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RESUMO

A familia Cannabaceae possui dez géneros e trés tipos frutos. Trema micrantha e
Pteroceltis tatarinowii sdo espécies que pertencem a familia, tem frutos tipo drupa e
samara, respectivamente. Estudos anatdmicos dos frutos sao raros na familia, e séo
importantes para a classificacdo dos frutos e a identificagcdo de caracteres que
podem estar associados a sindrome de dispersao. Portanto, o objetivo do trabalho
foi analisar e compreender o desenvolvimento do fruto e da semente de Pteroceltis
tatarinowii e Trema micrantha. Comparar o desenvolvimento dos trés tipos de frutos,
samara, drupa e aquénio e avaliar a relacdo dos compostos quimicos e da estrutura
do fruto com a sindrome de dispersdo. Para o estudo, frutos em varios estadios de
desenvolvimento, de P. tatarinowii e Trema micrantha, foram processados para
analise histologica. Testes histoquimicos foram realizados no fruto maduro de P.
tatarinowii e para Trema micrantha foram obtidos da literatura. Os dados para
aquénio (Cannabis sativa) foram obtidos por meio de consulta bibliografica. O fruto
de P. tatarinowii possui exocarpo unisseriado com tricomas secretores, tricomas nao
secretores e cistolitos em todas as fases de desenvolvimento, 0 mesocarpo €
distinto em duas regides, a mais externa se alonga e forma as asas e a mais interna
possui parede espessada, no fruto maduro o mesocarpo € homogéneo formado por
parénquima esponjoso, o endocarpo € unisseriado e formado por macroesclereides
até a penultima fase desenvolvimento, e no fruto maduro € reduzido e forma uma
pequena camada com parede celular lignficada. Trema micrantha possui exocarpo
unisseriado, com cuticula e cistélito, mesocarpo dividido em trés regides em todas
fases de desenvolvimento e o endocarpo formado por macroesclereides no fruto
maduro. A semente de ambos os frutos possui testa e tégmen e o embrido ocupa
guase toda a cavidade seminal. Embora as trés espécies possuam trés tipos de
frutos distintos, apresentam varias semelhancas na ontogenia. Frutos conferem néo
somente protecdo a semente, mas também exercer papel fundamental na atracéo
de dispersores bioticos, e oferta de alimento para os mesmos. Os dados anatdémicos
deste estudo devem contribuir com futuros estudos voltados a sistematica da familia.

Palavras chave: Aquénio, drupa, pericarpo, samara, sindrome de dispersao.



ABSTRACT

The Cannabaceae family has ten genera and three types of fruit. Trema micrantha
and Pteroceltis tatarinowii belong to the family and have drupe and samara-type fruit,
respectively. Anatomy studies of the fruit for this family are rare and have importance
to classifying the fruit and identifying characters that may be associated with the
dispersion syndrome of fruit. Therefore, the objective of this work was to analyze and
understand the development of fruit and seed of Pteroceltis tatarinowii e Trema
micrantha. Compare the development of those three types of fruit samara, drupe,
achene and evaluate if there is a relation between the compounds and the fruit
structures to the dispersion syndrome. For this study, several fruits on different
development stages, of P. tatarinowii and Trema micrantha, were processed for
histological analysis. The histochemical analysis has been done on the mature fruit of
P. tatarinowii and for T. micrantha were obtained from literature. The details from
Cannabis sativa achene were obtained from literature. The fruit of P. tatarinowii has
a uniseriate exocarp with secretory trichomes, non-secretory trichomes, and
cystoliths in all stages of development, the mesocarp is distinct in two regions. The
outermost elongating and forming the wings and the innermost part has a thickened
wall, in the mature fruit the mesocarp is homogeneously formed by spongy
parenchyma, the endocarp is uniseriate and formed by macrosclereids until the
penultimate stage of development and in the mature fruit, it is reduced and forms a
small layer with a lignified cell wall. Trema micrantha has a uniseriate exocarp, with a
cuticle and cystolith, a mesocarp divided into three regions at all stages of
development, and an endocarp formed by macrosclereids in the mature fruit. The
seed of both fruits has a testa and tegmen and an embryo occupying almost the
entire seminal cavity. Although the three species had three distinct types of fruit, they
had many similarities in ontogeny. The fruits not only provide protection to the seed
but also play a fundamental role in attracting biotic dispersion, especially in the
supply of food. The anatomical data from this study should contribute to future

studies focused on family systematics.

Keywords: Achene, drupe, Pericarp, samara, dispersion syndrome



INTRODUCAO

Cannabaceae pertence a ordem Rosales e conforme estudos filogenéticos
encontra-se incluida no clado Urticoide (Sytsma et al. 2002). A familia ocorre em
regides temperadas e tropicais (Jin et al. 2019) e seus representantes possuem
habito de crescimento arbéreo, arbustivo, herbaceo e trepador (Yang et al. 2013). E
uma familia de grande importancia econdmica devido aos géneros Cannabis, usado
como fitoterapico (Lima et al. 2021) e Humulus, empregado principalmente na

producédo de cerveja (Guimaraes et al. 2021).

As quatro familias que compdem o clado Urticoide (Fig. 1) agregam cerca de
3935 espécies e 110 géneros (mobot.org 2022). O monofiletismo do clado Urticoide
(Fig. 1) é sustentado por varias sinapomorfias, como a presenca de cistolitos
globosos, ovario unilocular com évulo apical, dois carpelos, flores inconspicuas com
até cinco estames, folhas com dentes urticoides e pelo menos um broto profilar

proeminente (Sytsma et al. 2002).

Ulmaceae

Cannabaceae

Moraceae

Urticaceae

Figura. 1. Relacdes hipotéticas no Clado Urticoide. (Fonte:
Mobot.org,acessado dia 24/06/2022).

Em termos taxonbmicos, Cannabaceae agregava apenas Cannabis e
Humulus (Yang et al. 2013). A partir de estudos moleculares a circunscricdo de

Cannabaceae, atualmente ampliada, conta com 10 géneros e 117 espécies (Sytsma
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et al. 2002; Jin et al. 2019). Assim trés tipos de frutos reconhecidos para o clado
Urticoide estdo representados em Cannabaceae, tais como drupa (Aphanante,
Gironniera, Lozanella, Celtis, Chaetachme, Trema e Parasponia), aquénio (Cannabis
e Humulus) e sdmara (Pteroceltis) (Sytsma et al. 2002).

Dentre os géneros de Cannabaceae sao reconhecidas 19 espécies para
Trema caracterizada por conter drupa carnosa, com endocarpo esclerenquimatico
aderido a semente designado de pirénio (Souza 2006). Uma espécie de Cannabis
possui fruto tipo aquénio, caracterizado pela semente aderida ao pericarpo apenas
em um ponto, mesocarpo parenquimatico com pouca agua e na maioria das vezes
possui exocarpo e endocarpo lignificados (Prakash 1979; Goncalves e Lorenzi
2011). Em Pteroceltis, com samara, o fruto € simples, seco, proveniente de um
ovario supero, uni ou bicarpelar, unilocular ou unispérmico no qual, o pericarpo é

provido de uma expansao laminar denominada por asa ou ala (Souza 2006).

Estudos anatdbmicos sao raros para os frutos do clado Urticoide, com
destaque para as descricbes anatdbmicas do fruto de Cannabis sativa L. (Prakash
1979), Celtis occidentalis L. (Cowan et al. 1997) e Trema micrantha (L) Blume (no
prelo), todos de Cannabaceae. Estudos morfolégicos foram realizados
principalmente para o endocarpo de espécies de Celtis (Zarafsbar et al. 2010;
Chernik 1980; Sattarian & Van Der Maesen 2006), na tentativa de resolver
problemas taxonémicos quanto a delimitacdo das espécies. Para Urticaceae estudos
de anatomia comparativa se referem a 15 espécies de Poikilospermum (Kravtsova et
al. 2020), a 27 espécies de Pouzolzia (Kravtsova et al. 2003) e a 10 espécies de
Boehmeria (Kravtosa et al. 2000). Para Moraceae, foram estudados os frutos de
Brosimum alicastrum Sw. (Brechu-Franco et al. 2021), Sorocea bonplandii (Baill.)
W.C. Burger, Lanj. & Wess. Boer (Souza & Rosa 2005), 21 espécies de Ficus (Fan
et al. 2019), Brosimum gaudichaudii Trécul (Jacomassi et al. 2010), Maclura tinctoria
(L.) D. Don ex G. Don (Oyama & Souza 2011) e Maclura pomifera (Raf.) C.K.
Schneid. (Arab et al. 2019). Em Ulmaceae inexistem dados anatdmicos sobre os
frutos. Deste modo, até o presente momento, apenas 2% das espécies do clado

urticoide possuem estudos relacionados a anatomia dos frutos.

Estudos anatbmicos e de desenvolvimento do fruto fornecem dados para a

correta classificagdo dos tipos de frutos e propiciam a identificacdo de caracteres



qgque podem estar associados a sindrome de dispersdo dos frutos (Brobov &
Romanov 2019; Souza 2006). Os frutos com distintas caracteristicas morfolégicas
representam importantes estratégias evolucionarias para a dispersao de didsporos e
principalmente para protecdo das sementes (Dardick & Callahan 2014). Os
mecanismos de dispersdo podem ser abidticos (vento, gravidade) e bidticos. Na
anemocoria, por exemplo, os frutos possuem acesso6rios que ajudam na
disseminacdo como é o caso da samara que possui alas ou asas (Haven et al.
2001). Na zoocoria, os frutos quando consumidos pelos animais recebem em sua
dieta fonte de nutrientes como carboidratos, lipidios e proteinas (Haven et al. 2001).
Nestes casos, os frutos sdo carnosos, pois, geralmente apresentam uma das

camadas espessa que constituem o pericarpo.

Em termos evolutivos, a drupa corresponde ao estado ancestral do fruto de
Cannabaceae a partir da qual ocorreram mudancas para samara (Pteroceltis) e
aquénio (Cannabis e Humulus), este Ultimo tipo inclusive representa uma
sinapomorfia do complexo Cannabis-Humulus (Yang et al. 2013). A fim de
complementar e ou corroborar com os dados moleculares, sdo necessarias mais
analises anatdomicas dos frutos de espécies de Cannabaceae, de modo a favorecer
uma melhor compreenséo dos eventos evolutivos que geraram os diferentes tipos de

frutos na familia.

A importancia dos estudos anatdémicos para entender a evolucédo dos frutos
tém sido evidenciada por alguns autores (Melikian 1981, 1996; Romanov et al. 2011,
2018; Thadeu 2015 e Bronov & Romanov 2019). Este sera o primeiro estudo
comparativo entre os diferentes frutos de Cannabaceae, importante para auxiliar na
delimitacdo de géneros e espécies, especialmente para Celtis que possui varios
dados divergentes. Deste modo, 0 presente estudo pretende contribuir com a
caracterizacdo anatbmica e o desenvolvimento do fruto e da semente de duas
espécies de Cannabaceae, sdo elas: Pteroceltis tatarinowii Maxim. e Trema
micrantha L. Blume. Pretende-se por meio da analise comparativa, também com
dados existentes na literatura, trazer novas contribuicdes quanto a homologia e

evolucao do fruto em Cannabaceae e no clado Urticoide.
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Visto isso, 0 objetivo geral do estudo é contribuir para o conhecimento

anatébmico e ontogenético do fruto em Cannabaceae. Como objetivos especificos



pretende-se: 1) Analisar e compreender o desenvolvimento do fruto e da semente de
Pteroceltis tatarinowii e Trema micrantha 2) Analisar comparativamente o
desenvolvimento do fruto e da semente de trés espécies de Cannabaceae:
Pteroceltis tatarinowii, Trema micranta e Cannabis sativa e 3) Avaliar se ha relacéo
dos compostos e da estrutura do fruto com a sindrome de dispersao.

MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram avaliadas as espécies: Pteroceltis tatarinowii e Trema
micrantha (Fig. 2). Os frutos estudados foram obtidos em campo. Os materiais
coletados em campo foram depositados nos herbarios SPFR (Universidade de Sé&o
Paulo, campus Ribeirdo Preto) e CGMS (Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul) (ver Tabela 1). Para a analise comparativa do fruto e da semente de Cannabis
sativa os dados foram obtidos de Prakash (1979).

Aphananthe (f j

Gironniera ()

Lozanella ()

L y
Cannabhis L
Humulus k‘
Celtis @

— Pteroceltis ‘

I Chaefachmelej_
{{j- Drupa '

Trema (f ;

L Agquénio

Parasponia {f:?_
B simara _|: Trema )

Figura 2. Relacfes hipotéticas dos géneros de Cannabaceae, baseado em Yang,

2013. Em vermelho os géneros estudados.
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Tabela 1. InformagBes sobre as espécies de Cannabaceae que serdo avaliadas no

estudo com dados dos frutos, vouchers e herbarios.

Espécie Tipo de fruto Voucher/Herbario
Pteroceltis tatarinowii Samara F.M. Leme n°128 (81156) CGMS
Trema micrantha Drupa F.M. Leme n° 94 (15957), 97 (16306), 101 (15958)
SPFR

F.M. Leme n° 92 (15959), 93 (15960) SPFR

S.A. Correia n°01 (81140) CGMS

O material foi fixado em FAA (formol, acido acético e alcool 50%, Johansen
1940), desidratado em série etanodlica e conservado em etanol 70%, para posterior

processamento e observacao em microscopia de luz.

Para a andlise anatdomica, o material foi desidratado em série etandlica até
95%, incluido em historesina Leica e seccionado transversal e longitudinalmente em
micrétomo rotativo (42 6 um de espessura). As secgdes foram coradas com Azul de
Toluidina 0,05% em tampé&o fosfato (pH = 4,6) (O’'Brien et al., 1964), montadas em
resina sintética e observadas em microscopico de luz. As fotomicrografias foram
obtidas em fotomicroscopio Nikon eclipse Ci acoplado.a uma camera digital Moticam
pro 252b..

Testes histoquimicos foram realizados em materiais fixados e emblocados,
seguindo o protocolo dos testes usualmente utilizados para a deteccdo de

polissacarideos totais, amido, lipideos, proteina e mucilagem (Tabela 2).

Baseado nas caracteristicas anatébmicas foram separados quatro estadios de
desenvolvimento para P. tatarinowii e cinco estadios para T. micrantha: (I) ovéario da
flor em antese, (Il) fruto jovem, (lIl) fruto imaturo I, (IV) fruto imaturo Il (somente para
T. micranta) e (V) fruto maduro (Figs. 3 e 4). O pericarpo € dividido em trés partes
distintas em todos os estadios de desenvolvimento: exocarpo, mesocarpo e

endocarpo.
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Tabela 2. InformacgBes dos testes histoquimicos realizados para as duas espécies

de Cannabaceae.

Composto alvo Teste aplicado Referéncias
Polissacarideos totais PAS O’ Brien & McCully, 1981
Amido Lugol Johansen, 1940
Lipideos totais Sudan black Pearse, 1972
Proteina Xilidine ponceau Vidal, 1970
Mucilagem Vermelho de Ruténio Johansen, 1940

Ovério Fruto jovem  Fruto imaturo Fruto maduro
—

Figura 3. Estadios de desenvolvimento do fruto de Pteroceltis tatarinowii
(Cannabaceae). Ovario: ovario da flor em pds antese. Fruto jovem: fruto jovem com
inicio da formacao das alas. Fruto imaturo: fruto imaturo com alongamento das alas

em todas as direcdes. Fruto maduro: alas totalmente expandidas. Escala: 5 mm.
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Flor em antese  Fruto jovem Fruto imaturo I Fruto imaturo II Fruto maduro
—

Figura 4. Estadios de desenvolvimento do fruto de Trema micrantha
(Cannabaceae). Ovario: ovario da flor em pds antese. Fruto jovem: fruto jovem com
aumento em diametro. Fruto imaturo I: fruto imaturo com expanséo dos tecidos do
pericarpo em todas as dire¢des. Fruto imaturo II: fruto imaturo de coloracdo verde
com expansdo completa dos tecidos do pericarpo. Fruto maduro: epicarpo

avermelhado calice e estigma persistentes. Escala: 2 mm.

RESULTADOS

Desenvolvimento do fruto

Pteroceltis tatarinowii

Ovério: Pteroceltis tatarinowii possui ovario com 5 mm de comprimento,
ovoide e de coloracdo esverdeada. Possui ha base o célice e no apice o estigma,
(Fig. 3). E unilocular com um 6vulo de placentacdo apical (Fig. 5a). A parede do
ovario é constituida por epiderme externa, mesofilo e epiderme interna (Fig. 5b, c, d,
e). A epiderme externa do ovério é unisseriada, formada por células cuboides a

13



colunares, com cuticula, papilas, estdmatos, tricomas secretores e tricomas nao
secretores (Fig. 5b, ¢, d). O mesofilo é parenquimético e dividido em duas regides:
regido externa e regido interna aos feixes vasculares (Fig. 5e). Na regiao do apice, o
mesocarpo externo possui células com alongamento tangencial (Fig. 5g). Na regiao
mediana do ovario, o mesofilo externo apresenta células com citoplasma denso e
ndcleo evidente, com divisdo celular nos planos anticlinal e periclinal (Fig. 5h). O
mesocarpo interno pode variar de 14 até 18 camadas de células isodiamétricas em
toda a regido interna aos feixes, com divisdes anticlinais e periclinais (Fig. 5i). A
epiderme interna é composta por uma camada de células amplas e retangulares
(Fig. 5j). O 6vulo é bitegumentado, o tegumento externo apresenta de duas a trés
camadas de células e o tegumento interno de trés a quatro camadas de células (Fig.
5f).
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Figura 5. Ovario de Pteroceltis tatarinowii em corte longitudinal (a-e). a) Visdo geral

do ovario, com a parede do ovério (Po) e o 6vulo. b) Epiderme externa com tricomas
secretores (cabeca de seta marrom). c) Epiderme externa com um tricoma
ornamentado (cabeca de seta marrom). d) Epiderme externa com cistolito. e)
Detalhe da parede do ovario mesofilo externo (mse) com expansfes laterais e
mesofilo interno (msi), presenca do feixe vascular (fv) e epiderme interna (ei). e)
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Detalhe do 6vulo bitegumentado ligado ao 6vulo pelo funiculo (fn) com tegumento
externo (te) e tegumento interno (ti). (g-j) Esquema das regibes analisadas. Q)
Detalhe do mesofilo externo (mse) na regido apical com o alongamento de células.
h) Células do mesofilo externo (mse) na regido mediana do ovéario. i) Detalhe das
células do mesofilo interno (msi). j) Epiderme interna (ei) com células alongadas e
regulares. Escala: (a) 200 pum, (b, c, h ,i) 50 um, (d, j) 25 um, (e, g) 100 pm.

Fruto jovem: O fruto jovem apresenta aproximadamente 1 cm de
comprimento e 9mm de largura (Fig. 4). Nesse estadio o exocarpo, mesocarpo
(externo e interno) e endocarpo sao evidentemente distintos (Fig. 6a). O exocarpo €
unisseriado, com cuticula, papilas, estbmatos, tricomas secretores e tricomas nao
secretores (Fig. 6b, ¢). O mesocarpo externo € parenquimatico, com drusas
presentes, compostos fendlicos e feixes vasculares (Fig. 6d). Na regido mediana do
ovario as células do mesocarpo externo adjacentes ao exocarpo sao irregulares e
apresentam divisbes anticlinal e periclinal; mais internamente as células sé&o
alongadas tangencialmente e se expande por toda lateral do fruto para formar as
alas (Fig. 6e). O mesocarpo interno, homogéneo por todo o fruto, apresenta células
com divisdes anticlinais e periclinais com até 25 camadas de células, com formato
plicado e paredes celulares espessadas (Fig. 6f). As células do endocarpo possuem
parede celular com expansfes em direcdo ao interior, parede celular com

reentrancas e iniciam a lignificacéao pelo funiculo (Fig. 6f).
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Figura 6. Fruto jovem de Pteroceltis tatarinowii em corte longitudinal (a-f). a) Visao

geral do pericarpo do fruto, com exocarpo (ex), mesocarpo externo (me), mesocarpo
interno (mi) e endocarpo (en). b) Exocarpo com tricoma secretor (cabeca de seta
marrom). c) Exocarpo com tricoma ndo secretor (seta marrom) e cistolito (seta
vermelha). d) Mesocarpo externo (me) evidenciando composto fendlico (cabeca de
seta branca), drusas (cabeca de seta vermelha) e feixe vascular (fv). (e,f) Esquema
do fruto com marcacdo nas regides analisadas. €) Mesocarpo externo (me) com o
alongamento das células e a presenca de feixe vascular (fv). f) Mesocarpo interno
(mi) com as células plicadas e espessamento de parede e invaginagfes da parede
nas células do endocarpo (en) (seta amarela). Escala: (a, ¢) 100 pum, (b, d. f) 50 um,
(e) 200 pm.
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Fruto imaturo: As alas apresentam maior expansao lateral com 1,2 cm de
largura e 1,5 cm de comprimento (Fig. 4). O exocarpo € unisseriado, presenca de
cuticula, papilas, estdmatos, tricomas secretores e tricomas ndo secretores (Fig. 7a).
O mesocarpo externo é parenquimatico, apresenta drusas e compostos fendlicos
(Fig. 7a), a parede celular € lignificada em algumas células. O mesocarpo interno é
formado por parénquima com parede celular espessa, lumen reduzido e as células
possuem formato plicado, ndo ocorrendo mais divisbes celulares (Fig. 7c, d); ha
inicio de degradacéo celular do mesocarpo interno adjacente ao endocarpo (Fig. 7d).
O endocarpo estd totalmente lignificado, apresenta células de lumen reduzido,

formado por macroesclereides (Fig. 7d).

Figura 7. Fruto imaturo de Pteroceltis tatarinowii em corte longitudinal (a-c) e corte
transversal (d). a) Exocarpo com cistélito (seta vermelha), estbmato (seta preta),

presenca de composto fendlico (cabeca de seta amarela) e drusas (cabeca de seta
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vermelha) no mesocarpo externo. (b.c) Esquema das regides analisadas. b)
Mesocarpo externo (me) com células alongadas, algumas com lignificacao, feixes
vasculares (fv) ao centro e mesocarpo interno com células plicadas (mi). c)
Mesocarpo interno (mi) com células plicadas e parede celular espessa. d)
Mesocarpo interno (mi) e o inicio da degradacdo (de) das células do tecido;

endocarpo (en) totalmente lignificado. Escala: (a, c, d) 50 um, (b) 200 pm.

Fruto maduro: O fruto maduro é formado por pericarpo e semente (Fig. 8a)
apresenta aproximadamente 3 cm de largura e 2,5 de comprimento (Fig. 4). O
exocarpo é unisseriado, apresenta cuticula, estbmatos e tricomas secretores (Fig.
8b). O mesocarpo externo possui uma camada subepidérmica de células
arredondadas de diferentes tamanhos; adjacente a essa camada, ha um parénquima
esponjoso que compde maior parte do mesocarpo com drusas, feixes vasculares
dispersos (Fig. 8b, d, €) e mucilagem (Fig. 8c); a camada final do mesocarpo interno
e cristalifera com cristais romboides ao redor de todo o endocarpo (Fig. 8b, f). Nesse
estadio, o endocarpo é constituido por uma fina camada de células achatadas com

lignificacao na parede celular (Fig. 8f).

Os testes histoquimicos reagiram positivamente para amido, lipidios e
proteinas. Amido foi localizado na epiderme e no mesocarpo do fruto (Fig. 8g, h),

lipideos (Fig. 8i) e proteina (Fig. 8j) localizados no mesocarpo.
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Figura 8. Fruto maduro de Pteroceltis tatarinowii. Corte longitudinal tangencial (a, f),

corte longitudinal radial (c, d, e) e corte transversal (b). a) Fruto maduro com
pericarpo (Pe) e semente (se). b) Pericarpo: exocarpo (ex) com tricoma secretor
(cabeca de seta marrom), mesocarpo (m) formado por parénquima esponjoso com
feixes vasculares (fv), e endocarpo (en). ¢) Presenca de células mucilaginosas
(asterisco branco) no mesocarpo. d) esquema da regido analisada. d-e) Note o
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formato das células de parénquima do mesocarpo (m) em corte longitudinal radial. f)
Camada cristalifera (asterisco vermelho) do mesocarpo adjacente ao endocarpo
(en). g-j) Testes histoquimicos em corte longitudinal. g) Reacéo positiva para amido
(seta preta) no mesocarpo no fruto. h) Detalhe do amido (seta preta) na célula do
exocarpo. i) Detalhe dos graos de lipideos (seta preta) no mesocarpo. j) Note os
graos de proteina (seta preta) nas células do mesocarpo. Escala: (a, c, f, g, h, i, j) 25
pm, (b) 50 pm, (d, €) 100 pm.

Tabela 3. Teste histoquimico nos frutos maduros das espécies: Pteroceltis

tatarinowii e Trema micraantha; (+) indica a presenca e (-) indica auséncia

Composto alvo | Pteroceltis
tatarinowii
Polissacarideos -
totais
Amido +
Lipideos totais +
Proteina +
Mucilagem +

Trema micrantha

Ovario: Trema micrantha possui ovario ovoide e coloracédo esverdeada (Fig.
4). Possui na base o calice e no apice o estigma, com 2 mm em média de
comprimento. E unilocular, com placentacéo apical (Fig. 9a). A epiderme externa do
ovario € unisseriada, formada por células cuboides com deposicdo de cuticula,
apresenta estomatos e cistolito (Fig. 9b). O mesofilo é formado por células
parenquimaticas de formato irregular, apresenta feixes vasculares e células com
cristais (Fig. 9b). A epiderme interna € unisseriada, constituida por células grandes e
alongadas de forma retangular (Fig. 9b). O 6vulo é bitegumentado. O tegumento

externo apresenta de duas a trés camadas de células, com compostos fendlicos na

21



camada mais externa; o tegumento interno possui trés camadas de células, a

camada mais interna com compostos fendlicos (Fig. 9c).

Figura 9. Ovario de Trema micrantha. Corte longitudinal (a, c), corte transversal (b).
a) Vista geral do ovario: parede do ovario (Po) e 6vulo (O). b) Parede do ovario
contendo epiderme externa (ee) com tricoma (cabeca de seta preta), cistdlito (seta
vermelha) e estbmatos (seta preta); mesofilo (ms) com drusas (cabeca de seta
vermelha) e feixes vasculares (fv); epiderme interna unisseriada (ei). ¢) Detalhe do
ovulo ligado a parede do ovario pelo funiculo, com o tegumento interno (ti), e

tegumento externo (te). Escala: (a) 200 um, (b, ¢)100 pm.

Fruto jovem: O fruto jovem possui aproximadamente 3 mm de comprimento. O
pericarpo em desenvolvimento possui exocarpo, mesocarpo e endocarpo distintos
(Fig. 10a). O exocarpo unisseriado com depressdes formando dobras ao redor do
fruto, que se afundam até o mesocarpo médio (Fig. 10a), apresenta deposicado de
cuticula espessa, possui cistolito, estdmatos e tricoma nao secretor (Fig. 10b). Suas
células estdo em constante divisdo anticlinal. O mesocarpo € parenquimatico, pode
ser dividido em: externo, médio e interno (Fig. 10c). O mesocarpo externo possuli
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trés a quatro camadas de células pequenas, arredondadas a cubicas; mesocarpo
meédio possui 11 camadas com formato sinuoso com crescimento por aumento
celular e divisdo anticlinal, ha presenca de drusas e feixes vasculares; mesocarpo
interno com 4 a 5 camadas de células de tamanho pequeno e arredondadas, células
com nucleo denso e em divisao celular no plano anticlinal (Fig. 10c). O endocarpo
possui uma camada bem delimitada, no qual sua parede celular demonstra

expansdes na regido periclinal; ocorre o inicio da lignificacdo nas células do

endocarpo proximas ao funiculo (Fig. 10d).

Figura 10. Fruto jovem de Trema micrantha em corte transversal (a, b) e longitudinal
(c, d). a) Visao geral do pericarpo: exocarpo (ex), mesocarpo (m) e endocarpo (en);
note as depressfes do exocarpo (seta vermelha). b) Exocarpo com papila (seta
branca), tricoma ndo secretor (cabeca de seta preta), estbmatos (seta preta) e
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deposicao de cuticula. ¢) Mesocarpo com trés regides distintas: mesocarpo externo
(me) com células pequenas, mesocarpo médio (mm) com drusas (cabeca de seta
vermelha) e vascularizagdo (fv) e mesocarpo interno (mi) com células de nucleo
denso. d) Detalhe do inicio da lignificacdo da parede das células do endocarpo,
préximo ao funiculo (Fn). Escala: 100 pum

Fruto imaturo I: Fruto com aproximadamente 4 mm de comprimento. Exocarpo com
estbmatos, cistolito e cuticula (Fig. 11a). As camadas do mesocarpo ndo aumentam
em numero no sentido periclinal, as células aumentam em volume e passam por
divisdes no plano anticlinal, presenca de drusas (Fig. 11b). Neste estadio as paredes
das células do endocarpo estéo lignificadas, formando um tecido esclerenquimatico
(Fig. 11c).

Fruto imaturo II: Fruto imaturo Il possui de 5 a 6 mm de comprimento. O exocarpo
permanece unisseriado, tricomas sao raros, presenca de estdmatos e cuticula (Fig.
11d). Mesocarpo externo contem de 3 a 4 camadas de células comprimidas, com
presenca de drusas; mesocarpo médio com células um pouco mais alongadas que
na fase anterior, presenca de drusas e feixes vasculares; mesocarpo interno com 4 a
5 camadas de células comprimidas (Fig. 11e). As células do endocarpo continuam a
receber deposicédo de lignina na parede celular, o limen celular € reduzido neste
estadio (Fig. 11f).

Fruto maduro: Fruto maduro possui de 5 a 6 mm de comprimento e apresenta
célice e estigma persistentes (Fig. 4). Exocarpo unisseriado com cuticula e
espessamento de parede anticlinal e periclinal, com estdématos e cistélito (Fig. 11g).
O mesocarpo é parenquimatico: mesocarpo externo formado de 3 a 4 camadas de
células com drusas; mesocarpo médio com varias camadas e células grandes e
alongadas, com drusas e feixes vasculares; mesocarpo interno constituido de 4 a 5
camadas de células arredondadas que ficam bem comprimidas nessa fase final (Fig.
11h). Endocarpo totalmente lignificado, células sem lumen visivel composto por

macroesclereides (Fig. 11i).
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Imaturo |

Imaturo II

Maduro

Figura 11. Fruto imaturo I, imaturo Il e maduro de Trema micrantha. Fruto imaturo |
(a-c) em corte transversal; Fruto imaturo 1l (d-e) em corte transversal; Fruto maduro
(f-h) em corte longitudinal. (a, d, g) Exocarpo (ex), note a presenga de cuticula,
estbmatos (seta preta) e cistélito (seta vermelha). (b,e,h) Mesocarpo: mesocarpo
externo (me) com algumas células contendo drusas (cabeca de seta vermelha);
mesocarpo médio (mm) com células bem alongadas quando maduro, presenca de

drusas e vascularizacao (fv). (c, f, i) Endocarpo (en), note o comeco da lignificacao
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até a ocupacao de todo lumen (lu) celular e formacéo das macroesclereides no fruto
maduro. Escala: (a,c,d,f,g,i) 50 um, (b,e,h) 100 pm.

Desenvolvimento da semente

Pteroceltis tatarinowii

O é6vulo de Pteroceltis tatarinowii tem dois tegumentos. No fruto jovem com o
desenvolvimento da semente o tegumento externo da origem a testa que possui de
trés a cinco camadas de células no qual, a camada mais externa possui composto
fendlico; e o tegumento interno da origem ao tégmen que possui entre duas e trés
camadas de células, e a camada mais interna possui compostos fendlicos (Fig. 12a,
b). JA& na semente imatura o embrido comeca a aparecer e a consumir 0O
endosperma e as camadas da testa e do téegmen comegam a se comprimir (Fig.
12c), a testa mantém o mesmo numero de camadas de células, no qual a parede
celular da camada mais externa sofre lignificacdo e o tégmen se mantém (Fig. 12d).
Na semente madura a semente ocupa quase toda a cavidade seminal (Fig. 12 €). E
possivel visualizar resquicios do endosperma, dois cotilédones e o eixo hipocotilo
radial e também, os tecidos de protecao, a testa com camadas que variam de duas a
trés camadas de células com parede espessa, e 0 tégmen que possui entre duas e

trés camadas de células lignificadas (Fig, 12 e, f).

26



Figura 12. Desenvolvimento da semente de Pteroceltis tatarinowii em corte
longitudinal. a) Inicio do desenvolvimento da semente, com resquicios do saco
embrionario apos fecundacéo do 6vulo (0). b) Detalhes da testa e do tégmen na
semente jovem. c) Semente imatura com presenca do endosperma (es) e do
embrido (em). d) Detalhe da testa (te) e do tégmen (tg) na semente imatura. e)
Semente madura com presenca dos cotilédones (co) e o eixo hipocétilo-radicular (hr)
do embrido. f) Detalhe da testa (te) e do tégmen (tg) comprimidos, ambos com

parede celular lignificada. Escala: (a,c) 100 um, (b,d,f) 25 pum,(e) 50 pm.

Trema micrantha

O 6vulo de Trema micrantha possui dois tegumentos. Com o desenvolvimento
da semente, ja no fruto jovem, essas camadas envoltérias ndo passam por

modificagbes mantendo o nimero de camadas: testa com trés camadas na regido
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calazal e duas na regido micropilar, com compostos fendlicos na camada mais
externa e o tégmen com trés camadas com compostos fendlicos nas células da
camada mais interna (Fig. 13a,b). No inicio do desenvolvimento da semente ainda é
possivel visualizar a cavidade seminal (Fig. 13a, b). Na semente imatura | ndo é
possivel observar o embrido. Este comeca aparecer na fase imatura Il e conforme
seu crescimento ocorre a cavidade seminal é totalmente preenchida e as camadas
da testa e do tégmen ainda sao bem visiveis (Fig. 13c, d, e ). Na semente madura
parte do endosperma € consumido na formac¢do do embrido e ainda é possivel
visualiza-lo até a semente madura (Fig.13f), que possui eixo hipocétilo-radicular e
dois cotilédones (Fig. 13g). A semente madura é albuminosa e a testa e o tégmen

sdo compostos por células achatadas que sao comprimidas pelo embrido e

fortemente aderidas ao endocarpo (Fig. 13h).

Figura 13. Desenvolvimento da semente de Trema micrantha em corte longitudinal.
a) Inicio do desenvolvimento da semente, note a presenca da cavidade seminal e

ovulo apés fecundacdo. b) Detalhe dos tecidos de revestimento, testa (te) com
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presenca de compostos fendlicos na camada mais externa e tégmen (tg) com
compostos fendlicos em sua camada mais interna. (c-e) Detalhe das camadas da
testa e do tégmen. Semente imatura ocupa todo o espaco da cavidade seminal. f)
Semente madura evidenciando a presenca dos cotilédones (co) e resquicios de
endosperma (es). g) Detalhe do eixo hipocétilo-radicular (hr) no centro dos
cotilédones. h) Endocarpo fortemente aderido a semente e as camadas de testa e
tégmen comprimidas. Escala: (a,d) 200 um, (c, e, f, g, h) 100 pm, (b) 50 pm,

DISCUSSAO

O fruto de Pteroceltis tatarinowii e de Trema micrantha s&o do tipo sdmara e
drupa, respectivamente, conforme ja descrito em estudos anteriores (Sytsma, 2022)
e aqui corroborado (presente estudo). Contudo, este € o primeiro estudo de
desenvolvimento de uma drupa e uma samara de Cannabaceae e traz novos
aspectos relacionados ao desenvolvimento desses tipos de frutos. Somando ao
estudo de ontogenia do aquénio de Cannabis sativa (Prakash 1979), este € o
primeiro trabalho comparativo de desenvolvimento do fruto para espécies de
Cannabaceae (tabela 4).

Pteroceltis tatarinowii, Trema micrantha e Cannabis sativa (Prakash et al.
1979), embora possuam trés tipos de frutos distintos, apresentam varias
semelhancas na ontogenia (tabela 4). Trés espécies caracterizadas por possuirem
frutos com exocarpo e endocarpo de origem strictu sensu (Roth 1977). Porém, o
mesocarpo possui desenvolvimento distinto entre as espécies; P. tatarinowii possui
duas regifes distintas durante parte do seu desenvolvimento, enquanto T. micrantha
trés regides, e C. sativa com mesocarpo homogéneo e uma camada interna distinta
(Prakash et al.1979). O endocarpo das trés espécies apresenta semelhancas nas
fases de desenvolvimento, todavia, no estadio final de desenvolvimento, o
endocarpo de P. tatarinowii teve sua estrutura modificada completamente.
Ressaltaremos a seguir os principais dados obtidos sobre a estrutura e o

desenvolvimento do fruto e da semente das espécies de Cannabaceae estudadas.
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Pericarpo

O exocarpo das trés espécies possui origem da epiderme externa do ovario
(strictu sensu), que segundo Roth 1977, é quando ndo h& partes do mesocarpo
inserido. O exocarpo de Pteroceltis tatarinowii € cuticularizado e delgado. No
entanto, estudos em samaras identificaram exocarpos suberizados para espécies do
género Astronium, Annacardiaceae (Lima et al. 2022), e também a presenca de
hipoderme em Ulmus (Ulmaceae) (Chernik 1980) e Schinopsis balansae
(Annacardiaceae) (Gonzales e Vesprini 2010). O exocarpo de aquénio comumente
possui a parede celular altamente espessa, como ocorre em Cannabis sativa
(Prakash 1979) e em outras espécies, por exemplo, Persicaria chinensis,
Polygonaceae (Guimire et al. 2016). Espessamento de parede do exocarpo também
€ verificado em Trema micranta, porém menor do que o descrito para C. sativa
(Prakash 1979), contudo, mesmo menor, provavelmente desempenha funcédo de
protecéo do fruto. O exocarpo de Pteroceltis tatarinowii foi 0 que menos se modificou
durante o desenvolvimento, o que sugere que esta camada ndo tem relacdo com

protecdo das estruturas mais internas.

No desenvolvimento do mesocarpo as espécies Trema micrantha e Cannabis
sativa seguem um padrdo de desenvolvimento. Cannabis sativa possui um
mesocarpo parenquimatico com aumento de camadas e das células, e uma camada
mais interna que ao final do desenvolvimento fica lignificada, no fruto maduro o
mesocarpo € reduzido e contém oito camadas de células. Desenvolvimento
semelhante ocorre para o aquénio de Persiscaria chinensis (Guimire et al. 2016),
onde o mesocarpo também €& parenquimatico e reduzido. Por outro lado, Trema
micrantha possui trés regifes distintas do mesocarpo: mesocarpo externo,
mesocarpo médio e mesocarpo externo, em todo seu desenvolvimento até o fruto
maduro. Desde a fase do fruto imaturo, em T. micrantha, as camadas do mesocarpo
médio ndo aumentam, apenas se alongam até o final do desenvolvimento, enquanto
as camadas celulares do mesocarpo externo e interno se comprimem, formando ao
total até 20 camadas de células. A disposicdo do mesocarpo em trés regides
também foi analisado na drupa de Piper amalago (Piperaceae) (Souza 2006).

Importante ressaltar, que em C. sativa o pericarpo € ocupado por mais de 50% pelo
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exocarpo e endocarpo, sendo que em T. micrantha a maior parte é ocupado pelo
mesocarpo carnoso, importante na atracdo de espécie para dispersao. Em
Pteroceltis tatarinowii, 0 mesocarpo € distinto em duas regiées, mesocarpo externo e
interno limitados pelos feixes vasculares, no qual o externo possui células mais
delgadas que formard as alas e o interno possui células plicadas com parede
espessada. Fato inusitado ocorre ao final do desenvolvimento, pois € verificada a
degradacdo do mesocarpo e a formagcdo de parénquima esponjoso em todo
mesocarpo até as asas. Diferentemente do que ocorre na sdmara de Tipuana tipu
(Fabaceae) (Martins e Oliveira 2001) onde o mesocarpo é formado por fibras e
colénquima.

A presenca e a localizacdo de idioblastos de mucilagem no mesocarpo,
restrito a camada adjacente da camada cristalifera pode desempenhar distintas
funcdes. Idioblastos mais proximos a semente provavelmente devem auxiliar na
protecdo do embrido e também, ajudam as sementes a manter umidade, atuando

como agente hidratante (Tosif et al. 2021).

A formacédo do endocarpo das trés espécies € do tipo strictu senso, tendo
origem da epiderme interna do ovario. As trés espécies apresentaram
desenvolvimento do endocarpo similar, somente P. tatarinowii alterou o processo no
estadio de fruto imaturo Il. T. micrantha e C. sativa completaram o desenvolvimento
de forma similar, com endocarpo lignificado formando macroescleides. Contudo P.
tatarinowii embora apresente as macroescleides, estas sdo perdidas na ultima fase
de desenvolvimento, onde séo verificadas apenas uma fina camada de células de
parede celular levemente lignificadas. A formacdo do endocarpo esclerificado é
também verificado em drupas, além de serem fortemente aderidos a semente como
ocorre em T. micrantha e em outras espécies, como por exemplo, em Macluria
tinctoria (Moraceae) (Oyama e Souza 2011). Endocarpo esclerificado também é
registrado em frutos tipo aquénio, como em Cannabis sativa (Prakash 1979) e
espécies de Bolboschoenus (Cyperaceae) (Browning et al. 1997). Tanto em T.
micrantha, quanto C. sativa o endocarpo maduro atua na protecdo do embrido. O
endocarpo de Pteroceltis tatarinowii € unisseriado com células de parede celular
levemente lignificado, diferentemente do que acontece em outras samaras como,

por exemplo, em Centrololobium tomentosum e Tipuana tipu (Fabaceae) (Oliveira e
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Nakamura 2007) onde o endocarpo é dividido em externo e interno no qual, o
externo € esclerificado e o interno formado por aerénquima. Em outros casos o
endocarpo pode ter até quatro camadas de células como nas espécies dos géneros
de Myracrodruon e Schinopsis (Annacardiaceae) (Lima et al. 2022), com uma
camada cristalifera, duas camadas de esclereides quadricular e uma camada de

macroesclereides.

Semente

A semente das trés espécies sao bitegumentadas e albuminosas, quando ha
resquicios do endosperma (Souza 2006), além de também se desenvolverem
paralelamente com o pericarpo do fruto. Em relacdo as camadas da testa,
Pteroceltis tatarinowii e Trema micrantha possuem a camada celular mais externa
com parede celular lignificada, no qual a de T. micrantha possui também composto
fendlico, em Cannabis sativa ha a presenca de uma camada de células com tanino
(um tipo de composto fendlico). J& no tégmen de P. tatarinowii ha uma camada de
células com parede celular lignificada e de T. micrantha uma camada de células com
composto fendlico. Tanto a testa quanto o tégmen atuam como tecido de protecao
do embrido, a presenca de tanino e composto fendlico nessa camada, além da
lignificacdo das camadas é mais uma maneira que a semente encontra para
protecdo do embrido, ja que sdo compostos que atuam na defesa de patdégenos e
herbivoros (Souza et al. 2019). Logo, é muito comum nas sementes dos frutos,
como ocorre na samara de Centrolobium tomentosum (Fabaceae) (Oliveira et al.,
2007), assim como ocorre na semente dos frutos drupaceos de Brosimum
gaudichaudii (Moraceae) (Jacomassi et al. 2010). Nas trés espécies o embrido
ocupa a maior parte da semente, com resquicios de endosperma tendo de duas a
trés camadas de células. Em relacdo a camada mecéanica de cada semente, em T.
micrantha e C. sativa a funcéo € principalmente do endocarpo, por ser uma camada
de células grandes e parede celular totalmente lignificada e resistente. Em P.
tatarinowii as células do endocarpo sdo menores e menos lignificadas e a presenca
de mucilagem deve atuar na protecdo da semente, conforme verificado para outras

espécies (Nakamura e Oliveira 2005).
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Relacao da estrutura do pericarpo e disperséo

Em relacdo as estruturas de disperséo de cada espécie com seu tipo de fruto,
cada espécie apresenta uma particularidade para o meio de dispersédo. A presenca
de uma cuticula relativamente espessa no exocarpo, além de atuar como protecao
contra perda de agua, patégenos, danos por radiacdo e geada, atua também na
atracdo de dispersores (Hardie et al. 1996). A cera epicuticular confere brilho ao
fruto e o deixa visualmente mais atrativo para 0s passaros, principais dispersores de
Trema micranta (Andreani et al. 2014). Além disso, 0 mesocarpo carnoso deste fruto
€ rico, principalmente, em lipideos e proteinas (Correia & Leme, no prelo), o que
torna o fruto mais nutritivo para as aves (Koutsos et al. 2001). Em contrapartida, o
fruto de Pteroceltis tatarinowii é disperso pelo vento, provavelmente o mesocarpo
composto por parénquima esponjoso torna o fruto mais leve para alcancar lugares
mais distantes. Os testes histoquimicos mostraram a presenca de proteinas e
lipideos no mesocarpo, porém em menor quantidade de grdos do que em T.
micrantha, o que ocorre, provavelmente pelo tipo de dispersdo de cada uma. No
exocarpo de P. tatarinowii a grande quantidade de tricomas, principalmente de
tricomas secretores podem estar associados a estratégia de dispersao, pois permite
uma rapida hidratacdo ou desidratacdo da samara, como ocorre no género Ulmus
(Ulmaceae) (Guzman- Delgado et al. 2016), o que permite ao fruto um controle
fisiolégico até o diasporo chegar em condicbes adequadas de germinacdo. Os
tricomas também permitem flutuabilidade para o fruto em ambiente aquéatico
(Guzman- Delgado et al. 2016). O fruto de Cannabis sativa também pode ser
disperso por aves, atraidas pela semente (Duvall 2014). Nesta espécie, 0 pericarpo
€ reduzido e a maior parte do fruto € formada pela semente, rica em lipideos e
proteinas (Haddou et al. 2022).

Taxonomia e sisteméatica dos tipos de fruto de Cannabaceae

Algumas caracteristicas sdo similares no desenvolvimento das trés espécies,

como a presenca de cistolitos no exocarpo, uma caracteristica do clado Urticoide.
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Outra caracteristica € o endocarpo formado por macroescleides pelo menos até uma
determinada fase dos frutos, o que pode ser uma possivel sinapomorfia da familia. O
fruto tipo drupa é o mais basal da familia, tem a tendéncia de prevalecer na familia,
pois dos dez géneros, sete sao drupas (Yang et al. 2013). O fruto tipo aquénio foi a
primeira novidade evolutiva dentro do tipo de fruto na familia, que surgiu no clado
constituido pelos géneros Cannabis e Humulus. A segunda novidade foi o fruto
samara, que surgiu em apenas um género da familia, Pteroceltis. A sdmara de P.
tatarinowii possui desenvolvimento do endocarpo semelhante a drupa de T.
micrantha até a sua fase imatura, caracteristica provavelmente presente no
ancestral e mantida nos estadios iniciais de desenvolvimento da espécie. .

No entanto, sdo necessarios estudos de ontogenia dos frutos de mais
espécies da familia, do complexo Pteroceltis-Chaetachme e principalmente do
complexo Parasponia-Trema que segundo Yang (2013) corresponde a um grupo
parafilético.

Tabela 4. Morfologia e anatomia do fruto e da semente de trés espécies de

Cannabaceae.
Estrutura Pteroceltis tatarinowii  Trema micrantha  Cannabis sativa
Morfologia  Tipo Sémara Drupa Aquénio
Forma Achatado ovoide ovoide e apice
eliptico
Consisténcia  Seco Carnoso Seco

Anatomia Exocarpo Parenquimatoso, Parenquimatoso, Parenquimatoso com
do tricomas secretores, com  papilas alto  espessamente
pericarpo tricomas nao secretores estdmatos de parede (50%) da
célula
Mesocarpo Parénquima esponjoso, Parénquima, Parénquima
mucilagem, cristais. drusas

Endocarpo Colénquima Esclerénquima Esclerénquima
Anatomia Testa 3 camadas 3 camadas 5 camadas
da Tégmen 3 camadas de 2 camadas 3 camadas
semente Endosperma  Presente Presente Presente

Embrido
Referéncia Presente estudo Presente estudo Prakash 1979
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CONCLUSAO

O presente estudo voltado aos trés frutos de Cannabaceae permitiu a
verificagdo de similaridades no desenvolvimento destes, bem como, modificagbes
estruturais nas fases finais de desenvolvimento. Frutos carnosos ou secos conferem
ndo somente protecdo a semente. Os nutrientes disponiveis em distintos tecidos dos
frutos de Cannabaceae devem exercer papel fundamental na atracao de dispersos
bidticos, sobretudo na oferta de alimento. Ainda, nutrientes dos frutos secos devem
participar ativamente nos mecanismos prévios a germinagao. Os dados anatdmicos
deste estudo devem contribuir com futuros estudos voltados a sistematica da familia,

principalmente no complexo Parasponia-Trema.
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