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Resumo Geral

Resumo— Apocynaceae, uma das maiores familias de angiospermas, sdo predominantemente
pantropical, com poucos representantes atingindo as regides temperadas. Dentre as
Apocynaceae, Aspidosperma € um dos géneros mais representativos, composto por arvores ou
arvoretas conhecidas popularmente como perobas. O género distribui-se por toda a América
tropical, desde o México até a Argentina, com excecdo do Chile. E composto por 80 espécies
das quais, 69 ocorrem no Brasil, nas diversas formacgdes vegetais, principalmente ambientes
florestais, sendo o Brasil o centro de diversidade do género. Aspidosperma esta dividido em
dois subgéneros, Aspidosperma subgen. Coutinia e Aspidosperma subgen. Aspidosperma, este
altimo subdividido em nove seccdes. Dentre as espécies do subgénero Aspidosperma, A.
triternatum e A. quebracho-blanco séo os representantes de Aspidosperma Sect. Pungentia.
Essa seccdo e facilmente distinta das demais, mesmo em estado vegetativo, por agrupar espécies
que possuem folhas com &pices pungentes, Unicas no género. No entanto, A. triternatum e A.
quebracho-blanco sdo de dificil distingdo pelas semelhancas morfoldgicas que apresentam,
como o apice pungente de suas folhas que sdo verticiladas e a coloracdo branco amarelada de
suas flores. Essas duas espécies sdo encontradas nas formacdes chaquenhas da Argentina,
Bolivia, Paraguai, Uruguai e Brasil, sendo consideradas plantas indicadoras do Bioma Chaco.
Assim, é importante o desenvolvimento de novos estudos para eleger novos caracteres que
possam ser Uteis no reconhecimento dessas espécies, que sdo tdo importantes no Bioma Chaco.
Estudos anatdmicos foliares envolvendo espécies de Aspidosperma, demonstraram que
estes sdo Uteis na producao de dados. Assim sendo, nosso objetivo foi desenvolver um estudo
com caracteres morfologicos e anatdbmicos foliares que permitam uma circunscricdo mais

precisa das espécies em estudo.

Palavras-chave— Arquitetura foliar; Aspidospermateae; Anatomia Foliar; Quebracho;



General Abstract— Apocynaceae, one of the largest families of angiosperms, is predominantly
pantropical, with few representatives reaching temperate regions. Among the Apocynaceae,
Aspidosperma is one of the most representative genera, composed of trees or shrubs commonly
known as perobas. The genus is distributed throughout tropical America, from Mexico to
Argentina, with the exception of Chile. It is composed of 80 species, of which 69 occur in
Brazil, in various vegetation formations, mainly forest environments, with Brazil being the
center of diversity of the genus. Aspidosperma is divided into two subgenera, Aspidosperma
subgen. Coutinia and Aspidosperma subgen. Aspidosperma, the latter subdivided into nine
sections. Among the species of the subgenus Aspidosperma, A. triternatum and A. quebracho-
blanco name Aspidosperma Sect. Pungentia. This section is easily distinct from the others, even
in the vegetative state, by grouping species that have leaves with pungent apices, unigue in the
genus. However, A. triternatum and A. quebracho-blanco are difficult to distinguish due to the
morphological similarities they present, such as the pungent apex of their leaves, which are
whorled, and the whitish-yellow color of their flowers. These two species are found in the
chaquenhas formations of Argentina, Bolivia, Paraguay, Uruguay, and Brazil, being considered
indicator plants of the Chaco Biome. Thus, it is urgent to develop new studies to select new
characters that may be useful in recognizing these species, which are so important in the Chaco
Biome. Leaf anatomical studies involving Aspidosperma species have demonstrated that they
are useful in producing data. Therefore, our objective was to develop a study with
morphological and leaf anatomical characters that would allow for a more precise

circumscription of the species under study.

Keywords— Leaf architecture; Aspidospermateae; Leaf anatomy; Quebracho.



Apresentacdo da dissertacéo

A dissertagdo esta dividida em uma introducdo geral e um capitulo. Na introdugdo geral foi
apresentada uma contextualizacdo geral sobre o tema, trazendo informacGes sobre a familia e
género estudados, esse capitulo ndo sera publicado. O capitulo um esta apresentado sob a forma

de artigos cientifico, que sera submetido ao periddico Flora.



Introducdo geral

Apocynaceae Juss. sdao predominantemente pantropicais, vastamente distribuida em
regides tropicais e subtropicais, principalmente no hemisfério sul e com poucos representantes
atingindo as regides temperadas. Sao uma das maiores familias de angiospermas, incluem cerca
de 400 géneros e 5350 espécies (Endress et al., 2018). No Brasil estd representada por 94
géneros e 975 espécies, das quais 435 sdo endémicas com ocorréncia em todos 0s dominios
fitogeograficos brasileiros (Pereira, 2007; Endress et al., 2018; Castello et al., 2018; BFG, et
al., 2020).

A importancia das Apocynaceae é bastante variada, muitas espécies sdo cultivadas
como ornamentais, a exemplo de Allamanda cathartica L., e muitas vezes, sdo tdxicas para o
ser humano. Também sdo fornecedoras de madeira de boa qualidade, e.g. Aspidosperma Mart.
& Zucc. e Tabernaemontana L. (Rizzini e Mors, 1995; Quinet e Andreata, 2005). Alem disso,
as principais substancias extraidas das espécies de Apocynaceae sdo a leucocristina e a
vincristina, utilizadas para o tratamento de cancer (Souza e Lorenzi, 2012). Além disso,
espécies como Cryptostegia grandiflora R.Br. e Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton, ambas
nativas de Madagascar, inicialmente foram introduzidas como ornamentais, e atualmente,
comportam-se como invasoras de culturas (Costa et al., 2009).

As Apocynaceae sao plantas predominantemente voluveis, além de arvores, subarbustos
ou ervas eretas, todas latescentes, perenes, raramente ervas anuais. Os laticiferos e o floema
interno sdo as caracteristicas anatbmicas mais importantes; estdo presentes também, cristais de
calcio e oxalato. Quimicamente sdo conhecidas por apresentar uma variedade de glicosideos e
alcaldides (Rosatti, 1989). As folhas sdo geralmente opostas ou verticiladas, algumas vezes
alternas, simples, inteiras, pecioladas ou sésseis, de textura membrandcea a carnosa,
frequentemente providas de um a varios coléteres na face adaxial, junto & base do limbo
(Rosatti, 1989; Judd et al., 1994; Sennblad, 1997), nas bractéolas e no calice. As inflorescéncias
podem ser cimeiras umbeliformes, mais raramente pleiotirsos, tirsos, racemos ou flores
solitarias, podem ser terminais, axilares, geralmente opostas, ou mais frequentemente extra-
axilares, em geral alternas (Fontella e Marquete, 1995; Rapini, 2012; Endress et al., 2014,
2018). O célice € dialissépalo ou gamossépalo e a corola gamopétala, ambos sdo pentameros.
O namero de estames é sempre cinco e sdo epipétalos. O gineceu é bicarpelar ou dialicarpelar,
raramente tri a pentacarpelar. O ovéario é sUpero, raramente semi-infero e frequentemente
pluriovulado. Na grande maioria das espécies, os carpelos sdo livres no nivel do ovario, unidos

e expandidos acima, formando a cabeca dos estiletes, que através da sinorganizacdo do
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androceu e gineceu leva a formacdo do ginostégio, uma regido, mais ou menos alargada, de
acordo com o grupo, localizada acima do estilete. Apocynaceae apresentam
predominantemente fruto do tipo foliculo, frequentemente, aos pares, com sementes comosas.
No entanto, também sdo encontradas na familia capsulas, drupas ou bagas com sementes aladas
ou envolvidas por arilo carnoso. Os grdos de pdlen podem ser livres, agrupados em tétrades, ou
ainda, aglutinados em polinios, sustentados por caudiculos, que se ligam, aos pares, a um
corpusculo cérneo, muitas vezes denominado retindculo, situado entre duas anteras contiguas;
retinaculo mais caudiculos constituem o translador; o conjunto, translador mais dois polinios,
constituem o polinario, que esta presente em todas as espécies brasileiras da subfamilia
Asclepiadoideae (Simdes e Kinoshita, 2002; Kinoshita, 2004; Souza e Lorenzi, 2012).

Mas nem sempre esse grande e complexo grupo foi reconhecido como uma Unica
familia. O que se conhece hoje como Apocynaceae, foi inicialmente, reconhecido por Jussieu
(1789), como familia Apocineae. Posteriormente, Brown (1810) propds a familia Asclepiadeae
com 36 géneros desmembrados de Apocineae. Os representantes dessa familia apresentariam,
segundo o autor, grdos de pdlen reunidos em estruturas especializadas chamadas transladores.
A partir de entdo, foram preferencialmente reconhecidas como familias distintas (e.g.
Cronquist, 1981; Barroso, 1986). No entanto, muitos autores, e.g. Rosatti (1989), Thorne
(1992), Judd et al. (1994), defendiam a circunscricdo de Jussieu (1789), mas continuaram
reconhecendo-as como distintas por razdes praticas e tradicionais (por serem grupos grandes e
complexos).

Apesar da delimitacdo controversa, foi somente com os estudos filogenéticos e
morfoldgicos (Judd et al., 1994), mas especialmente, moleculares (Endress et al., 1996;
Sennblad e Bremer 1996, 2002; Potgieter e Albert, 2001), que uma nova delimitacgéo,
unificando as duas familias, foi proposta. Assim, Endress e Bruyns (2000) apresentam a familia
Apocynaceae distribuida em cinco subfamilias: Rauvolfioideae Kostel, Apocynoideae Burnett,
Periplocoideae R.Br., Secamonoideae Endel. e Asclepiadoideae R.Br. ex Burnett. Somente,
Secamonoideae e Periplocoideae ndo estdo representadas no Brasil. No entanto, dados mais
recentes, dividem a familia em trés subfamilias, Asclepiadoideae, Periplocoideae e
Secamonoideae, e dois grados, rauvolfidde e apocyndide, que correspondiam as subfamilias
Rauvolfioideae e Apocynoideae, respectivamente (Endress et al., 2014; Simdes et al., 2016;
Alvarado-Cérdenas, 2020).

Dentre as Apocynaceae, Aspidosperma Mart. & Zucc. € um dos géneros mais

representativos, € composto de espécies conhecidas popularmente como perobas. O género



distribui-se por toda a América tropical, desde o0 México até a Argentina, com excecdo do Chile.
Aspidosperma foi descrito por Martius & Zuccarini (1824), quando reconheceram cinco
espécies, sendo A. tomentosum Mart. a espécie tipo do género. A partir de entdo, o nimero de
espécies no género aumentou constantemente, especialmente com os trabalhos de Candolle
(1844), Miller (1860), Woodson (1951), Marcondes-Ferreira e Kinoshita (1996), Castello et.
al. (2020, 2022).

Aspidosperma emerge no grado rauvolfiéde, é grupo irmdo do restante das
Apocynaceae (Simdes et al., 2007; Castello et al., 2018). E composto por 80 espécies, das quais,
69, ocorrem no Brasil, o centro de diversidade de Aspidosperma. (Castello et al., 2022). O
género esta presente nas diversas formagOes vegetais, principalmente ambientes florestais
(Machate et al., 2016, 2020, Farinaccio et al., 2021).

Marcondes-Ferreira e Kinoshita (1996), dividiram Aspidosperma em dois subgéneros,
baseados principalmente no nimero de lobos no célice; as espécies que apresentam calice com
4 lobos foram incluidas em Aspidosperma subgen. Coutinia (Vell.) Marc.-Ferr e, aquelas que
exibem 5 lobos em Aspidosperma Mart. subgen. Aspidosperma, este ultimo subdividido em
nove seccoes.

Em geral as espécies do género Aspidosperma sdo arvores ou arvoretas, 0S ramos com
ou sem lenticelas, corticosos ou ndo, o latex € leitoso ou avermelhado. As folhas sdo geralmente
alternas, raramente opostas ou verticiladas; pungentes ou ndo. Apresentam inflorescéncia
subterminal ou axilar, raramente extra-axilar ou ramiflora; geralmente dicésios modificados,
raramente fasciculada ou paniculada. Exibem célice, geralmente com 5 lobos, rarissimo com 6
a 7. A corola das espécies de Aspidosperma é glabra ou pilosa, e as lacinias sao reflexas ou um
pouco eretas na antese. Os frutos sdo lenhosos ou coriaceoa com a superficie lisa, sulcada,
lixante, verrucosa ou muricada; podem ser glabros ou pilosos (Marcondes-Ferreira, 1988).

Dentre as espécies do subgénero Aspidosperma, A. triternatum Rojas Acosta e A.
quebracho-blanco Schltdl., nomeiam a Aspidosperma Sect. Pungentia (Pichon) Mar.-Ferr.
(Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996). Segundo esses autores, essa sec¢do € facilmente
distinta das demais, mesmo em estado vegetativo, por agrupar espécies que possuem as folhas
verticiladas e com 4&pices pungentes, Unicas no género. No entanto, A. triternatum e A.
quebracho-blanco sdo de dificil distingdo pelas semelhancas morfoldgicas que apresentam,
como a presenca de folhas verticiladas com apices pungentes e flores branco amareladas.
Ambas sdo espécies caracteristicas do Chaco (Marcondes-Ferreira e Kinoshita, 1996). Séo

encontradas nas formacgdes chaquenhas da Argentina, Bolivia e Paraguai e Uruguai. S&o
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consideradas plantas indicadoras do Bioma Chaco (Moglia, 2012). No Brasil, as duas espécies
ocorrem no Mato Grosso do Sul, e A. quebracho-blanco, também foi coletada no Rio Grande
do Sul.

O Bioma Chaco cobre cerca de 1.000.000 km2 (Olson et al., 2001), nas planicies do
norte da Argentina, oeste do Paraguai, sudeste da Bolivia e oeste do Brasil. E caracterizado por
apresentar principalmente vegetacdo arbustiva, caducifélia, microfila e espinescente,
geralmente associada a solos salinos (Silva et al., 2000). No Brasil, representado por uma
pequena parcela (7%), localizado no municipio de Porto Murtinho, em Mato Grosso do Sul
(Souza e Suarez, 2021).

Apesar de pouco conhecido, no Brasil, vem sendo fortemente impactado pelo
agronegdcio e o extrativismo que representam grande perigo nessa regido (Pott e Pott, 2003;
Souza e Suarez, 2021). Embora a pecuéria ndo seja considerada um grande ciclo econémico do
Chaco no inicio da sua ocupacdo, no seculo XIX, ela sempre esteve presente durantes os ciclos
da erva-mate e do quebracho e, hoje, representa a principal atividade econémica (Souza e
Sularez, 2021). A rapidez do crescimento do agronegdcio na regido impede o desenvolvimento
de pesquisas, fazendo deste, um bioma com pouquissimos estudos de cunho floristico (Sinani
etal., 2019).

Na familia Apocynaceae, estudos morfoldgicos e anatbmicos tém se mostrado Uteis e
contribuido para a delimitacdo de tdxons em diferentes niveis hierarquicos, também temos
contribuic@es a estudos taxondmicos e filogenéticos (Simdes et al., 2007; Livshultz et al., 2007,
Endress et al., 2014; Espirito Santo et al., 2019; de Morais Camara et al., 2020; Machate et al.,
2020; Farinaccio et al., 2021). Além disso, alguns estudos tém sido realizados com foco na
anatomia e morfologia de plantas, a exemplo de Arambarri et al., (2008, 2010, 2012), Carvalho
etal., (2017), Guerra e Scremin-Dias (2018), Ferraro e Scremin-Dias (2017), Rosa et al., (2021),
Carvalho e Farinaccio (2021), Panini et al., (2021), Castello et al., (2022). Com relacéo ao
género Aspidosperma, corroborando com estudos de outros grupos da familia, analises
anatbmicas demonstraram que caracteristicas anatdbmicas foliares podem ser usadas no
reconhecimento de espécies (Albuquerque, 1971; Reis et al. 2013; Krentkowski e Duarte,
2012).

Assim sendo, propomos que caracteres morfologicos e anatémicos foliares possam ser
Gteis na sistematica de Aspidosperma Sect. Pungentia pela grande dificuldade na delimitacdo

de A. triternatum e A. quebracho-blanco ja que os tradicionalmente utilizados vem dificultando



0 estabelecimento dos limites entre esses dois taxons. Associar a abordagem, aqui proposta,

com a taxonomia ira permitir uma circunscri¢cdo mais precisa.

Objetivo Geral
O presente estudo teve como objetivo realizar um estudo morfoldgico e anatémico de
folha das espécies de Aspidosperma Sect. Pungentia (Aspidosperma triternatum e A.

quebracho-blanco) a fim de contribuir para a delimitacdo das espécies do grupo.

Objetivos Especificos

1. Descrever a micromorfologia e anatomia foliar de Aspidosperma Sect. Pungentia

2. Verificar se morfologia foliar das espécies provenientes de populagdes provenientes de
diferentes regides se mantém;

3. Apontar possiveis caracteristicas adaptativas ao bioma Chaco;

4. Investigar quais sdo os caracteres morfoldgicos e anatdmicos foliares diagnosticos das
espécies estudadas;

5. Apresentar uma chave de identificacdo, para A. triternatum e A. quebracho-blanco

baseada em caracteres foliares, morfoldgicos e anatdmicos.
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Resumo—Aspidosperma é um dos géneros mais representativos, € composto por arvores ou
arvoretas conhecidas popularmente como perobas. O género distribui-se por toda a América
tropical, desde o México até a Argentina, com excecdo do Chile. E composto por 80 espécies
das quais, 69, ocorrem no Brasil, que é o centro de diversidade do género. Aspidosperma
triternatum e A. quebracho-blanco, nomeiam a Aspidosperma Sect. Pungentia, seccdo é
facilmente distinta das demais, mesmo em estado vegetativo, por agrupar espécies que possuem
as folhas com &pices pungentes, Unicas no género. No entanto, A. triternatum e A. quebracho-
blanco séo de dificil distingdo pelas semelhancas morfoldgicas que apresentam como o &pice
pungente de suas folhas que séo verticiladas e a coloracdo branco amarelada de suas flores. Elas
sdo encontradas nas formagdes chaquenhas da Argentina, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Brasil,
Bioma que vem sendo fortemente impactado pelo agronegécio e o extrativismo e representam
grande perigo nessa regido. Assim, é importante o desenvolvimento de novos estudos para
eleger outros tipos de caracteres que possam ser Gteis no reconhecimento dessas espeécies, tdo
importantes no Bioma Chaco. Estudos anatdmicos foliares, como ferramentas taxonémicas,
envolvendo espécies de Aspidosperma publicados, demonstraram que estas caracteristicas sao
Uteis para delimitar espécies. Assim sendo, nosso objetivo foi desenvolver um estudo para obter
caracteres morfologicos e anatbmicos foliares Uteis na sisteméatica de Aspidosperma Sect.
Pungentia. Para os procedimentos anatémicos e morfoldgicos, folhas adultas de ambas espécies

foram obtidas a partir de espécimes coletados na natureza. As analises anatdmicas e
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morfoldgicas foram conduzidas a partir dos métodos usuais de microscopia fotdnica e
microscopia eletrénica de varredura. Os caracteres diagndsticos que se revelaram Uteis para a
delimitacdo das espécies foram: a quantidade de pares de nervuras secundarias; os padrdes de
distancia entre estas e a regido mediana e distal, bem como a reticulagdo destas nervuras; a
ramificacdo das nervuras terciarias; a impressdo das nervuras quaterndrias bem como o
desenvolvimento destas e a forma da aréola; forma das células epidérmicas; padrdo de
ornamentacdo cuticular; tipos e distribuicdo os tricomas; distribuicdo dos estématos,
organizacao e capas de células do mesofilo. Demonstramos a partir do estudo realizado que as
espécies possuem diferengas morfolégicas e anatdmicas notaveis que tornaram possivel uma
melhor circunscri¢do do grupo.

Palavras-chave— Arquitetura foliar; Microscopia Eletrénica de Varredura; Anatomia foliar;

Quebracho.

Abstract—Aspidosperma is one of the most representative genera, it is composed of trees or
small trees popularly known as perobas. The genus is distributed throughout tropical America,
from Mexico to Argentina, with the exception of Chile. It comprises 80 species, 42 of which
occur in Brazil, which is the center of diversity for the genus. Aspidosperma triternatum and A.
quebracho-blanco, name Aspidosperma Sect. Pungentia, section is easily distinguished from
the others, even in the vegetative state, by grouping species that have leaves with pungent
apexes, unique in the genus. However, A. triternatum and A. quebracho-blanco are difficult to
distinguish due to the morphological similarities they present, such as the pungent apex of their
whorled leaves and the yellowish white color of their flowers. They are found in the Chaco
formations of Argentina, Bolivia, Paraguay, Uruguay and Brazil, a Biome that has been heavily
impacted by agribusiness and extractivism and represent a great danger in this region. Thus, it
is urgent to develop new studies to choose other types of characters that may be useful in the
recognition of these species, so important in the Chaco Biome. Leaf anatomical studies, as
taxonomic tools, involving published Aspidosperma species, have demonstrated that these are
useful in producing data. Therefore, our objective was to develop a study to obtain leaf
morphological and anatomical characters, as these can be useful in the systematics of
Aspidosperma Sect. Pungentia. Associating the approach proposed here with the taxonomy of
these taxa will allow a more precise circumscription of this taxon. For anatomical and

morphological procedures, adult leaves of both species were obtained from specimens collected

17



in nature. Anatomical and morphological analyzes were conducted using the usual methods of
photonic microscopy and scanning electron microscopy. The diagnostic characters that proved
to be useful for delimiting the species were: the number of pairs of secondary veins; the patterns
of distance between these and the median and distal region, as well as the reticulation of these
ribs; the branching of the tertiary veins; the impression of the quaternary veins as well as their
development and the shape of the areola; shape of epidermal cells; cuticular ornamentation
pattern; types and distribution of trichomes; distribution of stomata, organization and cell layers
of the mesophyll, among other characteristics.

Keywords— Leaf architecture; Scanning Electron Microscopy; Leaf anatomy; Quebracho.

1. Introducéo

Apocynaceae Juss., uma das maiores familias de angiospermas, sao predominantemente
pantropical, com poucos representantes atingindo as regides temperadas; inclui cerca de 400
géneros e 5350 espécies (Endress et al., 2018). No Brasil esta representada por 95 géneros e
974 espécies, sendo 436 endémicas (Flora e Funga do Brasil, 2023). Dentre as Apocynaceae,
Aspidosperma Mart. & Zucc. € um dos géneros mais representativos, € composto por arvores
ou arvoretas conhecidas popularmente como perobas. O género distribui-se por toda a América
tropical, desde o México até a Argentina, com excec¢do do Chile. E composto por 80 espécies
das quais, 69, ocorrem no Brasil, nas diversas formacdes vegetais, principalmente, ambientes
florestais, sendo, o Brasil, o centro de diversidade de Aspidosperma (Woodson, 1951;
Marcondes-Ferreira, 1988; Pereira, 2007; Castello et al., 2020, 2022). As espécies estdo
distribuidas principalmente entre a regido Norte (43 espécies) e Centro Oeste (30 espécies)
(Machate et al., 2016, 2020; Castello et al., 2023).

Em geral, as espécies de Aspidosperma séo, taxonomicamente, faceis de reconhecer, no
entanto, existem alguns complexos que apresentam grande variedade morfoldgica (Machate et
al. 2016; Morales e Zamora, 2017; Pereira et al., 2019), o que pode causar ambiguidade na
determinacdo de algumas espécies. Dentre esses casos, vale citar as espéecies que compdem  a
Aspidosperma sect. Pungentia (Pichon) Mar.-Ferr. do subgénero Aspidosperma Mart. subgen.

Aspidosperma, A. triternatum Rojas Acosta e A. quebracho-blanco Schlitdl. (Marcondes-
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Ferreira e Kinoshita, 1996). Essa seccao € facilmente distinta das demais, mesmo em estado
vegetativo, por agrupar espécies que possuem as folhas verticiladas e com apices pungentes,
anicas no género.

No entanto, A. triternatum e A. quebracho-blanco séo de dificil distin¢do (Fig. 1), uma
vez que ambas apresentam as inflorescéncias em dicasio, axilares ou terminais de cor branca a
branco-amarelada e flores muito semelhantes entre si (Fig. 1) e com sobreposicdo morfolégica
(Machate et al., 2016). Essas caracteristicas sdo tradicionalmente utilizadas, mas ndo séo
suficientes para uma clara circunscricdo dessas espécies. Assim, é urgente o desenvolvimento
de novos estudos para eleger outros caracteres que possam ser Uteis no reconhecimento desses
taxons.

Aspidosperma triternatum e A. quebracho-blanco sdo encontradas nas formagdes
chaquenhas da Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai. No Brasil, ambas ocorrem no extremo
oeste do Mato Grosso do Sul, A. quebracho-blanco também foi coletada no extremo sul do Rio
Grande do Sul. S&o consideradas plantas bioindicadoras do Bioma Chaco (Moglia, 2012),
portanto sua presenca em territorio nacional corrobora a formacéo chaquenhas no Brasil (Souza
e Suarez, 2021).

E importante ressaltar que o Chaco vem desaparecendo ao longo dos anos devido &
auséncia de politicas conservacionistas e a expansdo do agronegoécio no local (Souza e Suarez,
2021; Almiron et al., 2022). Além disso, Aspidosperma quebracho-blanco foi e segue sendo
extensamente explorada para a extracdo de taninos (Souza e Starez, 2021), apresenta baixa
variabilidade genética, caracteristicas que a convertem em vulneravel (Almiron et al., 2022).

De acordo com a literatura, verificou-se que estudos morfoldgicos e anatdmicos
envolvendo a estrutura foliar tém se mostrado Uteis e contribuido para a delimitacdo de taxons
em diferentes niveis hierarquicos em Apocynaceae (Simdes et al., 2007; Livshultz et al., 2007;
Endress et al., 2014; Espirito Santo et al., 2019; Varilla-Gonzales e Ruiz-Vega, 2020; de
Morais-Camaraet al., 2020, Machate et al., 2020; Farinaccio et al., 2021, Carvalho e Farinaccio,
2021). Estudos anatdmicos foliares em Aspidosperma, demonstraram que estas caracteristicas
podem ser usadas no reconhecimento de suas espécies (Albuquerque, 1971; Isaias et al., 2000;
Krentkowski e Duarte, 2012; Reis et al., 2013; Carvalho et al., 2017; Farinaccio et al., 2021).
Assim sendo, nosso objetivo é desenvolver um estudo para buscar novos caracteres

morfoldgicos e anatdmicos foliares Uteis na sistematica de Aspidosperma sect. Pungentia.

2. Material e métodos
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2.1.  Material analisado

Coletamos as folhas analisadas neste estudo nas populagfes naturais, envolvendo,
praticamente, toda area de distribuicdo da Aspidosperma Sect. Pungentia e, posteriormente,
identificamos todo o material. Foram selecionadas aleatoriamente uma a trés folhas adultas dos
20 individuos amostrados de cada populacdo. As informacgdes sobre os materiais testemunho
encontram-se sumarizadas na Tabela 1 e podem ser visualizadas no mapa apresentado na Figura
2.

2.2.  Procedimentos para analise morfoldgica
Arquitetura foliar

Diafanizamos as folhas para observacdo do padrdo de venacdo.  Logo apoés a coleta,
fixamos as folhas em Formalina Neutro Tamponada e 0s procedimentos seguiram a
metodologia proposta por Strittmatter (1973) e modificada por Kraus e Arduin (1997).

Fizemos a imersdo das amostras em solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a 5%;
trocamos a solugdo de trés a quatro vezes ao dia por um periodo de 60 dias, até que tivesse
ocorrido a clarificacdo do material. Apds esse tratamento, lavamos as amostras foram de 5 a 6
vezes em agua destilada para a retirada total da solucdo de NaClO, e, em seguida colocamos
em cloral hidratado a 5% por 5 a 10 minutos. Lavamos novamente as laminas foliares em agua
destilada, e coramos em safranina 1% por 24 horas e desidratamos em alcool etilico a 50%,
para posterior preparacdo de laminas semipermanentes. Pingamos uma gota da solucdo aquosa
de glicerina a 50% sobre uma lamina de vidro, na sequéncia, colocamos o material corado sobre
esta e em seguida cobrimos com uma laminula e vedamos o conjunto com esmalte incolor.

Analisamos as laminas foliares em microscopio fotomicroscopio Leika DMLB,
acoplado ao sistema de captura de imagens Motik Images Plus 2.0. Também utilizamos um
paquimetro digital Micrometer Mitutoyo para medir comprimento (mm), e largura (mm) e o
transferidor para medir o &ngulo em relacdo a nervura primaria. Para descricdo dos padrdes de
venacdo foliar seguimos a proposta de Hickey (1973). Obtivemos a documentacdo fotografica
por meio do fotomicroscépio Leika DMLB, acoplado ao sistema de captura de imagens Motik

Images Plus 2.0.

Analises de superficie foliar
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Utilizamos folhas coletadas e armazenadas em frascos hermeticamente fechados
contendo silica gel, portanto ndo foi necessario serem submetidas ao ponto critico conforme
proposta de Carvalho et al., (2017). Para remover a cera epicuticular nés submetemos as
amostras a testes, mergulhando os fragmentos da folha por 10 segundos nas seguintes
substancias: (1) cloroférmio, (2) em hexano, (3) uma mistura desses dois (4) em cloroférmio
aquecido por dois minutos e, (5) colocamos os fragmentos em recipiente contendo cloroférmio,
e aguecemos este recipiente por 4 minutos (modificado de Cordeiro et al., 2011). Além das
amostras tratadas, incluimos o material controle para observacéo, sem os tratamentos previos.
Montamos os fragmentos em suportes metalicos de latdo (stubs), que foram metalizados em
ouro, e observamos em microscopio eletrénico JEOL, modelo JSM-6380LV, 10 kV pertencente
ao Laboratorio Multiusuario de Analises de Materiais (MULTILAM) do CCET — INFI.

2.3 Procedimentos para a analise em microscopia de luz

Logo apo6s a coleta, fixamos as folhas em formalina neutra tamponada 50% (FNT)
(Johansen, 1940), no laboratorio, lavamos em agua corrente, desidratamos em uma série etilica
e conservamos em etanol 70% (Kraus e Arduim, 1997) e, posteriormente seccionamos as
amostras.

Efetuamos seccdes transversais, no terco mediano da lamina foliar (incluindo a por¢éo
intercostal, nervura principal, bordo e nervura mediana), com emprego de corte a méo livre com
segmentos de aproximadamente 0,5 cm2. Diafanizamos as amostras em hipoclorito de sédio
3%, neutralizamos em &cido acético, e coramos em azul de alcido 1% e fucsina bésica ou
safranina 1% em 4cido tartdrico (Kraus e Arduin, 1997) e montados em laminas
semipermanentes. Obtivemos 0s cortes permanentes a partir do material que fixamos em
formalina neutra tamponada 50% (Johansen, 1940), desidratamos em série etandlica e
armazenamos em etanol 70%. Apds isso, cortamos as folhas de ambas espécies na porcao
mediana.

Mantivemos as amostras por 24h em estufa a 60 °C numa mistura de peroxido de
hidrogénio e acido acético 1:1 (Kraus e Arduin, 1997). Posteriormente, limpamos e coramos as
epidermes em azul de alcido e safranina e as montamos em laminas permanentes.

Para 0 emblocamento de cada folha, separamos cortes da por¢cdo mediana e em seguida 0s
desidratamos totalmente, primeiramente em alcool e depois em série etanol-butilica (3:1, 1:1,
1:3, acetato de butila puro) conforme, Johansen (1940). Separamos 0s cortes de ambas as

espécies em frascos de acordo com o local da coleta e os submergimos em parafina histologica
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e acetato de butila 1:1. A cada 12 h, descartamos metade da solucdo e completamos os frascos
com mais parafina até que todo o contedo do frasco fosse substituido por parafina. Logo ap0s
emblocamos o material em parafina e realizamos 0s cortes em micrétomo rotativo

Utilizamos adesivo de Bissing, posteriormente depositamos as laminas em estufa a
vacuo até que o adesivo secasse. Retiramos as laminas da estufa e a removemos a parafina
usando a série etanol-butilica (1:3, 1:1, 3:1 e etanol a 100%) 15 minutos em cada fase. Em
seguida, reidratamos os cortes em série decrescente de alcool (100%, 90%, 80%, 70%, 60%, e
50%). Coramos as laminas em azul de alcido e safranina alco6licos. Novamente desidratamos
em série crescente de alcool (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) e série etanol-butilica (3:1,
1:1, 1:3 e acetato de butila puro). Montamos as em meio permanente por meio de Permount e

depositamos em bandejas para esperar o tempo de secagem.

2.4 Documentacdo fotogréfica

Realizamos a documentacéo fotografica com o fotomicroscopio Leika DMLB, acoplado
ao sistema de captura de imagens Motik Images Plus 2.0 e realizamos a montagem das pranchas
com o programa Adobe Photoshop CS6. As fotos em campo foram tomadas utilizando celular
Motorola, moto g (60).

3. Resultados

3.1 Arquitetura foliar — venacéo

Pela primeira vez é apresentada arquitetura das folhas das espécies de Aspidosperma
quebracho-blanco e A. triternatum (Tabela 2) e representaram uma excelente contribuicdo na
delimitacdo das espécies.

Aspidosperma quebracho-blanco (Fig. 3A) e A. triternatum (Fig. 3B), possuem
diferencas significativas em suas laminas foliares. Enquanto A. quebracho-blanco apresenta
laminas foliares com dimensdes de 1,90-6,82 cm de comprimento e 0,29-1,32 cm de largura,
A. triternatum tem laminas foliares menores, variando de 1,28-5,48 cm de comprimento e 0,51-
1,57 cm de largura. A venagdo em ambas as espécies € craspedddroma simples, com nervuras
secundarias agudas que formam angulos em relagdo a nervura primaria.

Em A. quebracho-blanco, as nervuras secundarias formam 15-22 pares (Fig. 3C-D),
sendo essas impressas, raramente salientes, reticuladas ortogonais com angulo em relacéo a

nervura priméria de 8-35°, enquanto em A. triternatum (Fig. E-F), formam de 9-12 pares e sdo
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salientes apresentam angulo agudo, sdo reticuladas aleatérias, com angulo em relagdo a nervura
primaria de 22-53°.

Ha uma variacéo entre as distancias das nervuras secundarias nas duas espécies, sendo
de 0,06-0,19 cm na regido proximal em A. quebracho-blanco e de 0,06-0,31 cm em A.
triternatum. Na regido mediana, a distancia em A. quebracho-blanco é de 0,12-0,19 cm e em
A. triternatum ¢ de 0,36-0,57 cm. Ja na regido distal, A. quebracho-blanco apresenta distancias
de 0,12-0,31 cm e A. triternatum varia entre 0,15-0,57 cm.

Em ambas as espécies as nervuras terciérias sdo alternas, ramificando-se de 1-2 vezes,
em A. quebracho-blanco (Fig. 3C) e, 3 vezes em A. triternatum (Fig. 3E). As duas espécies
tém aréolas triangulares ou quadrangulares. J& as nervuras quaternarias apresentam diferencas
nas duas espécies, em A. quebracho-blanco sdo impressas e bem desenvolvidas, conectando-se
com as secundarias e formando uma aréola completa e compacta (Fig. 3C-D); em contraste,
A. triternatum (Fig. 3E-F), apresenta nervuras quaternarias salientes e imperfeitas, formando

uma rede incompleta e aréolas incompletas e dispersas.

3.2 Anatomia foliar
3.2.1 Regiéo intercostal

Em vista frontal, nota-se a presenca de uma cuticula espessa em ambas as espécies,
porém em A. quebracho-blanco esta cuticula € lisa (Fig. 4A) e em A. triternatum é
longitudinalmente estriada (Fig. 4B). As paredes anticlinais de ambas espécies sao espessas,
retas a levemente curvas (Fig. 4C-E). Os estdmatos estdo distribuidos de maneira aleatoria, sdo
do tipo anomociticos com anel periestomatico (Fig. 4C-D) ocorrendo em ambas as faces de A.
guebracho-blanco (Fig. 4C) e apenas na face abaxial de A. triternatum (Fig. 4D-E), em ambas
as espécies as celulas epidérmicas imediatas aos estdbmatos formam um anel ao seu redor (Fig.
4C-D).

Aspidosperma quebracho-blanco e Aspidosperma triternatum apresentam diferengas na
presencga e tipo de tricomas. Em A. quebracho-blanco, os tricomas tectores sédo de dois tipos,
sendo o primeiro com a base mais achatada e ornamentado pela cuticula que forma um padréo
de linhas segmentadas em toda a extensao vertical dos tricomas (Fig. 4F), enquanto o segundo
segue o padrédo comum de tricomas tectores, sem ornamentacdes (Fig. 4G).

Eles estdo presentes em toda face adaxial, em individuos de A. quebracho-blanco
coletados no estado de Mato Grosso do Sul (Brasil), Formosa (Argentina) e Filadélfia

(Paraguai), embora em menor quantidade neste ultimo. No entanto, nos individuos coletados
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no Rio Grande do Sul (Brasil), os tricomas ndo foram observados, e na face abaxial, eles estdo
presentes apenas no material coletado em Formosa. Por outro lado, em A. triternatum, os
tricomas tectores seguem o padrdo comum de tricomas tectores, sem ornamentagoes (Fig. 4H),
e estdo presentes apenas na face adaxial do individuo coletado em Porto Murtinho, Mato Grosso
do Sul.

3.2.2 Epiderme em corte transversal

Em ambas as espécies, a epiderme é uniestratificada quando observada em seccao
transversal. No entanto, existem diferengas notaveis entre as duas espécies. Em A. quebracho-
blanco, as células da epiderme séo retangulares ou quadradas com uma cuticula espessa que
forma flanges (Fig. 5A-B), enquanto que em A. triternatum elas tém forma arredondada e a
cuticula ndo forma flanges (Fig. 5C-D).

Nas duas espécies, ha uma cera lisa acima da cuticula. Os estdbmatos em ambas as
espécies estdo ligeiramente acima da epiderme, mas em A. quebracho-blanco a cuticula forma
uma crista estomatica (Fig. 5B - asterisco). Abaixo dos estdmatos, em ambas as especies, ha
uma camara subestomatica com um espago amplo (Fig. 5B-C). Os tricomas séo escassos em A.
quebracho-blanco (Fig. 5E) e, embora tenham sido observados em outros planos em A.

triternatum, neste plano eles ndo foram encontrados.

Mesofilo

As seccdes transversais do mesofilo foliar mostram que ele apresenta uma estrutura
isobilateral em ambas as espécies analisadas (Fig. 6A-B) sendo que o parénquima palicadico
tem mais camadas na porgdo superior da folha do que na inferior. Em A. quebracho-blanco,
essas camadas podem variar de 2 a 7 células (Fig. 6A) retagngulares, enquanto em A.
triternatum variam de 2 a 4 células, que sdo retangulares, com paredes retas e espessas (Fig.
6B). Dentro dessas células, ha uma pequena quantidade de cloroplastos e, em A. quebracho-
blanco, numerosos cristais podem ser encontrados nas células do parénquima palicadico (Fig.
6C), embora sejam menos frequentes em A. triternatum. Nesta espécie a quantidade de cristais
é aparentemente maior no parénquima lacunoso formado por 2 a 5 camadas de células (Fig.
6D). Entre as células do parénquima palicadico, logo abaixo da epiderme, estdo os idioblastos
esclerioidais, que tém forma alongada e paredes lignificadas em A. quebracho-blanco (Fig. 6E)
contrapondo A. triternatum, cujo a maioria desses idioblastos néo estdo lignificados (Fig. 6F).

Em A. quebracho-blanco entre as células do parénquima paligadico superior e inferior, observa-
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se entre 2 e 6 camadas de células bem organizadas, com paredes finas, aclorofiladas ou
contendo escassos cloroplastos essas camadas sao identificadas como um parénquima aquifero
(Fig. 6A).

Sistema Vascular
O sistema vascular é composto por feixes vasculares bicolaterais, na regido intercostal
os feixes possuem o floema adaxial menos desenvolvido (Fig. 7A-B). Os feixes vasculares estdo

circundados por uma calota de fibras lignificadas (Fig. 7A-B).

3.2.3 Nervura principal

Em vista frontal, a epiderme apresenta células com paredes anticlinais espessas,
semelhantes as da regido intercostal (Fig. 8A-D). Neste plano de observacdo ndo foram
encontrados estdmatos tampouco tricomas em ambas as faces em A. quebracho-blanco
enquanto (Fig. 8A-B) que em A. triternatum os tricomas estao presentes na face adaxial (Fig.
8C) na face abaxial os tricomas estdo ausentes (Fig. 8D).

Secc0es transversais da nervura principal revelam que a epiderme é uniestratificada com
células com um padrdo de formato retangular ou quadrado em A. quebracho-blanco (Fig. 8E-
F) enquanto que em A. triternatum elas formam um padrao arredondado (Fig. 8G-H), em ambas

a epiderme é revestida por uma cuticula espessa e com o depdsito de uma cera lisa (Fig. 8E-H).

Regiéo cortical

Em A. quebracho-blanco, foram observadas células globosas, com paredes espessas e
maior tamanho que as células do parénquima aquifero (Fig. 8E-F). Trés camadas de células
foram observadas na porcao orientada a face adaxial (Fig. 8E), e quatro camadas de células na
face abaxial (Fig. 8F).

Em A. triternatum, foi observada apenas uma a duas camadas de células na face adaxial
(Fig. 8G), enquanto que na face abaxial sdo duas camadas de células com paredes espessas e de
tamanho igual ou menor que as células do parénquima lacunoso (Fig. 8H). Em ambas as

espécies, as células corticais estdo presentes apenas na porcao central-apical do feixe vascular.

Sistema vascular
E composto por feixes vasculares bicolaterais, os feixes vasculares estdo circundados

por uma calota de fibras (Fig. 9A-B), que formam cinco capas ao redor deste na porcéo
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orientada a face adaxial e dez capas na regido orientada a face abaxial em A. quebracho-blanco
(Fig. 9A) enquanto que em A. triternatum formam cinco capas ao redor deste na porcéo
orientada a face adaxial e nove capas na porgédo orientada a face abaxial (Fig. 9B). Dentro do
feixe vascular, foram observados laticiferos dispersos (Fig. 9A-B). Os feixes vasculares

ocorrem em todo o limbo foliar, apresentando apenas um feixe vascular principal.

3.2.4 Bordo
O bordo (Fig. 9C-D) apresenta células epidérmicas pequenas e arredondadas. As células
parenquimaticas estdo representadas por uma capa, e sdo mais arredondadas. Neste também, ha

um pequeno feixe circundado por fibras lignificadas (Fig. 9C-D).

4, Discussao

4.1.  Analise anatdmica e morfologica
Arquitetura foliar

A utilizagdo da arquitetura foliar, como ferramenta taxonémica € inédita em
Aspidosperma Sect. Pungentia e revelou-se bastante significativa neste estudo, a venagao das
folhas é, sabidamente, um caracter fixado e determinado geneticamente e pouco afetado pelas
caracteristicas ambientais (Scarpella et al, 2010; Sawchuk et al, 2013; Bayliset al,
2013; Pahari et al, 2014), formando assim, um conjunto seguro de caracteristicas, quando a
intencdo é colaborar com a circunscri¢do de um grupo.

O padrdo de venag&o principal descrito para a familia estd em conformidade com o tipo
camptdédromo pinado com secundarios broquidédromos festonados (Mohan & Inamdar, 1982),
porém encontramos um padrdo distinto para as espécies alvo desde trabalho. No trabalho de
Ferraroto (1998), também foi observado que caracteristicas arquitetbnicas relacionadas a
venagdo marginal podem diferenciar espécies de Amaranthus L., demonstrando que a
arquitetura foliar se mostra Gtil quando apresenta caracteristicas que permitem diferenciar
espécies de um mesmo género.

Em estudos sobre caracteristicas importantes que permitem a distincdo de espécies de
ambientes tropicais, Roth (1996) apresenta que a relacdo entre a nervura principal e a
quantidade de nervuras secundarias que partem desta, estdo diretamente relacionadas com o
desenvolvimento da folha, ou seja, folhas com mais nervuras secundarias apresentariam um

padrdo de crescimento longitudinal e de largura superiores a aquelas que possuem menos
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nervuras secundarias, o que foi corroborado em nossos resultados, ja que A. quebracho-blanco
possui folhas com comprimento e largura maiores que A. triternatum.

Krentkowski e Duarte (2012), na descricdo parcial da arquitetura foliar de
Aspidosperma olivaceum Mull.Arg. e A. polyneuron Mull.Arg. encontraram que as nervuras
destas espécies sdo camptddromas, assim como o padrdo descrito para as nervuras de
Aspidosperma flaviflorum Machate (Machate et. al., 2020), mas diferentes do padréo
encontrado em Aspidosperma triternatum e A. quebracho blanco, ja que sdo caspedédromas
assim como, Aspidosperma compactinervium Kuhlm. (Quinet e Andreata, 2005).

Ainda de acordo com os autores supracitados, os angulos da nervura secundarias em
relacdo as primarias sdo distintos para A. compactinervium, A. parvifolium A.DC. e A.
pyricollum Mull.Arg., que possuem angulos de 40° a 70°, muito mais abertos do que
encontramos nas espécies aqui estudadas, que possuem angulos mais fechados 8° a 35° em A.
guebracho-blanco e 22° a 53° em A. triternatum; de acordo a Machate et. al., (2020), A.
flaviflorum também apresenta uma amplitude muito maior nos angulos 37° a 86°. Machate et
al. (2020) encontraram um padrdo impresso nas nervuras secundarias de A. flaviflorum, padrdo
este que coincide com o encontrado nas nervuras secundarias de A. quebracho-blanco, além
disso, o padrdo de ramificacdo das nervuras terciarias, predominantemente alterno é o mesmo
gue que encontramos neste trabalho. Com relacao as aréolas, Machate et al. (2020), encontram
um padrdo bem desenvolvido, 0 mesmo que encontramos em A. quebracho-blanco, porém
distinto de A. triternatum, uma informacdo de alto valor diagndstico no reconhecimento das

espécies que estudamos, conforme apontado por Roth (1996).

Anatomia foliar

A presenca de cera lisa em Apocynaceae também foi detectada por Carvalho et. al.,
(2017) em estudos com o género Araujia Brot. Cordeiro et al. (2011), com objetivo de estudar
a composicdo quimica da cera epicuticular de duas espécies Mandevilla Lindley, revelaram que
as espécies apresentam perfis quimicos quantitativos das ceras epicuticulares e sugere que essa
informacdo também poderia ser usada como uma caracteristica adicional na identificagéo
taxonémica. Arambarri et al. (2012) trabalhou com espécies de diferentes familias que ocorrem
no Chaco Oriental Argentino, incluindo A. quebracho-blanco, o seu resultado concorda com o
nosso, especialmente, pela presenga cera epicuticular lisa. Assim, ficou evidente que se trata de
uma caracteristica comum em géneros de Apocynaceae.

Rosati (1991) em seu trabalho sobre plantas do Chaco ocidental, descreve a cuticula de
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A. quebracho-blanco como finamente granulada e a de A. triternatum com estrias longitudinais,
embora, nas ilustracfes que acompanham a publicacdo, a ornamentacdo da cuticula ndo é
apresentada. Neste estudo, verificou-se que A. quebracho-blanco apresenta uma cuticula lisa,
discordando do trabalho de Rosati (1991), porém concordamos com a descri¢do de estrias
longitudinais em A. triternatum, além disso complementamos a descricao ilustrando o padréo
encontrado nessas duas espécies.

A presenga de epiderme unisseriada é um carater comum em espécies de Aspidosperma,
por exemlo: A. australe Mill.Arg. e A. cylindrocarpon Mull.Arg. (lsaias et al., 2000), A.
carapanauba Pichon, A. desmanthum Mull.Arg., A. excelsum Benth e A. spruceanum Benth.
ex Mull.Arg. (Reis et al., 2013), A. oblongum A.DC. (Albuquerque, 1971), porém, muitos
destes autores, inclusive (Metcalfe e Chalk, 1950; Solereder, 1908), citam uma epiderme
papilosa, principalmente na face abaxial em Apocynaceae, p  orém, nas espécies estudadas,
embora também apresentem a epiderme unisseriada, ndo possuem papilas no limbo foliar.

Os autores, acima citados, descrevem as papilas com uma possivel funcao retentora de
agua em plantas de ambientes tropicais. Ainda que as papilas ndo estejam presentes nas espécies
estudadas, outras estruturas encontradas, como a cuticula espessa e a cera cuticular podem
ajudar na regulacdo hidrica foliar (Fahn e Cutler, 1992).

Neste estudo, apontamos, pela primeira vez uma diferenca na forma das células
epidérmicas, ja que ndo foi mencionado nos trabalhos de Metcalfe e Chalk (1979), Albuquerque
(1971), Quinnet e Andreata (2005), Krentksolski e Duarte (2012), Reis et al. (2013), Isaias et
al., (2020) alguma anélise das formas epidérmicas das células de espécies de Apocynaceae.

Os estdmatos anomociticos encontrados em A. quebracho-blanco e A. triternatum
também foram citados nos estudos de Albuquerque (1971), Reis etal. (2013), Isaias et al. (2000)
e por Metcalfe e Chalk (1979), porém, nos detectamos que A. quebracho-blanco apresenta uma
caracteristica, ainda ndo mencionada em nenhum trabalho, que é uma pequena cripta formada
pela cuticula. A cripta é descrita para algumas espécies que ocorrem em ambientes xéricos,
COMO 0S que espécies aqui estudas ocorrem, essa caracteristica aparentemente confere protecdo
para o estdbmato (Fahn e Cutler, 1992; Jordan et al., 2008).

Somando-se a isso, 0s estomatos de A. quebracho-blanco e A. triternatum possuem um
anel periestomatico, que se define como uma borda cuticular ao redor do estdbmato, també é
uma adaptacdo a ambientes secos e com alta luminosidade (Arambarri et al., 2010, 2012). Este
anel, ja havia sido descrito para A. quebracho-blanco, porém é descrito pela primeira vez para

A. triternatum. Abaixo dos estdmatos a camara subestomatica ocupa um espaco amplo em
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ambas as espécies, amplos espacos na camara estomaticas indicam um gradiente maior para a
difusdo entre a folha e o meio, possibilitando um baixo indice de transpiracdo (Fahn e Cutler,
1992).

Com relacdo a posicdo dos estbmatos, A. quebracho-blanco é anfiestosmética e A.
triternatum hipoestomatica, caracteristica ja descrita e utilizada como diagnoéstica por Rosati
(1991). Concordamos com a importancia dessa caracteristica, ja que os individuos de todas as
populacbes estudadas mantém o mesmo padrdo. De acordo com ambiente ocupado pelas
plantas, a presencga de estomatos pode variar, as folhas podem apresentar, em uma, ou ambas
as faces; plantas de ambientes mesomorficos, entre outras caracteristicas, tendem a apresentar
folhas hipoestomaticas e, plantas de ambientes xéricos, folhas anfiestosmaticas, nestas ultimas
devido a grande eficiéncia fisiologica que apresentam, podendo assim aproveitar ao maximo a
disponibilidade de radiacéo solar (Menezes et al., 2003).

Em nosso estudo, ambas as espécies ocorrem no mesmo bioma, porém, devido as
caracteristicas predominantemente xéricas, associadas ao Chaco, sugerimos que a distribuicao
dos estbmatos possui um valor taxondmico muito relevante. Nas coletas realizadas no Paraguai,
foi possivel observar que as populagdes de A. quebracho-blanco ocorrem em ambientes mais
secos que as populagdes de A. triternatum. Sendo assim, a distribuicdo dos estdmatos na lamina
foliar corresponde ao esperando, plantas com maior acesso a dgua, como A. triternatum, tém
estdmatos somente em uma das faces, ja aquelas com menor acesso a agua, como A. quebracho-
blanco, tém estdmatos em ambas as faces (Menezes et al., 2003). Ainda que ambas ocorram no
Chaco, o microclima mais Umido faz de A. triternatum mais adaptada a um ambiente mesolitico
e A. quebracho-blanco mais xerofitico.

Outros resultados também estdo em concordancia com os estudos de Menezes et al.
(2003, por exemplo, estudos de Isaias et al. (2000), Arambarri et al. (2008), Krentkowski e
Duarte (2012) e Reis et al. (2013) mostraram que oito espécies de Aspidosperma sdo
hipoestomaticas, ou seja, apresentam estbmatos somente na face abaxial das folhas. Isaias et
al. (2000) estudaram plantas em uma area de transicdo entre Mata Atlantica e Cerrado, enquanto
Arambarri et al. (2008) realizaram coletas na regido da "Selva Misionera”, na provincia
biogeografica Paranaense da Argentina, que apresenta caracteristicas mesomorficas.
Krentkowski e Duarte (2012), por sua vez, coletaram plantas em Curitiba - PR, onde o bioma
predominante € a Mata Atlantica, também com caracteristicas mesomorficas.

A anatomia foliar de todo o género é muito pouco conhecida, porém, com a informacéo

até agora divulgada, somada a nossa, podemos encontrar um padrdo na distribuicdo dos
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estdmatos em espécies de Aspidosperma, sendo o padrdo hipoestomatico 0 mais comum, o
mesmo que encontramos em A. triternatum.

E certo que a classificacdo dos tricomas pode colaborar na diferenciagio ou
caracterizagdo de algumas espécies (Metcalfe e Chalk, 1979), em nossos estudos, A. quebracho-
blanco possui dois tipos de tricomas, enquanto A. triternatum apenas um. Ambas espécies
possuem apenas tricomas tectores, contudo A. quebracho-blanco apresenta um segundo tipo de
tricoma, ele tem a base e a regido mediana mais achatados, em comparacdo ao apice e apresenta
ornamentagdes em toda sua extensdo. A densidade dos tricomas também apresenta
importancia na reducdo da temperatura foliar, absorcéo da radiacdo, como o padrdo encontrado
em A. quebracho-blanco ou seja, uma espécie que tem melhor regulacdo da evapotranspiracao
(Fahn e Cutler, 1992).

O mesofilo em ambas as espécies € isobilateral, o que ja foi constatado por Metcalfe e
Chalk (1950) para A. quebracho-blanco. Neste trabalho, apresentamos, pela primeira vez, a
anatomia do mesofilo de Aspidosperma triternatum. Segundo esses mesmos autores, as folhas
de Apocynaceae, quando maduras, apresentam duas ou trés camadas de parénquima paligadico,
em nosso estudo encontramos até quatro em A. triternatum e até sete capas em A. quebracho-
blanco, somado a isso, pela grande quantidade de cloroplastos, pode-se inferir a que a
capacidade fotossintética dessas plantas é elevada. Ainda que, a quantidade de camadas de
parénquima palicadico esteja associada a idade (Metcalfe e Chalk, 1950), as folhas analisadas
séo todas adultas e apresentam uma grande diferenca, no que se refere a quantidade de capas
que compdem o parénquima paligédico.

O parénquima lacunoso, que esta presente em A. triternatum ocupa um bom espago na
porcdo central do limbo foliar e, assim como, no parénquima palicddico ha uma grande
quantidade de cloroplastos. Uma caracteristica que nos chamou a atencéo, foi o parénquima
presente na porgdo central de A. quebracho-blanco, este sem cloroplastos, sendo entdo,
classificado neste estudo como parénquima aquifero. Esse tipo de parénquima € descrito para
plantas suculentas, ele auxilia no armazenamento de agua, caracteristica de plantas xerofitas,
ressaltamos que o parénquima aquifero é descrito aqui pela primeira vez para uma espécie do
género Aspidospema.

Os cristais de oxalato de calcio sdo comuns em todas as Apocynaceae, sendo relatados
em diversos trabalhos com espécies de outros géneros (Metcalfe e Chalk, 1950; Adeniran, et
al., 2022; Fjell, 1983), assim como nas espécies de Aspidosperma (Kataoka et al., 2019;

Krentkowski e Duarte, 2012). Em nosso estudo, no mesofilo encontramos cristais do tipo drusa
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e prismaticos, sendo que A. quebracho-blanco apresentou muitos cristais no parénquima
palicadico e A. triternatum apresentou alguns. Essa caracteristica € muito notavel, ja que nas
analises em microscopio com luz polarizada, a quantidade de cristais em A. quebracho-blanco
sempre foi superior que ao encontrado em A. triternatum, somando a isso, essa espécie é
facilmente distinta por apresentar cristais distribuidos nas Ultimas capas de parénquima
palicadico e, em maior quantidade, no parénquima lacunoso; enquanto que, em A. quebracho-
blanco, os cristais estdo presentes, principalmente nas células do parénquima paligadico.

Angyallosy (2005), observa que, quanto mais seco o ambiente no qual uma espécie se
desenvolve, mais cristais ird formar, principalmente se esta espécie for lenhosa. A presenca de
cristais de oxalato de calcio pode indicar diversos fatores metabdlicos, defensivos ou
estruturais, ou seja, a planta pode forma-los como uma estratégia para acumular um excesso de
sais do solo, para proteger-se da herbivoria ou até mesmo manter a estrutura do 6rgéo
(Franceschi e Horner, 1980). Segundo alguns autores (e.g. Genua e Hillson, 1985; Prychid e
Rudall, 1999; Lersten e Horner 2000; Ilarsan et al., 2001), a producéo de cristais e a localizacdo
destes é determinada pela expressdo génica, podendo entdo, auxiliar na delimitacdo taxonémica
de alguns grupos , ou seja, nossos resultados sdo valiosos, ja que podem contribuir com a
delimitacdo dessas duas espécies.

Aspidosperma quebracho-blanco e A. triternatum apresentam idioblastos e  m todo o
mesofilo, além dos cristais. Em A. quebracho-blanco, alguns destes estdo lignificados, neste
caso, identificados como idioblastos esclerioidais, que ja foram citados e descritos por Metcalfe
e Chalk (1950), porém em outros grupos eles aparecem ao redor de elementos vasculares, no
geral, idioblastos lignificados, ou ndo, sdo comuns em Apocynaceae. No entanto, Arambarri, et
al., (2008) descreve idioblastos esclerioidais em A. polyneuron Mull.Arg. como uma possivel
adaptacdo de arvores expostas a extrema radiagdo solar. Em A. triternatum ndo foram
observados idioblastos esclerioidais, porém, assim como em A. quebracho-blanco, outros
idioblastos ocupam um grande espaco no parénquima paligadico.

O sistema vascular de ambas as espécies possui uma configuracdo bicolateral, uma
caracteristica tipica da familia Apocynaceae (Metcalfe e Chalk, 1950) e, também mencionada
em outras espécies de Aspidosperma por outros autores (e.g. Albuquerque, 1971; Arambarri et
al., 2008; Reis et al., 2013;). O mais interessante nestes feixes vasculares € a expressiva
quantidade de capas de fibras lignificadas que os circundam, caracteristica comumente
encontrada em plantas xerofitas (Menezes et al., 2003), em nossas observacoes, a quantidade

de capas destas fibras é superior em A. quebracho-blanco. Os feixes vasculares, apesar de terem
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calibres diferentes, seja no mesofilo ou na nervura principal, sempre apresentam a mesma
configuracdo, independente do calibre.

Com relacdo aos feixes vasculares, a quantidade de células corticais ndo é citada na
literatura como um fator determinante na ecologia ou taxonomia de espécies vegetais. Embora
nossos estudos tenham identificado uma diferenca quantitativa dessas células, que apresentam
valores, sempre superiores, em A. quebracho-blanco, ndo podemos apresentar uma discussdo
sobre estes valores, a ndo ser, comparar com 0s outros resultados apresentados na literatura que
demonstram que o mesofilo de A. quebracho-blanco possui mais tecidos vegetais que no
mesofilo de A. triternatum.

Como citado, anteriormente, a presenca de tricomas esta associada, muitas das vezes, a
caracteristicas ambientais, porém, observamos que o padrdo de distribuicdo de tricomas na
epiderme da nervura principal se manteve em todas as amostras estudadas, podendo assim,
fornecer uma caracteristica de valor taxonémico, distintiva entre as espécies.

Na nervura principal de ambas as espécies, também estdo presentes os laticiferos,
estruturas comuns na familia (Metcalfe e Chalk, 1979). Farrell, et al., (2021) destaca a
importancia dos laticiferos em Apocynaceae, pois proporcionam defesas contra os insetos. Os
laticiferos de espécies de Aspidosperma ja foram estudados por (Metcalfe e Chalk, 1979) que
foram classificados como ndo articulados, no entanto, Demarco et al. (2006), analisando os
laticiferos de A. australe Mull.Arg. os classificaram como articulados anastomosados, nesse
estudo foi ressaltado a importancia de analise ontogenética para a correta descri¢do. Laticiferos
articulados anastomosados, também foram documentados em Rhabdadenia Mull.Arg., género
de Apocynaceae por (Pirolla-Souza et al., 2019). Pelas nossas observac¢des, concordamos com
a descricdo de laticiferos de Demarco et al. (2006) e Pirolla-Souza et al. (2019), contudo, existe
a necessidade de estudos mais profundos

Embora nos estudos de Pirolla et al., (2019), o contorno do bordo tenha sido importante
na melhor circunscrigdo de Rhabdadenia, em A. quebracho-blanco e A. triternatum o bordo de
ambas é muito semelhante, caracterizando assim, de maneira mais geral Aspidosperma sect.
Pungentia.

Analisando as caracteristicas gerais relacionadas a espessura, quantidade de células ou
capas de células dos tecidos vegetais, destacamos que, A. quebracho-blanco possui valores mais
elevados que em A. triternatum. Em geral, as espécies apresentam diferencas no padrdo de

crescimento, sendo que A. quebracho-blanco por chegar a 15 metros de altura, enquanto A.
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triternatum 8 metros de altura (Machate et al., 2016). Desse modo, podemos inferir, que o fator
relacionado ao padréo de crescimento das duas espécies, também é refletido nos tecidos foliares.

Devido as adaptagdes anatdbmicas relacionadas ao ambiente no qual as duas espécies
estudadas ocorrem, o Bioma Chaco, neste estudo, encontramos varias caracteristicas que
proporcionaram um contetido para uma discussdo ecoldgica e adaptativa; porém, também
apresentamos caracteristicas que permitiram ampliar a circunscricdo de Aspidosperma sect.
Pungentia, a descricdo de novos caracteres morfoldgicos e anatémicos, diagnésticos e que sdo
muito Uteis e, nos possibilitaram apresentar uma chave de identificacdo  das espécies com

vistas a contribuir com a sua identificagéo.

Tratamento Taxondmico

Aspidosperma section Pungentia (Pichon) Marc.-Ferr., Revista Brasil. Bot. 19: 203—214. 1996.
Aspidosperma ser. Pungentia Pichon. Bull. Mus. Natl. Hist. Nat. 19: 368. 1947.Tipo:

Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl.

Arvores ou arbustos, de cortex macio ou aspero, grosso ou delgado; ramos sem lenticelas;
gemas protegidas por catafilos. Folhas verticiladas, apice da ldmina foliar espinescente,
epiderme unisseriada, estbmatos anomociticos com anel periestoméatico, mesofilo isolateral,
feixe bicolateral. Inflorescéncia cimeira dicasial, axilar e terminal, 16bulos da corola refletidos

na antese. Foliculos biconvexos e elipticos, com nervuras.

Espécies estudadas: Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. e A. triternatum Rojas Acosta
(Tabela 1).

Chave de identificacao para as especies de Aspidosperma Sect. Pungentia

1. 15-22 pares de nervuras secundarias reticuladas ortogonais; 0,12—0,19 cm de distancia entre
a nervura secundaria e a porcdo mediana; nervuras terciarias ramificando de 1-2 vezes;
nervuras quaternarias bem desenvolvidas e impressas com aréola completa e compacta; células
epidérmicas retangulares ou quadradas com cuticula lisa e flange cuticular, cripta estomatica;
tricomas achatados com ornamentacdes; anfiestomatica; mesofilo com parénquima aquifero;
muitos cristais no mesofilo e idioblastos esclerioidais; 3 camadas de células na regido cortical

da face adaxial, 4 na face abaxial............ccccoeeeviiiiiiiiciiiein, Aspidosperma quebracho-blanco
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1°. 9-12 pares de nervuras secundarias reticuladas aleatorias; 0,36-0,57 cm de distancia entre
a nervura secundaria e a por¢cdo mediana; nervuras terciarias ramificando 3 vezes; nervuras
quaternarias imperfeitas e salientes com aréola incompleta e dispersa; células epidérmicas
arredondadas com cuticula estriada sem flange cuticular, cripta estomatica ausente; tricomas
achatados sem ornamentac@es; hipoestomaticas; mesofilo com parénquima lacunoso; poucos
cristais no mesofilo, idioblastos esclerioidais ausentes; 1-2 camadas de células na regido

cortical face adaxial, 2 na face abaxial............cccocoeveniiininiiiinicn, Aspidosperma triternatum

5. Conclusao

Dentre as caracteristicas morfologicas e anatdmicas mais reveladoras para a taxonomia
e, portanto, para o reconhecimento das espécies estdo no nimero e distancia das nervuras
secundarias, organizacao da cuticula, distribuicdo dos estdbmatos, forma das células epidérmicas
e tipos diferenciados de tricomas tectores.

Evidenciamos tambem a presenca de caracteristicas adaptativas ao Bioma Chaco,
conhecidas como xeromdrficas e destacamos, a espessura da cuticula, a presenca de idioblastos
esclerioidais, cristais de oxalato de célcio e as estruturas vasculares circundadas por fibras

lignificadas, entre outras caracteristicas apresentadas neste estudo.
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Tabela 1. Dados dos tdxons amostrados.

Espécie Local Coordenadas Numero Coletor
A. quebracho- Cordoba, 3122°5,46"S; Cocucci 5680
blanco Argentina 6528°08,04"W (CORD)
A. quebracho- Las Lomitas, 24°67°6,74"S; Farinaccio 1015
blanco Formosa, 6060°07,65"W  (CGMS)
Argentina
A. quebracho- Barra do Quarai, 30°11'31,7"S; Farinaccio & Uchba
blanco Rio Grande do 57°31'21,3"W 1013 (CGMS)
Sul, Brasil
A. quebracho- Porto Murtinho,  21°59'50"S; Farinaccio 993
blanco Mato Grosso do  57°53'8"W (CGMS)
Sul, Brasil
A. quebracho- Pozo Colorado,  22°36°03,1"S; Vogt & Farinaccio
blanco Filadelfia, 59°56°43,3"W 1709 (FACEN)
Paraguai
A. triternatum Santa Cruz, 17°77'35"S; Botelho 117 (COR)
Bolivia 63°70'38"W
A. triternatum Pozo del Tigre,  24'88°4,18"S; Farinaccio 1016
Formosa, 60'30°06,42"W (CGMS)
Argentina
A. triternatum Porto Murtinho,  21'42'37"S; Machate 2 (CGMS)
Mato Grosso do  57'53'56"W
Sul, Brasil
A. triternatum Pozo Colorado,  23°37'22,5"S; Vogt & Farinaccio
Presidente 58°43'05,7"W. 1708 (FACEN)

Hayes, Paraguai

*Acrénimos seguem Thiers (2021)
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Tabela 2. Arquitetura Foliar, caracteres diagndsticos para o reconhecimento dos taxons.

Caracteres

A. quebracho-blanco

A. triternatum

Pares de nervuras secundarias
laterais.

Distancia entre as nervuras
secundarias: regido mediana.
Distancia entre as nervuras
secundarias: regido distal.
Nervuras secundarias.
Nervuras terciarias:
ramificacao.

Nervuras quaternarias.
Nervuras quaternarias.

Nervuras quaternarias: aréola.

15-22

0,12-0,19 cm

0,12-0,31 cm

Reticuladas ortogonais

1-2 vezes

Impressas
Bem desenvolvidas

completa e compacta

9-12 pares

0,36-0,57 cm

0,15-0,26 cm

Reticuladas aleatorias

3 vezes

Salientes
Imperfeitas

incompleta e dispersa
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Tabela 3. Anatomia foliar, caracteres diagnosticos para o reconhecimento dos taxons.

Caracteres

A. quebracho-

blanco

A. triternatum

Epiderme

Mesofilo

Nervura
principal

Forma
Flange epicuticular
Cuticula estriada
Cripta estomatica
Tricoma achatado
com ornamentacoes
Estdmatos na face
adaxial
Com parénquima
aquifero
Com parénquima
lacunoso
Numero de camadas
do parénquima
palicadico
Idioblasto
esclerioidal
Numero de cristais
Tricomas na face
adaxial
Numero de camadas
de células na regido
cortical da face
adaxial
NuUmero de camadas
de células na regido
cortical da face
abaxial

Retangular/cubica

+

+
+

2-7

Muitos

Arredondada

+

2-4

Poucos

1-2

(+) presente, (-) ausente
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Figura 1. (A-C) A. quebracho-blanco. (A). Individuo adulto. (B). Inflorescéncia. (C). Fruto. (D-
F). A. triternatum. (D). Individuo adulto. (E). Inflorescéncia. (F). Fruto. [Fotografias: (A-E).
Maria Ana Farinaccio, (F). Herbario da Universidade de Brasilia (UB)].
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Figura 2. Mapa de distribuicdo das espécies coletadas. Em
Adaptado de Olson et al. (2001).

verde, localizagdo do Chaco.
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Figura 3. Arquitetura foliar de Aspidosperma quebracho-blanco (A, C e D) e A. triternatum (B,
E e F). (A-B). Limbo foliar, cabeca da seta apontado para a nervura secundaria. (C e E).
Configuracdo geral das nervuras, **: nervura secundaria, ***: nervura terciaria. (D e F).
Detalhe da configuracdo das nervuras secundarias, terciarias e quaternarias, cabeca da seta

apontando para a nervura quaterndria. Escala= A e B - 500 um C e E- 300 um D e F- 200 pum.
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Figura 4. Detalhes da epiderme em plano frontal de A. quebracho-blanco (A, C, Fe G) e A.
triternatum (B, D, E, H). (A). Cera lisa depositada sobre a cuticula da epiderme, cabeca da seta
apontado para o anel periestomatico. (B). Cera estriada depositada sobre a cuticula da epiderme,
cabeca da seta apontado para o anel periestomatico. (C). Face adaxial. (D). Face adaxial. (E).
Face abaxial. (F). Tricoma ornamentado, (ornamentacdo na ponta da seta). (G). Tricoma nédo

ornamentado. (H). Tricoma tector. cl: cuticula lisa, ce: cuticula estriada. Escala = 20 pm.
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Figura 5. Detalhes da epiderme em plano transversal de A. quebracho-blanco (A, B e E) e A.

triternatum (C e D). (A). Epiderme com células quadradas e retangulares, cabeca da seta
apontado para a flange. (B). Estdmato (camara subestomatica) asterisco: cripta estomatica. (C).
Estébmato (camara subestomatica). (D). Epiderme com células arredondadas. (E). Tricoma. ct:

cuticula, cs: camara subestomatica, t: tricoma. Escala = 20 um.
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Figura 6. Detalhes do mesofilo de A. quebracho-blanco (A, C e E) e A. triternatum (B, D e F).

(A-B). Organizacao do mesofilo. (C-D). Distribuicéo dos cristais no mesofilo. (E). Idioblasto i.
(F). Idioblasto. pp: parénquima pali¢adico, pa: parénquima aquifero, pl: parénquima lacunoso,
ie: idioblasto esclerioidal, idi: idioblasto. Escala: 20 pm.
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Figura 7. Sistema vascular da regido intercostal de A. quebracho-blanco (A) e A triternatum

(B). cf: calota de fibras, fv: feixe vascular. Escala = 20 pum.
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Figura 8. Detalhes da nervura principal e regido cortical de A. quebracho-blanco (A, B, Ee F)

e A. triternatum (C, D, G e H). (A). Nervura principal da face adaxial. (B). Nervura principal
da face abaxial. (C). Nervura principal da face adaxial com tricoma. (D). Nervura principal da
face abaxial. (E e G). Epiderme e regido cortical da face adaxial da nervura principal, cabeca
da seta apontando para as células da regido cortical. (F e H). Regido cortical da face abaxial da
nervura principal, cabeca da seta apontando para as células da regido cortical. ct: cuticula, ep:

epiderme, np: nervura princial. Escala = 20 pum.
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Figura 9. Detalhes da nervura principal e do bordo em corte transversal de A. quebracho-blanco

(A e C) e A triternatum (B e D). (A e B). Feixe vascular da nervura principal, asteriscos
indicando os laticiferos. (C e D). Bordo e feixe vascular do bordo. cf: calota de fibras, fv: feixe

vascular. Escala = 20 pum.
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