e P. longipedicellata

3’ Cuticula espessa, estrato subepidérmico parenquimatico e um estrato de parénquima

[0 LT Tor=To 1 ot o TSP 4
4 Bordo fletido, células epidérmicas adaxiais com contorno reto e alta densidade estomatica
(BZT60/MIMZ) ...ttt ettt ettt ettt et ettt ettt et et s e ettt e et et neneees P. glaziovii
4’ Bordo nédo fletido, células epidérmicas adaxiais com contorno curvo e baixa densidade
ESLOMALICA (STBO/MIM).....eeieiececece ettt e P. restingae
5 Presenca de parénquima aquifero no mesofilo...........ccccoevviviiiicci e, P. lactescens

5' Auséncia de parénquima aquifero no mesofilo...........cccccveveeeiiiiccccc e, P. kuhlmannii
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3.3 Histoquimica
Os testes histoquimicos foram realizados apenas para Pradosia glaziovii e Pradosia

lactescens, devido a falta de disponibilidade de material fresco das demais espécies analisadas
no presente estudo.

Foram observados resultados similares nas espécies analisadas. Os polissacarideos
acidos foram detectados apenas no tecido floemético de P. glaziovii (Figuras 5a, b) e de P.
lactescens (Figuras 5c, d). Graos de amido foram detectados em células de parénquima da
regido perivascular formando uma bainha amilifera ao redor dos peciolos das duas espécies
(Figuras 5e, f) e no parénquima palicadico de P. lactescens (Figura 5g). Lignina foi detectada
apenas nos tecidos xilematico e esclerenquimético de ambas as espécies (Figuras 5g-k).

Mucilagens foram evidenciadas apenas no tecido vascular de P. glaziovii (Figural 5I;
6a). Taninos foram evidenciados nos cilindros vasculares e nos mesofilos de ambas espécies
(Figuras 6b-e). Lipidios estavam presentes apenas na cuticula e nos laticiferos (Figuras 6f-i;
7a) e o teste de solubilidade em &cido cloridrico determinou que os cristais prismaticos séo
compostos por oxalato de calcio.

Substancias pecticas (Figuras 7b-e) e proteinas (Figuras 7f-i) foram evidenciadas em
toda a estrutura foliar, exceto pela auséncia ou pouca concentracdo das substancias pécticas
no xilema, parénquimas palicadico e esponjoso, cuticula e cristais das espécies analisadas. Foi
observada, também, maior concentracdo das substancias pécticas na lamela media entre a
epiderme e as células subjacentes. Ndo houve identificacdo de acucares redutores em
nenhuma das espécies.

Em Pradosia lactescens, ndo houve qualquer reacdo nas células com caracteristicas de
parénquima aquifero, exceto os testes realizados com azul de Alcian e azul de Comassie
devido as ja citadas proteinas estruturais e a celulose presente nas paredes celulares que
também é corada pelo primeiro corante, o que pode confirmar a natureza de armazenamento
de &gua destas células.

As tabelas 3 e 4 foram elaboradas para melhor visualizacdo dos resultados obtidos.
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Tabela 1. Lista dos espécimes de Pradosia Liais (Sapotaceae) analisados no presente estudo.

Espécie Coletor Voucher Localidade Dominio
ELi?(%S'a brevipes Yoshida-Arns, K. 302 UFP 60312 Formosa do Rio Preto, BA Cerrado
Pradosia glaziovii . £ 5 g7 CEPEC 45756  Santa Cruz Cabrélia, BA  Mata Atlantica
(Pierre) T.D.Penn.
Daneu, L. H. 714* HUEFS 248191 Uruguca, BA Mata Atlantica
Heringer, E.P. 1007 PEUFR 5554 Recife, PE Mata Atlantica
.T_g?ggj'a kuhlmannii Almeida, E.S. 45 HUEFS 239533 Uruguca, BA Mata Atlantica
Santos, F.S. 656 CEPEC 42489  Santa Cruz Cabralia, BA  Mata Atlantica
Pacheco, L. M. 117 ALCB 049740 Santa Cruz Cabralia, BA  Mata Atlantica
Oliveira, M. 1117 UFP 36101 Ibateguara, AL Mata Atlantica

Pradosia lactescens
(Vell.) Radlk.

Pradosia
longipedicellata
Alves-Araljo &
M.Alves

Pradosia restingae
Terra-Araljo

Almeida, E.S. 35

Popovkin, A.V. 1564
Cardoso, D. 1610
Daneu, L.H. 715*
Oliveira, M. 1484
Silva, H.C.H. 205
Landim, M. 1212

Jardim, J.G. 92

Queiroz, E.P. 1200
Queiroz, L.P. 13816
Santos, T.S. dos 4554

Amaral, C. 41
Landim, M. 1188

Alves-Araljo, A. 694

HUEFS 239526

HUEFS 182492
HUEFS 116445
HUEFS 248192
UFP 38561
PEUFR 42061
ASE 7780

HUEFS 114101

HUEFS 150688
HUEFS 142032
CEPEC 47499

ASE 6999
ASE 7430

UFP 63230

Uruguca, BA
Entre Rios, BA

Amargosa, BA

Marau, BA
Ibateguara, AL
Igarassu, PE

Santa Luzia do Itanhy, SE

Una, BA

Salvador, BA
Marau, BA
Marau, BA

Barra dos Coqueiros, SE

Santo Amaro das Brotas,

SE
Tibau do Sul, RN

Mata Atlantica

Mata Atlantica
Mata Atlantica
Restinga

Mata Atlantica
Mata Atlantica
Mata Atlantica

Mata Atlantica

Mata Atléantica
Restinga
Restinga

Restinga

Restinga

Restinga

*Material utilizado para histoquimica.
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Tabela 2. Medidas da espessura da cuticula, mesofilo e dimensdes do parénquima pali¢adico das espécies de Pradosia Liais estudadas com seus
respectivos desvios padréo.

Espécie Cuticula £SD (um) Mesofilo +SD Parénquima palicadico +SD (um)
Adaxial Abaxial  Peciolo (nm) Diametro menor Diametro maior

Pradosia brevipes Ducke 4,240 2,60 4,610 139,30 8,810 68+0
Pradosia glaziovii (Pierre) T.D.Penn. 53+2ac  1l,4+la 2,3tla  107,1+15ab 8+la 77,7+12a
Pradosia kuhlmannii Toledo 1,6+1b 1,2+1a 1,4+1b 74,8+1a 16+1b 28,1+1b
Pradosia lactescens (Vell.) Radlk. 1,2+1b 1+0a 1,1+1c 82+6a 9,4+1ad 37,5x1bc
Pradosia longipedicellata Alves-Aradjo & M.Alves 3,7+la  1,8tla 3,5+0d  154,1+28bc 13,3£c 50,4+2c
Pradosia restingae Terra-Araljo 6,2t1c  3,5%lb 3,8+1d 199+24c 9,6+1d 73,8t1a

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



Tabela 3. Anélise histoquimica de Pradosia glaziovii (Pierre) T.D.Penn. Legenda: Co = colénquima; BA = bainha amilifera; Xi = xilema; FI =

floema; Es = esclerénquima; Me = medula; La = latiferos; Cu = cuticula; Cr = cristais; PP = parénquima palicadico; PE = parénquima
esponjoso; PA = parénquima aquifero; Ep = epiderme; Tr = tricomas. (-) = auséncia de metabdlito; (+) = presenca de metabdlito.

Peciolo Lamina foliar
Composto Reagente - -
Co BA Xi FI Es Me Ep La Cu Tr Cr|PP PE Ep Xi FI Es Me La BA Co Cr Tr Cu
Acucares redutores  Reagente de Fehling e
. Lugol S 2
Amido o
Cloreto de zinco iodado e
Mucilagens Acido tanico + Cloreto férrico o S e e e e T T SR S
Substancias pécticas  Vermelho de Ruténio + + -+ + + + 4+ - 4+ - - -+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ -
Proteinas Azul de Comassie + + + + + + + 4+ - 4+ -+ + + + + + + o+ o+ o+ -+ -
o Floroglucinol + Acido cloridrico e T
Lignina .
Cloreto de zinco iodado e
Polissacarideos acidos Azul de Alcian e
. Cloreto férrico + Carbonato de sédio + - - + - - + - - - - |+ 4+ - - + - - - - - - - .
Taninos . o
Dicromato de Potéssio T T e T
L Sudan 111 e T T
Compostos lipofilicos
Sudan IV e T T
Oxalato de calcio Acido cloridrico e

59
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Tabela 4. Andlise histoquimica de Pradosia lactescens (Vell.) Radlk. Legenda: Co = colénquima; BA = bainha amilifera; Xi = xilema; Fl = floema; Es =

esclerénquima; Me = medula; La = latiferos; Cu = cuticula; Cr = cristais; PP = parénquima palicadico; PE = parénquima esponjoso; PA = parénquima
aquifero; Ep = epiderme; Tr = tricomas. (-) = auséncia de metabdlito; (+) = presenca de metabdlito.

Peciolo Lamina foliar
Composto Reagente - -
Co BA Xi FI Es Me Ep La Cu Tr Cr|PP PE Ep Xi FI Es Me La BA Co Cr Pa Cu
Acucares redutores Fehling T IR - - - - - - -
. Lugol - I - - - - - - -
Amido . .
Cloreto de zinco iodado S R R R T IR - - - - - - -
Mucilagens Acido tanico + Cloreto férrico T - - - - - -
Substéncias pécticas Vermelho de Ruténio + + 4+ + 4+ 4+ + 4+ -+ + |- - + + + 4+ o+ - -
Proteinas Azul de Comassie + + -+ - 4+ + 4+ - o+ - |+ + + - o+ 4+ 4+ + -
o Floroglucinol + Acido cloridrico S T e T -+ - - - - -
Lignina . .
Cloreto de zinco iodado S T R -+ - - - - -
Polissacarideos &cidos  Azul de Alcian B T S IR + - - - - - -
. Cloreto férrico + Carbonato de sédio e e I + - - - - - -
Taninos . -
Dicromato de Potéssio S R I S + - - - - - -
o Sudan 111 e A ST R - - - -+ -+
Lipidios
Sudan IV . T T O - - - -
Oxalato de célcio Acido cloridrico T T - - - - - -
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Figura 1. Sec¢do transversal do peciolo das espécies de Pradosia Liais analisadas, destacando as principais
modificacbes na morfologia e na organizacdo do feixe vascular. a-b. Detalhe: cristais prismaticos, laticiferos e
medula vascular presentes em todas as espécies analisadas. c-d. Pradosia brevipes ¢. Regido proximal. d. Regido
mediana-distal. e-f. Pradosia glaziovii. e. Regido proximal-mediana. f. Regido distal. g-h. Pradosia kuhlmannii.
g. Regido proximal. h. Regido mediana-distal. i-k. Pradosia lactescens. i. Regido proximal. j. Regido mediana.
k. Regido distal. I-m. Pradosia longipedicellata. |. Regido proximal. m. Regido mediana-distal. n-o. Pradosia
restingae. n. Regido proximal-mediana. 0. Regido distal. Legenda: co = colénquima; e = esclerénquima; fa =
feixes acessorios; fl = floema; fm = feixes medulares; | = laticiferos; m = medula; t = tricoma; x = xilema.
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Figura 2. Secdo transversal da nervura central das folhas das espécies de Pradosia Liais estudadas. a. Pradosia glaziovii. b. Pradosia restingae. c. Pradosia
brevipes. d. Pradosia longipedicellata. e. Pradosia kuhlmannii. f. Pradosia lactescens. Legenda: co = colénquima; e = esclerénquima; fa = feixes acessérios; fl =
floema; fm = feixe medular; m = medula; pa = parénquima aquifero; t = tricoma; x = xilema.



Figura 3. Secéo transversal do mesofilo foliar das espécies de Pradosia Liais estudadas. a. Pradosia
longipedicellata. b. Pradosia brevipes. c. Pradosia glaziovii. d. Detalhe: idioblasto contendo cristal
prismatico no parénquima palicadico de P. glaziovii. e. Pradosia kuhlmannii. f. Pradosia lactescens. g.
Detalhe: idioblastos contendo cristais prismaticos no parénquima palicadico de P. lactescens e
parénquima aquifero. h. Pradosia restingae. Legenda: ¢ = cuticula; ce = coluna de esclerénquima; cs =
estrato subepidérmico; ep = epiderme; fv = feixe vascular; pa = parénquima aquifero; pe = parénquima
esponjoso; pp = parénquima pali¢adico. Barras: 200 um; Figs. d, g = 50 um
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Figura 4. Secéo transversal do bordo foliar das espécies de Pradosia Liais estudadas. a. Pradosia kuhlmannii. b. Pradosia lactescens. ¢. Pradosia glaziovii. d. Pradosia
longipedicellata. e. Pradosia brevipes. f. Pradosia restingae. Legenda: ce = coluna de esclerénquima; co = colénquima; e = esclerénquima; pa = parénquima aquifero; pe =
parénguima esponjoso; pp = parénquima palicadico. Barras = 200 pm
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500 ym

500 pm

Figura 5. Testes histoquimicos em se¢des transversais do peciolo e regido mediana foliar de Pradosia Liais. a-
d. Reagdo com Azul de Alcian evidenciando os polissacarideos acidos no floema (em azul escuro). a-b. Pradosia
glaziovii. c-d. Pradosia lactescens. e-f. Rea¢do com Lugol evidenciando os grdos de amido (em azul escuro). e.
Pradosia glaziovii. f. Pradosia lactescens. g. Rea¢do em Pradosia lactescens com Cloreto de Zinco iodado
evidenciando os grdos de amido (em preto), lignina (em amarelo) e celulose (em cinza). h-k. Rea¢do com
Floroglucinol e Acido cloridrico evidenciando lignina no xilema (em vermelho). h-i. Pradosia glaziovii. j-k.
Pradosia lactescens. Secdo transversal da regifo mediana da folha. |. Reag&o em Pradosia glaziovii com Acido
tanico e Cloreto de ferro 111 evidenciando as mucilagens no tecido vascular (em preto).
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200 pm

i W
Figura 6. Testes histoquimicos em se¢des transversais da regido mediana foliar e do peciolo de Pradosia Liais.
a. Reacdo em Pradosia glaziovii com Acido tanico e Cloreto de ferro 111 evidenciando as mucilagens no tecido
vascular (em preto). b-d. Reacdo com Cloreto de ferro Il e Carbonato de sddio evidenciando os taninos no
tecido vascular (em preto ou verde escuro). b-c. Pradosia glaziovii. d. Pradosia lactescens. e. Reacdo em
Pradosia lactescens com Dicromato de potassio também evidenciando os taninos no tecido vascular e no
mesofilo (em castanho escuro). f-g. Reacdo em Pradosia glaziovii com Sudan 1V evidenciando os compostos

lipofilicos na cuticula e nos laticiferos (em vermelho). h-i. Reacdo em Pradosia lactescens com Sudan 111
evidenciando os compostos lipofilicos na cuticula e nos laticiferos (em amarelo).
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Figura 7. Testes histoquimicos em se¢fes transversais da regido mediana foliar e do peciolo de Pradosia Liais.
a. Reacdo em Pradosia lactescens com Sudan Il evidenciando os compostos lipofilicos na cuticula e nos
laticiferos (em amarelo). b-e. Reagdo com Vermelho de Ruténio evidenciando as substancias pécticas na lamela
média inclusive no tecido esclerenquiméatico (em rosa). b-c. Pradosia glaziovii. d-e. Pradosia lactescens. f-i.
Reacdo com Azul de Comassie evidenciando as proteinas estruturais. f-g. Pradosia glaziovii. h-i. Pradosia
lactescens.
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4 DISCUSSAO

Solereder (1908), Metcalfe e Chalk (1950) citam presenca de laticiferos e presenca de
cristais prismaticos para os peciolos das espécies de Sapotaceae. Os tricomas malpighiaceos
também sdo caracteristicos da familia (THEOBALD et al., 1979), portanto o presente estudo
corrobora com esses autores ao identificar tais caracteres nas espécies analisadas.

Esau (1974) afirma que os peciolos das folhas das dicotileddneas apresentam grande
variedade na organizagdo do sistema vascular. Tal variagdo somada ao formato do contorno
do peciolo forneceram subsidios para a caracterizacdo e taxonomia de géneros de
Melastomataceae (REIS et al., 2004) e de espécies de Euphorbiaceae (TADAVI; BHADANI,
2014). Para os géneros da familia Sapotaceae, o arranjo do cilindro vascular e o contorno,
bem como as variagdes observadas em um mesmo peciolo, também constituiram importantes
caracteres que suportam a taxonomia de Pouteria Aublet., Manilkara Adans e Diploon
Cronquist (MONTEIRO et al., 2007a; ALMEIDA JR. et al., 2012; LIMA et al., 2019).
Portanto, como demonstrado no presente estudo, a estrutura anatbmica do peciolo também
pode ser utilizada como caréater de diferenciacéo interespecifica para o género Pradosia Liais,
auxiliando na sua taxonomia.

Caracteristicas como mesofilo dorsiventral, presenca de bainha de esclerénquima e de
laticiferos no mesofilo e associados & nervura central e aos feixes vasculares foram descritas
para as folhas das espécies de Sapotaceae por Solereder (1908), Metcalfe e Chalk (1950),
Monteiro et al. (2007a), Almeida Jr. et al. (2012) e Lima et al. (2019).

Quase todas as espécies estudadas apresentam alguma estrutura com funcdo de
sustentacdo foliar. Pradosia brevipes, P. glaziovii, P. longipedicellata e P. restingae
apresentam 0s estratos subepidérmicos como carater xeromoérfico (CUTLER et al., 2011),
Metcalfe e Chalk (1950) também citam a presenca de hipoderme como um carater
frequentemente presente nas folhas de Sapotaceae e que, sua ocorréncia possui valor
taxonémico para a familia, estudos de ontogenia podem confirmar se este € 0 caso para as
folhas de Pradosia.

As colunas de esclerénquima inseridas no mesofilo de Pradosia brevipes, P.
lactescens e P. restingae podem ser interpretadas como esclerofilia de acordo com Edwards et
al. (2000). Tais caracteristicas juntamente com uma cuticula espessa podem ser uma resposta
a regides que sdo expostas a grandes periodos de seca, forte luminosidade e solos pobres em
nutrientes (DICKISON, 2000; CUTLER et al., 2011), como restingas e savanas, 0 que
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também pode explicar caracteristicas xeromdrficas em plantas de floresta (BOEGER et al.,
1997), como P. lactescens.

Segundo Rao (1959), as fibras esclerenquimaticas sdo amplamente distribuidas na
familia Sapotaceae e estas fibras sdo comumente encontradas proximos aos feixes vasculares
devido a sua origem nas células procambiais inseridas no parénquima esponjosos. As colunas
de esclerénquima, sdo comumente encontradas em gramineas (WILSON et al., 1989; BAUER
et al., 2008), entretanto poucos sdo 0s registros de tais estruturas em dicotiledoneas,
Wilkinson (1978) encontrou colunas de esclerénquima em folhas de espécies da tribo
Coscinieae Hook. f. & Thomas (Menispermaceae) e Hussin et al. (1996) encontrou colunas
constituidas de parénquima em folhas do género Mallotus Lour (Euphorbiaceae). Para a
familia Sapotaceae, apenas Monteiro et al. (2007a) observou que, em algumas espécies de
Pouteria, ha ocorréncia de extensdes colenquimaticas das bainhas dos feixes transcorrentes e
destacou que tais extensdes contribuem para a sustentacao foliar.

Segundo Cutler et al. (2011), o padrdo de organizacéo do sistema vascular no mesofilo
é definido geneticamente e ndo sofre intervengdes da variacdo ambiental, podendo entdo ser
utilizado como carater diagndstico na distincdo das espécies de Pradosia, assim como
utilizado para caracterizar e distinguir espécies de Pouteria, Manilkara e Diploon
(MONTEIRO et al., 2007a; ALMEIDA JR. et al., 2012; LIMA et al., 2019).

N&o foi encontrado, em literatura, o registro da presenca de células de parénquima
aquifero em plantas ndo suculentas (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2012), como foi observado em Pradosia lactescens no presente trabalho.
Estudos mais aprofundados poderdo elucidar esta questdo e confirmar o conteddo de tais
células. Entretanto esta caracteristica apresenta valor taxondmico para a espécie, uma vez que
ndo foi observada nos demais taxons estudados.

Segundo Monteiro et al. (2007b), as estruturas secretoras encontradas na familia
Sapotaceae sdo tricomas, idioblastos secretores, idioblastos cristaliferos, idioblastos oleiferos
e laticiferos do tipo articulado. Dessas, apenas os laticiferos foram identificadas nas folhas de
Pradosia. Os laticiferos sdo considerados um importante canal de secrecdo interno uma vez
que neles podem conter diversos tipos de metabolitos (CUTLER et al.,, 2011) e sdo as
estruturas secretoras mais comumente encontradas nos representantes da familia
(SOLEREDER, 1908; METCALFE; CHALK, 1950; MONTEIRO et al.,, 2007a, b;
ALMEIDA JR. et al., 2012; LIMA et al., 2019). Sua presenca nas plantas também pode estar
relacionada a defesa contra a predacdo (DICKISON, 2000, MONTEIRO et al., 2007b).
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O colénquima funciona como tecido mecanico e garante a sustentagdo da estrutura
(FAHN, 1990; CUTLER et al., 2011), a presenca do tecido na regido adaxial da nervura
central e na regido distal do bordo em todas as espécies estudadas, chama atencdo para
mecanismos desenvolvidos por estas espécies para suportarem periodos de escassez hidrica.

O numero de estratos de parénquima palicadico, como encontrado em Pradosia
longipedicellata, pode incrementar a eficiéncia fotossintética das plantas (FAHN, 1990) e a
organizacdo dos parénquimas clorofilianos resultante nos espacos intercelulares (DICKISON,
2000), facilita um réapido intercambio gasoso e aumenta a superficie de contato das células
com o ar e, também, pode estar relacionado com a eficiéncia fotossintética da planta (FAHN,
1990), o que explica a disposi¢do do parénquima esponjoso em P. brevipes, P. glaziovii e P.
restingae. A presenca de estdbmatos na superficie adaxial da folha, além de aumentar a
eficiéncia fotossintética (FAHN, 1990), pode ainda facilitar a aeracdo das folhas e aumentar a
condutancia maxima de CO, (MOTT et al., 1982).

Os caracteres xeromorficos aqui apontados, como estrato subepidérmico, parénquima
aquifero, colunas de esclerénquima, cuticula espessa e estdmatos na face adaxial, demonstram
as pré-adaptacdes a ambientes secos e de solos pobres sugeridas por Pillon et al. (2010) e
destacadas para Pradosia por Terra-Araujo et al. (2015). Entretanto alguns desses caracteres
também podem ser encontrados em plantas meséfitas, como dois estratos de parénquima
palicadico e bainha de esclerénquima em torno dos feixes vasculares (CUTLER et al,, 2011),
0 que torna dificil a definicdo de P. glaziovii, P. kuhlmannii, P. lactescens e P.
longipedicellata, apesar desta ultima ocorrer predominantemente em zonas de restinga
(TERRA-ARAUJO et al., 2016). Entretanto pode-se confirmar os caracteres xeromarficos de
P. brevipes e P. restingae quando levado em consideracdo, além da anatomia foliar, os
ambientes em que ocorrem, a morfologia externa e os recentes estudos biogeograficos
realizados por Terra-Aradjo et al. (2015).

Os testes histoquimicos realizados identificaram metabdlitos primarios e secundarios.
Segundo Kreis et al. (2017), os metabdlitos primarios que sdo sintetizados por vias comuns,
desde bactérias até o homem, e sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento do
organismo, tratam-se, portanto, de compostos destinados a manutencdo da vida e a
reproducdo. Ja os metabolitos secundarios ndo exercem funcgdo vital para o organismo, tem
vias biossintéticas especificas e podem ser originados a partir de muta¢fes ou novas
organizagOes dos genes do metabolismo primario (KREIS et al., 2017).

Os metabdlitos primérios identificados nas espécies estudadas foram: polissacarideos

(amido, substancias pécticas, mucilagens e polissacarideos acidos), compostos lipofilicos e
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proteinas. O metabolitos secundérios identificados foram os cristais, taninos e lignina (FAHN,
1988).

Ainda segundo Fahn (1988), dentre os compostos lipofilicos exsudados pelas plantas,
estdo os terpenos, lipidios, ceras e flavonoides, visto que os laticiferos sdo as Unicas estruturas
secretoras da familia (MONTEIRO et al., 2007b), como mencionado no item anterior, e onde
houve evidéncia de compostos lipofilicos, além da cuticula. Torna-se interessante aprofundar
os estudos especificos sobre a composicdo do latex dos representantes ndo s6 de Pradosia
como da familia como um todo, dado o seu potencial medicinal e cosmético, ja& comprovado
por estudos fitoquimicos (CHARROUF; GUILLAUME, 2002; KUSHIMA et al., 2005;
BOTSARIS, 2007; BAKY et al.,, 2016), além da importancia econdmica ja conhecida
(MONTEIRO et al., 2007b).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em todas as partes das plantas (HASSAAN et
al, 2014) e apresentam diversas atividades biologicas e farmacologicas conhecidas tais como
atividade bactericida, fungicida, antioxidante, anticarcinogénica, anti-inflamatoria, entre
outras (BAKY et al., 2016). Os taninos ndo fogem a regra, para as plantas, tais compostos sdo
frequentemente encontrados em plantas xerdfitas (PYYKKO, 1966) e é um importante aliado
contra a herbivoria promovendo uma alteracao no sabor da planta (MELLO; SANTOS, 2017).
Pyykké (1966), Esau (1974) e Fahn (1988) ressaltaram que a presenca de tais substancias
pode estar relacionada a protecdo contra a dessecacao, apodrecimento e ataques por fungos e
bactérias. Plantas ricas em taninos sdo utilizadas, na medicina popular para o tratamento de
diversas doencas como problemas gastricos, renais, reumatismos e hipertensdo (MELLO;
SANTOS, 2017).

A presenca de taninos nas espécies estudadas pode ser considerada mais uma
caracteristica xeromorfica dada a sua funcdo para o vegetal e adicionado as demais
caracteristicas ja discutidas anteriormente.

Os resultados encontrados para a composicdo quimica dos cristais das espécies
estudadas corroboram com Metcalfe e Chalk (1950).

Quanto a auséncia de reacdo nas células com caracteristicas de parénquima aquifero,
em Pradosia lactescens, pode-se confirmar o contetdo celular, uma vez que agua e sais
inorganicos comuns como sodio e calcio, que sdo comumente encontrados no fluido vacuolar

(DICKISON, 2000), ndo reagiriam com as substancias utilizadas no presente estudo.
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5 CONCLUSOES

Os resultados aqui encontrados apresentam grande importancia para o grupo, podendo
solucionar os problemas de identificagdo, auxiliar na compreensao da evolucao do grupo, bem
como servir como subsidio para estudos para o género e para a familia. Os dados coletados a
partir das técnicas de anatomia vegetal complementam o primeiro capitulo deste trabalho.
Apesar das analises histoquimicas terem mostrado poucos indicios de potencial para
exploracdo econdmica das folhas de Pradosia, ainda pode ser um pontapé para a retomada de
estudos de bioprospeccdo de outros 6rgaos como caule e frutos, uma vez que trabalhos com
este foco sdo realizados em outros paises.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados no presente estudo demonstram a importancia da anatomia
vegetal na identificacdo e classificacdo de taxons pertencentes a familia Sapotaceae, grupo
este que, frequentemente, gera confusdes para delimitacdo de suas espécies e géneros devido
as homoplasias morfoldgicas.

Além disso, os resultados obtidos através das analises de superficie foliar e secoes
transversais mostram as caracteristicas adaptativas micromorfoldgicas que permitiram a
migracdo de espécies do género, cuja maioria dos representantes sdo arvores encontradas no
interior de matas ombrdfilas, através da barreira seca Caatinga-Cerrado desde a Floresta
Amazonica até a Mata Atlantica.

O exame da epiderme apontou para a ornamentacdo epicuticular, posicao e densidade
dos tricomas e estdmatos, tipo de estbmatos encontrados e a presenca de cristais prismaticos
como 0s caracteres mais significativos para a diagnose das espécies estudadas. Ja a analise da
estrutura interna mostrou que 0 namero de estratos do parénquima paligadico, a presenca de
estrato subepidérmico, colunas de sustentacdo no mesofilo, a organizacdo do tecido vascular
na nervura central e no peciolo e o contorno deste ultimo compdem dados essenciais, ndo s6
para a distingdo das espécies, como para uma maior compreensdo do processo evolutivo do
género.

A partir das andlises histoquimicas e com base bibliogréfica, recomenda-se estudos
complementares de cunho de histoquimica quantitativa e fitoquimica para melhor
determinacéo de teores de compostos fendlicos e lipofilicos ndo s6 das folhas, mas também de

outros 6rgaos como caule e frutos.



