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DESENVOLVIMENTO DA SEMENTE DE Chrysophyllum gonocarpum

(MART. & EICHL.) ENGL. (SAPOTACEAE)'

MARCIELE FELIPPI?; FERNANDO GROSSI3; ANTONIO CARLOS NOGUEIRA%
MARIA CECILIA DE CHIARA MOGO?

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi descrever o desenvolvimento do embrido, endosperma e
tegumento da semente de Chrysophyllum gonocarpum (Mart. & Eichl.) Engl. O rudimento seminal ¢
hemitropo. O desenvolvimento do embrido ¢ do tipo Cariofilaceo e o endosperma ¢ do tipo Nuclear.
O embrido maduro apresenta eixo hipocdtilo-radicular curto, cilindrico e cotilédones foliaceos. A
semente madura armazena graos de aleurona e lipidios nos cotilédones e nas células remanescentes
do endosperma. A exotesta ¢ composta de diversas camadas de células esclerificadas que também
recobrem a regido do hilo. Esta caracteristica da exotesta foi registrada pela primeira vez em sementes
de Chrysophyllum o que demonstra que esta pode ter importancia ecoldgica e taxonomica.

Termos para indexagdo: aguai, endosperma, embrido, tegumento.

SEED DEVELOPMENT OF Chrysophyllum gonocarpum (MART. & EICHL.)
ENGL. (SAPOTACEAE)

ABSTRACT - The object of this study was to describe the embryo, endosperm and integument
development of Chrysophyllum gonocarpum (Mart. & Eichl.) Engl. seed. The ovule is hemitropous,
with embryo development being of the Caryophyllad type and the endosperm of the Nuclear type. The
mature embryo presents a short and cylindrical hypocotyl-radicle axis with foliaceous cotyledons.
The mature seed stores aleurone grains and lipids in the cotyledons and in the remaining endosperm
cells. The exotesta is composed of several layers of sclerenchymatous cells, also present in the hilum
region. This exotesta feature is registered for the first time in Chrysophyllum seeds and might have

ecological and taxonomic implications.

Index terms: aguai, endosperm, embryo, integument.

INTRODUCAO

A familia Sapotaceae ¢ composta por espécies arboreas
e arbustivas, apresentam latex, e ocorrem, especialmente,
em florestas umidas, estando incluida entre as familias
mais frequentes e com maior indice de valor de importancia

'Submetido em 26/06/2009. Aceito para publicagdo em 04/12/2009. Parte
da Dissertagao de Mestrado no Programa de P6s-Graduagao em Engenharia
Florestal da Universidade Federal do Parana. Agradecimentos a CAPES
pela concessao de bolsa ao primeiro autor.

’Doutoranda. Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Florestal da
(UFSM) Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS.Email:

Revista Brasileira de Sementes, vol. 32, n°1 p.092-100, 2010

tanto ecoldgica quanto econdmica na Amazonia Central
(Pennington 1968; Ricardi 1992). Cerca de 40% das
sapotaceas produzem frutos comestiveis e sdo fornecedoras
de madeira e latex, utilizados na medicina popular e
ornamentagdo (Barbosa et al. 1977, Marchiori 2000; Kuera
et al. 2002).
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Chrysophyllum gonocarpum (Mart. e Eichl.)Engl.,
conhecida vulgarmente como gumbixava, aguai-da-serra,
caxeta, mata-olho, entre outras, ¢ uma espécie arborea de
6-20m de altura, podendo alcangar até 60cm de diametro na
altura do peito, distribuindo-se irregularmente em fundo de
vales, inicio de encostas e em terrenos planos, onde o solo é
mais umido (Reitz 1968; Lorenzi 2002). Por este motivo, a
espécie tem sido indicada para a recuperagdao de ambientes
riparios por estar incluida na lista de espécies em destaque
devido a sua importancia funcional nestes ecossistemas
em varios estudos fitossocioldgicos, como nos trabalhos
realizados por e Cavassan et al. (1984) e Bianchini et al.
(2003).

Os conhecimentos relacionados aos aspectos
morfologicos e anatdmicos das estruturas de dispersdo
sdo fundamentais para as investigacdes sobre sucessdo e
regeneracdo em ecossistemas de mata nativa (Pinto et al.
2003). Os trabalhos de Corner (1976) tratam das sementes de
sapotaceas descrevendo a morfologia externa da semente e
do tegumento. O trabalho de Beltrati et al. (1983) descreve a
estrutura anatomica das sementes de C. gonocarpum, dando
énfase a ontogénese do tegumento e as fases avancadas
do desenvolvimento embrionario. No entanto, ndo aborda
aspectos da embriogénese inicial e endospermogénese.
Sao escassos os trabalhos sobre aspectos da embriologia
na familia Sapotaceae e¢ as poucas espécies estudadas ndo
sdo componentes da flora brasileira (Johri et al. 1992).
Estes estudos também permitem a comparagdo entre os
taxons e subsidiam analises filogenéticas. O objetivo deste
trabalho foi estudar o desenvolvimento da semente com
énfase na embriogénese e endospermogénese, assim como
caracteristicas estruturais do tegumento em Chrysophyllum
gonocarpum.

MATERIAL E METODOS

O material botanico para o presente trabalho foi obtido
no Municipio de Frederico Westphalen, Estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, entre setembro de 2004 e outubro
de 2005. O material botanico fértil foi incorporado ao
Herbario de Dendrologia, do Departamento de Engenharia
Florestal, da Universidade Federal do Parana (UFPR), com
os numeros de registro 10027, 10028 e 10029.

Botdes em pré-antese foram marcados e os eventos da
antese e pos-antese foram acompanhados até a formagao
total do fruto. Flores em pré-antese e antese e frutos em
diferentes estadios de desenvolvimento foram coletados
de cinco matrizes selecionadas. O material foi fixado no

campo em solugdo FAA70 (90 alcool: 5 acido acético: 5
formaldeido) (Johansen 1940) e logo apds foram sendo
processados no Laboratério de Botanica Estrutural, do
Departamento de Botanica, da Universidade Federal do
Parana (UFPR). As amostras foram desidratadas em série
etilica ascendente e infiltradas em hidroxietilmetacrilato
(Resina Leica) (Gerrits € Smid 1983). Os blocos foram
seccionados em Microtomo de rotagdo Leica RM 2145,
em cortes de 2 a 8um de espessura, corados com Azul de
Toluidina 0,05%, em tampao fosfato pH 6,8 (O’ Brien et
al. 1965) e montados em Permout® para observagdo em
microscopia fotdnica de campo claro. Quanto ao material
para os testes histoquimicos, estes foram coletados e
encaminhados diretamente ao laboratorio para analise,
onde foram efetuados cortes a mao livre e em seguida
foram submetidos as seguintes andlises: 10% soluc¢do
aquosa de cloreto férrico (Johansen 1940), para localizagio
de compostos fendlicos; floroglucinol acido (Foster
1949), para evidenciar lignina; Sudan III (Sass 1951),
para localizar lipidios; reagente de lugol (IKI) (Berlyn e
Miksche 1976), para localizagdo de amido; Comassie Blue
em solugdo acética 7% (Southworth 1973), para proteinas,
e ao Reagente Shiff (O’Brien e McCully, 1981), para
verificacdo de carboidratos soltveis. Para a observacdo de
cristais utilizou-se microscopia de polarizagdo. As analises e
fotomicrografias foram realizadas no microscopio fotonico
Axiolab ZEISS com camera fotografica digital acoplada.
Para andlise dos estadios iniciais da embriogénese foram
feitos desenhos esquematicos em camara clara acoplada ao
microscopio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento do embriio

A embriogénese inicial em C. gonocarpum esta
esquematizada na Figura 1 (A-F). O zigoto, logo apods
a fecundacdo, encontra-se junto a micrépila (Figura 2).
Posteriormente, torna-se polarizado com o nucleo e grande
parte do citoplasma, no pdlo calazal, e um grande vacuolo,
no polo micropilar (Figura 1A). Este vacuolo aumenta de
volume e esta regido da célula zigdtica torna-se afilada e
longa, consequentemente, direcionando o polo calazal com o
nucleo para a regido central do tecido endospérmico (Figura
1B e 3). Neste local, o zigoto sofre uma divisdo transversal
desigual originando a célula basal micropilar maior (cb) e
a célula terminal calazal menor (ca) (Figura 1C e 4). A ca
divide-se transversalmente originando uma célula micropilar
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(cd) e outra calazal (cc) (Figura 1D e 5). Sucessivamente,  pela cb, que ndo se divide, e por células derivadas das fileiras
outras divisdes celulares, transversais e longitudinais, nas  ciem (Figura 7). As células do suspensor se diferenciam das
células do pré-embrido ddo origem as fileirasci,m,lel’,todas  células do embrido por apresentarem maior volume, presenga
derivadas da ca (Figura 1E, 1F, 6). O suspensor ¢ formado  de um grande vactolo e um nucleo periférico (Figura 7 e 8).

FIGURA 1-6. Embriogénese inicial em Chrysophyllum gonocarpum (Mart. & Eichl.) Engl.. 1. Desenho esquematico
das etapas da embriogénese inicial. A. Zigoto; B. Polarizacio e aumento de volume do zigoto; C. Divisio
transversal desigual originando a célula terminal (ca) e a célula basal (cb); D. Divisdo transversal da ca
originando as células cd e cc; E. Divisido longitudinal da cc originando a fileira de células 1; F. Divisoes
transversais e longitudinais originando as fileiras ci, m, 1 e I’. 2. Zigoto localizado na regiio micropilar;
3. Zigoto localizado na regido central do tecido endospérmico; 4. pré-embrido formado pela célula basal
e terminal (cb e ca); 5. Pro-embrido tricelular formado por cb e as células cd e cc; 6. Pré-embriio
multicelular com niicleos do endosperma ao seu redor (setas). Barra de escala = S0pm.
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FIGURA 7-14. Embriogénese em Chrysophyllum gonocarpum (Mart. & Eichl.) Engl.. 7. Embrido com suspensor
multicelular e endosperma cenocitico com diversos nucleos (setas); 8. Embrido imerso no tecido do
endosperma celularizado; 9. Embrido no estadio globular com formacgao de protoderme e distin¢cdo das
regides epifisal e hipofizal. 10. Embriio na fase de mudanca de simetria e constricio da regio hipofizal
(seta). 11. Embrifo cordiforme com distincdo do procimbio e meristema fundamental; 12. Detalhe do
eixo hipocétilo-radicular no embriio maduro; 13. Detalhe da regiio do meristema apical caulinar no
mesmo estadio anterior; 14. Detalhe dos feixes procambiais no cotilédone do embrido maduro. Co = coifa;
ct = cotilédone; ed= endosperma; em = embrifdo; ep = regifo epifisal; fc — feixe vascular procambial; hp
= regido hipofisal; mc = meristema apical caulinar; mf = meristema fundamental; mr = meristema apical
da raiz; pc = procimbio; su = suspensor. O asterisco representa a regiio micropilar. Barra de escala=50
pmem 6 e 7 e 100 pm nas outras figuras.
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O proembrido passa por um periodo de proliferagdao
celular, mantendo-se com simetria radial e atinge o estadio
globular, apoés trés meses de desenvolvimento, com a
organizacdo das células da protoderme (Figura 9). Neste
momento, ocorre uma diferenciacdo celular marcando
duas regioes tissulares: regido epifisal, distal ao suspensor,
composta de células menores com citoplasma denso, € uma
regido hipofisal, com células maiores e vacuoladas. Durante
a transi¢do do estadio globular para o cordiforme, nota-se
um alargamento na regido epifisal, uma constri¢ao na regido
hipofisal e a mudanca da simetria radial para a bilateral
(Figura 10). O embrido inicia a emissao dos cotilédones,
caracterizando o embrido de estadio cordiforme, aos
quatro meses de desenvolvimento (Figura 11). Nesta fase,
ja se diferencia uma regido procambial e o meristema
fundamental. Por volta do quinto més, aumenta o
volume dos cotilédones ¢ do eixo hipocétilo-radicula,
caracterizando a fase de embrido cotiledonar (Figuras
12, 13 e 14). O embrido maduro axial apresenta um eixo
hipocoétilo-radicular curto e cilindrico protegido por uma
coifapouco desenvolvida (Figura 12). O meristema apical
caulinar é composto de poucas fileiras de células, ndo
desenvolvendo nenhum primordio foliar (Figura 13). Os
cotilédones sdo folidceos com vascularizagdo ramificada
(Figura 14). As células do mesofilo dos cotilédones
permanecem indiferenciadas com aspecto homogéneo
(Figura 14). Os testes histoquimicos identificaram a
presenca de graos de aleurona e lipidios nas células do
mesofilo dos cotilédones.

O rudimento seminal na Sapotaceae
apresenta variagdes do anatropo ao hemitropo (Lawrence
1966; Corner 1976; Johri et al. 1992; Cronquist
1988). A compreensdo da curvatura anatropa durante
o desenvolvimento do rudimento seminal ¢ essencial
para entender a estrutura da semente (Boesewinkel e
Bouman 1984). O rudimento seminal de C. gonocarpum
foi, anteriormente, interpretado como do tipo anatropo
por Beltrati et al. (1983). No entanto, neste trabalho, foi
caracterizado como do tipo hemitropo (Figura 15), de
acordo com a classificagdo de Bouman (1984). Cronquist
(1988) caracteriza a posi¢do do rudimento seminal, em
relagdo a placenta, como apdtropo na familia Sapotaceae,
porém o rudimento seminal em C. gonocarpum ¢ epitropo,
com a micrdpila voltada para cima e rafe interna.

Diversos embriologistas sugeriram sistemas de
classificagdo da embriogénese para as angiospermas
(Natesh e Rau 1984). Consequentemente, cada
embriologista segue um sistema diferente de acordo

familia
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com sua propria interpretagdo, o que gera conflitos
de terminologia e muita dificuldade para estabelecer
comparagdes uteis para analises filogenéticas. Na
obra de Johri et al. (1992), a embriogénese na ordem
Ebenales, onde a familia Sapotaceae esta inserida, segue
uma classificacdo adaptada do sistema de Yamazaki
(1970, citado por Johri et al. 1992). Nesse trabalho,
a embriogénese de C. gonocarpum se encaixa no tipo
Cariofilaceo, segundo a classificagdo de Johansen
(1950). A unica espécie de Sapotaceae com embriogénese
descrita por Yamazaki foi Pouteria obovada var. dubia.
Baseando-se na tradugdo e classificacdo feita por
Jorhi et al. (1992), para embriogénese, nesta pesquisa
C. gonocarpum se enquadra na embriogénese do tipo
Cariofilaceo. Neste tipo, a célula basal ndo participa
da formagdo do embrido propriamente dito e origina
somente o suspensor. No entanto, de acordo com o
trabalho original de Johansen (1950), o tipo Cariofilaceo
pode ocorrer tanto em dicotiledoneas quanto em
monocotileddneas e pode apresentar até 13 variagdes.

Swamy e Padmanabhan (1962) criticam estes sistemas
de classificagdo baseados na seqiiéncia de divisdes
celulares e o destino das camadas na embriogénese inicial.
De acordo com estes autores, estudos comparativos
demonstraram que existe uma grande plasticidade no
desenvolvimento, na histogénese e na organogénese
embriondria e que somente mais tarde no estadio
globular ¢ que as diferencas fundamentais aparecem. O
estudo de Scheres et al. (1994) comprova que as células
do proembrido originam determinadas partes, ¢ sempre
as mesmas, no corpo do embrido maduro. Este estudo
confirma a importancia de se acompanhar as divisdes
celulares durante o desenvolvimento embrionario e de
toda a argumentacgdo feita por Johansen (1945) em defesa
dos estudos embrioldgicos comparativos.

Desenvolvimento do endosperma

O endosperma ¢é do tipo Nuclear.
endospérmico se divide e dd origem a um cendcito
(Figura 6 e 7). A celularizacdo do endosperma se inicia
na regido micropilar, pouco antes da caracterizagdo do
estadio globular (Figura 8) e, lentamente, o processo
alcanca a regido calazal.

Diversos autores citam a ocorréncia de endosperma
do tipo nuclear na familia sapoticeae (Corner 1976;
Cronquist 1981, 1988; Johri et al. 1992), sendo que Jorhi
et al. (1992) apontam que esta caracteristica diferencia
esta familia das outras da Ordem Ebenales.

O nucleo
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FIGURA 15-20. Formacao do tegumento da semente em Chrysophyllum gonocarpum (Mart. & Eichl.) Engl. 15. Corte
longitudinal do fruto jovem com rudimento seminal hemitropo no estagio inicial da embriogénese. 16.
Tegumento da semente jovem com camadas de esclereides na regido mediana. 17. Tegumento da semente
jovem com a regido de esclerificaciio proxima ao feixe vascular. 18. Detalhe da figura 17 com a regifio de
proliferacao superficial do tegumento. 19. Tegumento da semente madura com dois estratos de células na
regido oposta ao hilo. 20. Tegumento da semente madura com trés estratos na regiio do hilo. at = ante-
rafe; cz = calaza; ed = endosperma; ec = esclerénquima; hi =hilo; in = face interna do tegumento; ex =
face externa do tegumento; fx = feixe vascular; mi = microépila; nu = nucelo; pa = parénquima; pl = zona
de proliferacio celular; pr = pré-rafe; ra = rafe; tg = tegumento. Barra de escala =200pm
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Para a espécie em estudo, na semente madura, o
endosperma ¢é abundante, uniforme, de coloragdo branca,
e consta de um nimero variavel de camadas de células
poliédricas (Figura 17) que acumulam graos de aleurona
e lipidios.

Beltrati et al. (1983), descrevem a presenga de
incrustagdes de cristais de oxalato de calcio nas paredes
celulares das células do endosperma e embrido em
C. gonocarpum. No entanto, estes cristais ndo foram
identificados no material observado neste trabalho. A
formagdo de cristais em paredes celulares foi registrada
também em embrides de soja (Ilarslan et al. 2001). Nas
células destes embrides, os componentes da parede celular
sdo depositados em volta do vactiolo que contém o cristal
e, consequentemente, o crescimento da parede recobre
este vacuolo com a fusdo das membranas (tonoplasto e
membrana celular). A funcdo destes cristais no embrido
ainda permanece desconhecida. No entanto, a divergéncia
entre os resultados de Beltrati et al. (1983) e os resultados
obtidos neste trabalho sugerem que o controle da
cristalizacdo seja influenciado por fatores externos
(concentrag@o de calcio no solo, por exemplo).

Desenvolvimento do tegumento da semente

O feixe vascular rafeal percorre a curta rafe e se
ramifica em diversos feixes pos-calazais que convergem
na regido da micropila (Figura 15). O tegumento do
rudimento seminal, logo apés a fecundagdo, apresenta
cerca de 60um e é composto por um tecido parenquimatico
(Figura 15 e 16). O tegumento parenquimatico ¢ dividido
em duas faces: externa e interna, através de duas fileiras
de esclereides que acompanham os feixes vasculares
(Figura 15 e 16).

Conforme trabalho de Felippi et al. (2008) sementes de
C. gonocarpum possuem germinagdo lenta e desuniforme,
demonstrando, portanto, a necessidade de maiores estudos
para acelerar, uniformizar ou até mesmo estabelecer a
germinagdo. A partir das informagdes contidas neste
trabalho e segundo a descricdo de Felippi et al. (2008),
sugere-se que a presenga de parede esclerificada na regido
hilar pode estar relacionada a dorméncia tegumentar,
prejudicando o indice germinativo.

No estadio globular do embrido, as células da epiderme
e parenquimaticas mais externas se dividem em diversos
planos aumentando a espessura do tegumento (Figura 17
e 18). Conforme o embrido se desenvolve, a lignificagio
ocorre nas células proximas ao feixe vascular em diregao
a superficie externa do tegumento (Figura 19). A semente
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exotestal madura apresenta dois estratos continuos na
regido anti-rafe: o externo, com cerca de 20 a 30 camadas
de células esclerificadas e o interno, com cerca de 8 a 12
camadas de células parenquimaticas ricas em compostos
fendlicos (Figura 19). Na regido do hilo, o tegumento
apresenta trés estratos: o externo, parenquimatico; o
mediano, esclerificado continuo com a ecxotesta, ¢ o
interno, parenquimatico continuo por toda a regido interna
da semente (Figura 20).

Corner (1976) descreve e ilustra o tegumento de
Chrysophyllum cainito L. e C. roxburghii G. Don. Este
autor destaca que o tecido interno do tegumento na regido
do hilo nestas espécies apresenta células com paredes
espessadas, mas ndo-lignificadas. No entanto, os resultados
obtidos com C. gonocarpum neste trabalho demonstram
uma continuidade do tecido esclerificado do tegumento
também na regido do hilo, concordando com o que ja foi
descrito por Beltrati et al. (1983) para a mesma espécie.

A semente madura ¢ definida como do tipo hilar, pela
presenca de hilo extenso, de acordo com a classificagdo
de Boesewinkel & Bouman (1984). A familia Sapotaceae
foi considerada monofilética, de acordo com analises
moleculares de seqiiéncias rbcL de Morton et al. (1996).
Estes Autores apontam que as caracteristicas do hilo
sdo sinapomorfias. Estas diferencas podem ter um papel
ecologico e fisioldgico na germinagdo da semente ¢ devem
ser mais bem investigadas em outras espécies.

CONCLUSOES

Em C. gonocarpum, a embriogénese ¢ do tipo
Cariofilaceo, rudimento seminal do tipo hemitropo e
o endosperma do tipo Nuclear. Na semente madura,
o endosperma ¢é celularizado com reserva de graos de
aleurona e lipidios. A presenca de cristais de oxalato
de calcio no embrido e endosperma ¢ considerada
uma caracteristica variavel na espécie. A estrutura do
hilo apresenta particularidades que variam dentro do
género Chrysophyllum e podem ter papel importante na
germinagdo da semente.
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